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RESUMEN

El interés por especies vegetales bioactivas se acrecentd en los tltimos afios principalmente
para el estudio y aislamiento de moléculas utiles en la elaboracion de medicamentos. En este
sentido, una especie que en Argentina se conoce mas ampliamente por su uso como planta
ornamental es Vinca |Catharanthus roseus (L..) G. Don., syn. Vinca rosea], pero también desde hace
muchos afios se la utiliza como planta medicinal. Reconocida por sus mas de 150 alcaloides
inddlicos terpénicos que ofrecen actividad antitumoral, siendo los mds usados vincristina y
vinblastina que son dimeros de la condensacion de catarantina y vindolina. Estudios realizados hace
mas de cuarenta afios atras ya indicaban que la concentracion de estos alcaloides era en gran medida
afectada por las condiciones de crecimiento de las plantas. El relativamente bajo rendimiento
(0,05 %) de estos compuestos, al momento de su procesamiento representa una gran desventaja que
desafia a agrénomos, botdnicos y quimicos con el fin de aumentar la produccion de los mismos
sometiendo a la planta a diferentes estimulos estresantes. Por lo tanto, la importancia de estudiar a
esta especie se acrecienta considerando que C. roseus es en la actualidad una de las unicas fuentes
de estos alcaloides, que, en el caso de vincristina y vinblastina se encuentran presentes
principalmente en las hojas. Estos alcaloides han alcanzado un papel de gran relevancia en los
tratamientos quimioterapeuticos del cancer, presentando un amplio espectro de accion en diferentes
tipos de canceres. Al respecto, en Argentina no existen trabajos cientificos desarrollados para lograr
una produccion de biomasa estable durante el afio en estos sistemas de produccion. Por otra parte,
se desconocen los efectos que el estrés, principalmente abidtico, podria tener sobre un incremento
en la concentracion de los alcaloides.

En este trabajo de tesis se propuso desarrollar el cultivo de dos variedades de Vinca: Parana
y Holanda que se sometieron a estrés hidrico y a tratamientos hormonales con el fin de evaluar su
respuesta en la biosintesis de los mondémeros catarantina y vindolina. Se evaluaron las variables
morfologicas area foliar, altura de la planta y nimero de hojas segun los distintos tratamientos y se

compararon con las plantas control. Ademas, se evalu6 el contenido de materia seca una vez



cosechadas y procesadas como también el rendimiento obtenido de sus extractos procesados de
manera de obtener los alcaloides bioactivos. Finalmente se analizaron de manera cualitativa por la
técnica de Cromatografia en Capa Delgada, la presencia de catarantina y vindolina en las diferentes
muestras, utilizando como testigos a los compuestos puros.

Los resultados mostraron que ambas variedades de Vinca se vieron afectadas por el factor
estrés hidrico reduciendo las variables morfologicas; mientras que el factor orientacion en el
invernadero no afecté significativamente. Ademds, el factor variedad presentd diferencias
significativas de las variables estudiadas dadas las caracteristicas propias, independientemente de
los niveles de estrés hidrico y orientacidon en el invernadero. Para cada variedad, el contenido de
materia seca y porcentajes de extractos (excepto la fraccion que contenia los alcaloides de interés)
fueron significativamente superiores en las plantas control. Los estudios fitoquimicos demostraron
la presencia de catarantina y vindolina solamente en las plantas sometidas a estrés hidrico, pero no
en las plantas control. Para ambas variedades existié una clara relacion entre la disminucion
significativa del area foliar y nimero de hojas con el aumento en la biosintesis de los alcaloides
catarantina y vindolina. Asimismo, la variedad Parana sometida al nivel bajo de estrés hidrico
presenté un mayor contenido de la fraccion alcaloidal, siendo la combinacion més apropiada para
lograr mayor contenido de catarantina y vindolina.

Por otra parte, las plantas que recibieron el tratamiento hormonal combinado presentaron
valores significativamente superiores de las tres variables morfoldgicas estudiadas, porcentaje de
extractos y contenido de alcaloides de interés, independiente de la variedad. Esto sugiri6 un
comportamiento distinto a lo que ocurri6 con el estrés hidrico: frente a tratamientos hormonales, el
aumento significativo de las variables morfologicas, fue acompafiado del aumento en el contenido
de materia extraida y alcaloides. Ademads, las variables fueron significativamente superiores para la
variedad Parana respecto de la Holanda, por lo que se concluye que los tratamientos hormonales
podrian inducir la biosintesis de los monomeros alcaloidales vindolina y catarantina especialmente

es esta variedad.
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ABSTRACT

The interest in bioactive plants has been increased in recent years mainly for the study and
isolation of molecules useful in the preparation of medicines. Vinca [ Catharanthus roseus (L.) G.
Don., Syn. Vinca rosea] is widely known in Argentina as an ornamental plant, but it has also been
used as a medicinal plant for many years. It is recognized for possessing more than 150 terpenic
indole alkaloids that offer antitumoral activity, being vincristine and vinblastine which are dimers of
the condensation of catharantine and vindoline, the most used. Previous studies indicated that the
concentration of these alkaloids was greatly affected by the growth conditions of the plants. The
relatively low yield (0.05%) of these compounds at the processing time represents a great
disadvantage that challenges agronomists, botanics and phytochemists in order to increase their
production by submitting the plant to different stress stimuli. Therefore, the importance of studying
this species is increased considering that nowadays is one of the only sources of these alkaloids that
have reached a great relevance in the chemotherapeutic treatments of cancer. In Argentina there are
no scientific works developed to achieve a stable biomass production during the year in these
production systems. On the other hand, the effects that mainly abiotic stress could have on the
concentration of alkaloids are unknown.

In this thesis, it was proposed to develop the crop of two varieties of Vinca: Parana and
Holanda, submitted to water stress and hormonal treatments in order to evaluate their response in
the biosynthesis of the monomers catharantine and vindoline. The morphological variables
evaluated were the foliar area, the plant height and the number of leaves, according to different
treatments and compared with the control plants. In addition, the dry matter content was evaluated
once harvested and processed as well as the yield of the extracts enriched with the bioactive
alkaloids obtained from its chemically processed. Finally, the presence of catharantine and
vindoline in the different samples was analyzed qualitatively by Thin Layer Chromatography

technique, using pure compounds as controls.



Results showed that both varieties of Vinca were affected by water stress factor reducing the
morphological variables; while the greenhouse orientation factor did not significantly affect. In
addition, the variety factor showed significant differences on the variables studied given their own
characteristics, regardless of the levels of water stress and orientation in the greenhouse. For each
variety, dry matter content and percentages of extracts (except for the fraction containing the
alkaloids of interest) were significantly higher in the control plants. Phytochemical studies
demonstrated the presence of catharantine and vindoline only in plants subjected to water stress, but
not in control ones. There was a clear relationship between the significant decrease in leaf area and
number of leaves with the increase in the biosynthesis of catharantine and vindoline alkaloids for
both varieties. Likewise, Parana variety subjected to the low level of water stress presented a higher
content of the alkaloidal fraction, being the most appropriate combination to achieve higher content
of catharantine and vindoline.

On the other hand, plants that received the combined hormonal treatment showed
significantly higher values of the three morphological variables studied, percentage of extracts and
content of alkaloids of interest, independent of the variety. This suggested a different behavior from
what happened with water stress: compared to hormonal treatments, the significant increase in
morphological variables was accompanied by the increase in the content of extracted matter and
alkaloids. In addition, variables were significantly higher for Parana variety compared to Holanda,
so it is concluded that hormonal treatments could induce the biosynthesis of vindoline and

catharantine alkaloidal monomers, especially in this variety.
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1. INTRODUCCION

1.1 Metabolismo primario y secundario en los vegetales

Todos los organismos necesitan transformar e interconvertir un gran ndmero de
compuestos orgdnicos que les permiten vivir, crecer y reproducirse. Necesitan proveerse de
energfa en forma de ATP y el suministro de bloques de construccién para desarrollar sus
propios tejidos. Para este fin se utiliza una red integrada de reacciones quimicas mediadas por
enzimas y cuidadosamente reguladas, denominadas colectivamente metabolismo intermedio, y
las vias implicadas se denominan vias metabdlicas. Algunas de las moléculas importantes para
la vida son los carbohidratos, proteinas, grasas y dcidos nucleicos (Dalton, 1991). Las plantas
varian ampliamente en su capacidad para sintetizar y transformar estas moléculas y a pesar de
las caracteristicas extremadamente variadas que puedan presentar entre ellas, las vias para
modificar y sintetizar estos compuestos son esencialmente similares en todas, exceptuando
variaciones menores (Herbert, 2001). Estos procesos demuestran la unidad fundamental de toda
la materia viva y se describen colectivamente como metabolismo primario, denomindndose a los
compuestos involucrados en estas vias, metabolitos primarios. A diferencia de las vias
metabdlicas primarias que sintetizan, degradan y por lo general interconectan compuestos
cominmente encontrados en todos los organismos (carbohidratos, proteinas, grasas y acidos
nucleicos), también existe una zona del metabolismo relacionada con compuestos que tienen
una distribucién mucho mds limitada en la naturaleza (Cordell, 1981). Tales compuestos,
llamados metabolitos secundarios, se encuentran solamente en organismos especificos o grupos
de organismos, y son una expresion de la individualidad de las especies o familias. Los
metabolitos secundarios no se producen necesariamente en todas las condiciones ambientales, y
en la inmensa mayoria de los casos, la funciéon de estos compuestos y su beneficio para el
organismo aun no se conoce (Mothees er al., 1981). Algunos se producen por razones
facilmente entendibles, por ejemplo, como productos téxicos que proporcionan defensa contra

depredadores, como atrayentes de polinizadores para favorecer el entrecruzamiento entre la



misma u otras especies, 0 como agentes colorantes para atraer o advertir a otros seres vivos
(Misra et al., 1999). Pero es 16gico asumir que todos los metabolitos secundarios juegan un rol
vital para el bienestar de la especie que los produce. El metabolismo secundario, es el drea que
proporciona la mayor parte de los productos naturales farmacolégicamente activos (Dewick,

2009).

1.1.1 Una clase particular de metabolitos secundarios: los alcaloides y su historia

Uno de los tipos de compuestos producidos mediante el metabolismo secundario son los
alcaloides y el término fue introducido por W. Meisner a principios del siglo XIX para designar
a las sustancias naturales que reaccionan como base, es decir, como los dlcalis. En un principio
se definieron como sustancias nitrogenadas, bdsicas, de origen natural, de distribucion
restringida y estructura compleja. Su dtomo de nitrégeno forma parte de un sistema
heterociclico, poseen una actividad farmacoldgica significativa y segin algunos autores,
provienen unicamente del reino vegetal (Waterman, 1993; Zenk et al., 1985). Pueden
encontrarse en estado de sales y se puede afirmar que biosintéticamente se forman a partir de un
aminoécido. Estos elementos caracterizan a lo que se puede denominar alcaloides verdaderos.
Por otra parte, algunos autores distinguen ademas los pseudoalcaloides y los protoalcaloides
(Figura 1). Los pseudoalcaloides poseen normalmente todas las caracteristicas de los alcaloides
verdaderos, pero no derivan de aminodcidos. En la mayoria de los casos conocidos se trata de
isoprenoides y se habla entonces de alcaloides terpénicos (monoterpénicos, sesquiterpénicos o
diterpénicos) (Dalton, 1979). También se conocen sustancias nitrogenadas heterociclicas que
provienen del metabolismo del acetato, como es el caso de la coniina, principio téxico de la
cicuta. Los protoalcaloides son aminas simples cuyo nitrégeno no se encuentra incluido en un
sistema heterociclico, poseen reaccién basica y también se forman a partir de aminoacidos.
Diversas sustancias responden a esta definicion: aminas sencillas como la serotonina, la
mezcalina del peyote, asi como las betainas (que resultan de la cuaternarizacion del nitrégeno de

los aminoacidos) (Amiya y Bando, 1998; Rahman y Choudhary, 1998).
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Figura 1: Distintos tipos de alcaloides: A) Alcaloide verdadero, se muestra como ejemplo la
molécula de papaverina con el 4tomo de N heterociclico que deriva del aminodcido tirosina. B)
Pseudoalcaloide, se muestra como ejemplo la molécula de coniina con el d4tomo de N
heterociclico, pero en este caso no deriva de un aminoacido. C) Protoalcaloide, se muestra como
ejemplo la molécula de mezcalina con el 4&tomo de N no heterociclico. Las estructuras quimicas

fueron realizadas utilizando el programa chemdraw Ultra 11.0.

Aunque la distincién entre alcaloides verdaderos, protaoalcaloides y pseudoalcaloides
puede parecer sencilla, no siempre es facil de aplicar. Se puede, por tanto, decir que un alcaloide
es un compuesto orgdnico de origen natural (normalmente vegetal), nitrogenado, mis o menos
basico, de distribucién restringida y dotado, a bajas dosis, de importantes propiedades
farmacoldgicas. El agrupamiento de tal conjunto, se confirma por otra parte mediante reacciones
comunes de precipitacion con los “reactivos generales para alcaloides”.

Si bien la nocién de alcaloide es bastante reciente, el conocimiento de la toxicidad y las
propiedades de las plantas y de las drogas que poseen alcaloides es muy antiguo: opio (Papaver
somniferum), coca (Erythroxylon coca), aconito (Aconitum napellus), belladona (Atropa
belladona), colchico (Colchicum autumnale), quina (Cinchona spp), ipecacuana (Cephaelis
ipecacuanha) se utilizan desde hace siglos, incluso segin algunos autores, desde hace milenios

(Figura 2) (Bruce-Chwatt, 1988).



Figura 2: Principales plantas que producen alcaloides: A) opio (Papaver somniferum), B) coca
(Erythroxylon coca), C) acénito (Aconitum napellus), D) belladona (Atropa belladona), E)
cOlchico (Colchicum autumnale), F) quina (Cinchona spp), G) ipecacuana (Cephaelis

ipecacuanha). Fuente: libro Dewick 2009.

Parece ser que el quimico Derosne en 1803 fue el primero en aislar un élcali vegetal a

partir de una mezcla de narcotina y morfina del opio (Figura 3).

Figura 3: Estructura de la molécula de morfina aislada del Opio (Papaver somniferum).

En 1806, el médico Serturner demostrd la naturaleza alcalina del principio somnifero

del opio al que una decena de aflos mas tarde, denomind morfina haciendo referencia a Morfeo,



el Dios griego del suefio. Poco tiempo después, dos farmacéuticos franceses, Pelletier y
Caventou, descubrieron una importante serie de compuestos activos: entre 1817 y 1820 fueron
aisladas cafefna de varias familias vegetales, emetina de la ipecacuana, estricnina de la nuez

vOmica, quinina y cinconina de la corteza de quina (Figura 4) (Boshc et al., 1996; Quetin-

Leclercq et al., 1990).
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Figura 4: Estructuras quimicas de los alcaloides mds comunes: A) cafeina, B) emetina, C)

estricnina, D) quinina, E) cinconina.

Los quimicos intentaron enseguida determinar la elucidacién estructural de estas
moléculas, lograndolo en los casos mas sencillos, mientras que en otros casos hubo que esperar
hasta la segunda mitad del siglo XX cuando aparecieron las tecnologias mas sofisticadas. En la
actualidad, las avanzadas técnicas de resonancia magnética nuclear (de protén y carbono) y la
espectrometria de difraccién de rayos X, permite abordar las estructuras quimicas mads
complejas. La sintesis de estos compuestos constituyé muy pronto un desafio para los quimicos:
desde la sintesis de la coniina (Figura 1B) a final del siglo pasado hasta la morfina (Figura 3),
este desafio ha significado un importante papel en el desarrollo de la quimica organica. El
aislamiento de la reserpina (Figura 5), a principios de los afios 50, y el éxito en terapéutica de
esta molécula, han incitado a los fitoquimicos a realizar la exploracién sistematica del amplio

campo de los alcaloides.
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Figura 5: Estructura quimica del alcaloide reserpina aislado de la especie Rauwolfia serpentina.

El nimero de estructuras descriptas no deja de aumentar y los datos estructurales
biosintéticos, sintéticos o farmacoldgicos son en la actualidad considerables. En algunos casos,
las moléculas originales han sido introducidas en clinica (como los alcaloides binarios de
Catharanthus roseus) y en muchos otros casos se han sintetizado y comercializado andlogos
estructurales. También se han puesto a punto actividades farmacoldgicas potenciales, lo que
conlleva desarrollos en las direcciones mds variadas: sintesis quimica, relaciones
estructura/actividad y estudio de receptores entre otros (Rahman y Choudhary, 1999).

Durante mucho tiempo los alcaloides han sido considerados como productos del
metabolismo tinicamente vegetal, pero también existen estructuras alcaloidicas en los animales.
A veces se trata de productos formados a partir de alcaloides contenidos en los vegetales de la
dieta alimenticia del animal: es el caso de la castoramina, que proviene de la metabolizacién de
los alcaloides de los nenifares que consume el castor, o bien el de los alcaloides pirrolizidinicos
que se encuentran en algunas mariposas. Otras veces los alcaloides aislados parecen ser
productos del metabolismo animal: este es el caso especial de los anfibios urodelos
(salamandras) o de los anuros (Bufo, Phyllobates, Dendrobates) (Hartmann, 1999).

Las estructuras alcaloidicas son frecuentes en los artropodos que las secretan en
cantidades muy pequefias a través de sus glandulas exdcrinas. Son muy conocidos en los
himendpteros, pero también son elaborados y utilizados en coledpteros, neurépteros y algunos
miridpodos. Las pirrolidinas, piperidinas, pirroles, indolizidinas y pirazinas, de bajo peso

molecular, son lo suficientemente volatiles como para constituir sefiales quimicas, elementos de
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defensa (alomonas) y de comunicacién (feromonas) entre estos insectos (OHagan, 2000;
Schneider, 1996; Michael, 2000).

Los alcaloides se encuentran excepcionalmente en las bacterias (piocianina en
Psedomonas aeruginosa), son muy raros en los hongos (psilocina en los hongos alucinégenos
de América Central; ergolinas en los Claviceps y otros Actinomicetos). Las Pteridéfitas
(helechos) raramente poseen alcaloides, su principal excepcién la constituyen las
Lycopodiaceae que poseen alcaloides derivados de la lisina. Idéntica observacién puede
aplicarse a las Gimnospermas que presentan alcaloides en el género Cephalotaxus. Los
alcaloides son, por tanto, compuestos que se encuentran esencialmente en las Angiospermas y
algunos autores estiman que entre un 10 y 15% de ellas sintetizan este tipo de moléculas.
Algunas familias de esta clase poseen una marcada tendencia a biosintetizar alcaloides: esto
ocurre tanto en las Monocotiledéneas (Amaryllidaceae y Liliaceae) como en las Dicotiledéneas
(Annonaceae, Apocynaceae, Fumariaceae, Lauraceae, Loganiaceae, Magnoliaceae,
Menispermaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae, Rubiaceae, Rutaceae y Solanaceae) (Hoshino,
1998; Lewis, 2001; Scott y Goa, 2000). En estas familias algunos géneros contienen alcaloides
mientras que otros se encuentran desprovistos de ellos; en pocos casos existen alcaloides en
todos los géneros (Papaveraceae). Algunos alcaloides existen en varios géneros pertenecientes a
diferentes familias a veces muy alejadas taxondmicamente (cafeina), mds cominmente en
familias préximas (reticulina y yohimbina). Otros alcaloides son caracteristicos de un nimero
limitado de géneros pertenecientes a una sola familia (hiosciamina) o de un grupo de especies
de un mismo género (tebaina); otros alcaloides son altamente especificos (morfina
exclusivamente presente en el opio) (Browntein, 1993; Chiara y North, 1992).

El contenido de alcaloides en una planta, varia entre limites muy amplios: desde algunas
ppm, como en el caso de los alcaloides de vinca cuyo contenido alcanza tan sélo tres g de
vinblastina por tn/MF, hasta mas de 15% de la MF en el caso de cortezas del tronco de quina
(Cinchona ledgeriana) (Hunter, 1988). Las plantas con alcaloides casi nunca contienen un tnico

alcaloide. Si bien a veces existe un compuesto muy mayoritario por ejemplo la hiosciamina en



las hojas de belladona, generalmente las plantas producen una mezcla compleja de alcaloides,
dominada por un compuesto mayoritario. No es extrafio que en una misma droga vegetal se
encuentren presentes varias decenas de alcaloides. Por regla general, todos los alcaloides de una
misma planta poseen el mismo origen biogenético, incluso cuando sus estructuras puedan
parecer bastante diferentes. Ademds, en una determinada planta, el contenido de alcaloides
puede ser muy desigual segtin los érganos y hasta algunos pueden carecer de ellos. Tal es el
caso de la quinina, que se acumula en las cortezas del tronco de las especies de Cinchona, pero
que no se encuentra en las hojas de las mismas; al igual que la conesina, que se acumula
solamente en las semillas y las cortezas de kurchi (Holarrhena pubescens) mientras que no
aparece en sus hojas (Verpoorte et al., 1988).

En el reino vegetal, los alcaloides se encuentran en forma soluble como sales o en
combinacién con taninos. La histoquimica permite comprobar que los alcaloides se localizan
generalmente en tejidos periféricos: capas externas de las cortezas de tallo y raiz, tegumento de
las semillas, etc. Normalmente la sintesis de estos alcaloides se realiza a nivel de determinadas
partes de la planta (raiz en crecimiento, células especializadas de los laticiferos, cloroplastos) y
posteriormente son transportados a su lugar de almacenamiento.

Como ocurre con otros metabolitos secundarios, se sabe muy poco sobre el rol de los
alcaloides en los vegetales, pero se cree que algunos podrian intervenir en las relaciones plantas-
depredadores a modo de proteccién. Si se admite que la diversidad estructural es el reflejo de
una adaptacién constante, esta dltima seria una hipétesis probable. Los alcaloides poseen masas
moleculares que varfan entre 100 y 900 g mol”'. Aunque la mayoria de los no oxigenados
(nicotina, esparteina, coniina) son liquidos a temperatura ambiente, los que contienen oxigeno
en su formula (como ocurre en casi todas las estructuras conocidas) son normalmente solidos
cristalizables y raramente coloreados. Casi siempre son capaces de desviar el plano de la luz
polarizada, es decir que presentan actividad 6ptica. Una vez cristalizados, dan puntos de fusién
netos, sin descomposicién por debajo de los 200 °C. Por regla general, los alcaloides en su

estado natural son insolubles o muy poco solubles en agua, solubles en disolventes orgdnicos
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apolares o poco polares y solubles en alcoholes de elevada graduacién. La basicidad de los
alcaloides es muy variable y esta propiedad se encuentra estrechamente ligada a la
disponibilidad de los electrones libres disponibles del dtomo de nitrégeno. Los agrupamientos
electro-atrayentes adyacentes al d4tomo de nitrégeno disminuyen la basicidad mientras que los
grupos electro-donadores, la exaltan. La basicidad también se encuentra influida por los
impedimentos estéricos (al menos en moléculas policiclicas complejas) y es un factor de
inestabilidad en estas, que al estado de base y en disolucién, son sensibles al calor, la luz y el
oxigeno. La basicidad de los alcaloides les permite formar sales con 4cidos minerales
(clorhidratos, sulfatos, nitratos) u orgdnicos (tartratos, maleatos). Las sales de alcaloides son
generalmente solubles en agua y en alcoholes diluidos mientras que, salvo raras excepciones,
son insolubles en disolventes orgdnicos. Las sales cristalizadas se conservan bastante bien y
constituyen habitualmente la forma comercial de estas moléculas (Manske, 1950; Bruneton,
1993). En el caso de los alcaloides verdaderos, el precursor es un aminoiacido como ornitina,
lisina, fenilalanina, tirosina, triptéfano, histidina o dcido antranilico. La formacién de un
alcaloide puede necesitar la intervencion de una tnica o de varias moléculas de aminoacido. Los
acoplamientos oxidativos, la oxidacién de los niicleos aromdticos, las esterificaciones, etc.,
justifican la existencia de numerosas variaciones estructurales. Finalmente, los alcaloides son
sustancias que poseen especial interés por sus actividades farmacoldgicas a nivel del sistema
nervioso central y del sistema nervioso auténomo. Funcionan también como anestésicos locales
(cocaina), antifebriles (quinidina), antitumorales (vinblastina, elipticina), antipalidicos (quinina)
y amebicidas (emetina) (Johnson y Emcho, 1994; Pelletier, 1983).

Estas diferentes actividades farmacoldgicas, conducen a una importante utilizaciéon de
las drogas con alcaloides. Una parte de los alcaloides extraidos puede ser transformada: la
mayoria de la codeina se obtiene por metilacién de la morfina; la quinina se puede convertir en
quinidina; la serpentina en ajmilicina y la tabersonina en vincamina. En algunos casos, la
industria prefiere producir directamente estos productos por sintesis quimica como es el caso de

teofilina y papaverina, que se obtienen facilmente de este modo. La preocupacion por mejorar la
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eficacia terapéutica, conduce a veces a transformaciones mds profundas, incluso a sintesis
totales de moléculas andlogas, utilizando o no materias primas de origen natural, vegetal o
productos de fermentacion (sobre todo los derivados de los alcaloides del cornezuelo de centeno
y de los alcaloides binarios de los Catharanthus) (Bruneton, 1993; Lounasmaa y Tolvanen,
1992). Las hojas de Jaborandi son la tnica fuente conocida de pilocarpina, un alcaloide de
imidazol probablemente derivado de la histidina (Maat y Beyerman, 1983). La aplicacién
farmacéutica mas importante de pilocarpina es para reducir la presiéon intraocular en el
tratamiento del glaucoma (Migdal, 2000; Webster et al., 1993). También es un estimulante de la
salivaciéon y la transpiracion y recientemente se ha prescrito para el tratamiento de la
xerostomia, que es la reduccion de la produccién de saliva, muy comin en pacientes sometidos

a radioterapia (Davies et al., 2001; Wynn, 1996).

1.1.2 Alcaloides derivados del triptofano

El grupo de los alcaloides derivados del metabolismo del triptéfano es muy numeroso.
El interés terapéutico de estas estructuras se ha confirmado por la comprobacién de propiedades
antitumorales en los alcaloides binarios de Vinca de Madagascar, Catharanthus roseus. Ademas
del interés farmacolégico y terapéutico de este grupo de alcaloides se afiade el interés quimico
evidente: la variedad estructural que ofrece, los interrogantes biosintéticos que provoca y los
retos sintéticos que suscita, son temas de lo mas estimulantes (lhara y Fukumoto, 1996;
Verpoorte et al., 1997).

El triptéfano es el precursor de estos alcaloides, pero no es el dnico: acetato,
mevalonato, secologanésido y otras moléculas pueden combinarse con la triptamina, producto
de la descarboxilacién del triptéfano, de lo que resulta la variedad estructural mencionada

anteriormente, dando lugar a los alcaloides inddlicos terpénicos (Figura 6) (Bruneton, 1993).
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Figura 6: Esquema de biosintesis de los alcaloides ind6licos terpénicos por condensacién de
una molécula de triptamina (proveniente de la descarboxilacién del triptéfano) y una molécula

de secologandsido (proveniente de la via del mevalonato).

1.1.3 Alcaloides indélicos terpénicos

Pertenecen a uno de los grupos de alcaloides derivados del triptéfano y la distribucién
de ellos estd limitada a tres familias vegetales del orden de las Gentianales: Apocynaceae,
Loganiaceae y Rubiaceae, siendo la familia Apocynaceae la mds importante en cuanto al
nimero de alcaloides aislados, al nimero de los que se encuentran comercializados en la
actualidad y a sus potencialidades farmacoldgicas, utilizadas o no (Hibino y Choshi, 2001;
Kutchan, 1993; Leonard, 1999; Stockigt y Ruppert, 1999; Toyota y lhara, 1998).

La caracteristica mds notable de los alcaloides de este grupo es sin duda su origen
biosintético comun: todos los compuestos conocidos provienen de un precursor Unico, la
estrictosidina (Figura 7). Esta molécula heterosidica (glucosidica) procede de la condensacion
de una molécula de triptamina y de un aldehido monoterpénico, el secologandsido, que proviene

de la via del 4cido mevalénico (Figura 6) (Bruneton, 1993; Verpoorte et al., 1998).
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Derivado de triptamina Porcién glucosidica

CO,Me

Derivado de secologanésido

Figura 7: Estructura de origen biosintético comtn a todos los alcaloides indélicos terpénicos: la
estrictosidina (molécula glucosidica proveniente de la condensaciéon de triptamina Yy

secologandésido).

Los alcaloides ind6licos terpénicos de interés farmacolégico presentes en Catharanthus
(vincristina y vinblastina) son de tipo binarios, compuestos por los monémeros catarantina y

vindolina (Figura 8) (Kutney, 1990; Saxton, 1994).

M
y
\ J/
N COpMe Che
H
. ' ' . CH
catarantina vindolina M0 N H GO
R
R=Ms, vintlastine
R=CHO, vircristine

Figura 8: Estructura de los dimeros vincristina y vinblastina, provenientes de la condensacién

de los mondmeros catarantina y vindolina. Fuente: libro Dewick 2009.
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1.1.4 Los fitoquimicos como productos beneficiosos para la salud

Mediante el término “fitoquimicos” se definen basicamente a compuestos terpenoides,
fendlicos y polifendlicos, alcaloides y compuestos azufrados, los cuales pueden ejercer efectos
beneficiosos para la salud humana (Crozier et al., 2006), como asi también para su uso en la
agricultura (Ribera y Zuniga, 2012). Desde el punto de vista del consumo humano, la mayoria
de éstos compuestos no ejercen un rol nutricional, puesto que no se trata de sustancias
indispensables para el organismo (Davies y Espley, 2013). Sin embargo, suponen una proteccién
adicional contra la accién nociva de sustancias provenientes de la dieta y del entorno ambiental
y que afectan a la salud de la poblacién (Chandra, 2013).

A este efecto de retardar y/o suprimir procesos dafiinos como la carcinogénesis, se 1o
denomina en conjunto quimio-prevencion, a través de los alimentos que contienen carotenoides,
polifenoles, vitaminas, antioxidantes y otros fitoquimicos de efectos comprobados (Murakami et
al., 1998). Este amplio espectro de accidn de los fitoquimicos presentes en las plantas, origina el
concepto de alimentos “funcionales” y “nutracéuticos” (Silveira Rodriguez et al., 2003). En el
primer caso, el efecto beneficioso para la salud humana se ejerce a través de su consumo; en el
segundo caso y dado su frontera etimolégica con el concepto de medicamento, su valor estd
dado por la posibilidad de aislar algunas de sus moléculas para la elaboracién de fairmacos. Asi,
un producto nutracéutico, es aquel que fue aislado o purificado de fuentes vegetales para su uso
como aditivos alimentarios o directamente para la fabricacion de farmacos con el fin de proteger
o inhibir el desarrollo de ciertas enfermedades (Jacobo-Velazquez et al., 2009).

El interés por especies vegetales que produzcan nutracéuticos aument$ en los dltimos
afios principalmente debido al estudio y aislamiento de moléculas utiles para la elaboracion de
medicamentos. En este sentido, una especie que en Argentina se conoce mas ampliamente por
su uso como planta ornamental, es Vinca (Catharanthus roseus (L.) G. Don., syn. Vinca rosea)
(Acosta y Rodriguez, 2002). Reconocida por sus mas de 150 alcaloides ind6licos terpénicos que
ofrecen actividad antitumoral, siendo los mds usados vincristina y vinblastina (Kutney, 1993;

Noble, 1990; Vazquez-Flota y De Luca, 1998). La importancia de estos fitoquimicos estd dada
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en que son insumos farmacéuticos esenciales para la elaboracién de farmacos oncolégicos,
siendo los diferentes tipos de cancer, una de las diez principales causas de muerte en el mundo
segin la Organizacién Mundial de la Salud. Por lo tanto, la importancia de estudiar a esta
especie se acrecienta considerando que C. roseus es en la actualidad una de las dnicas fuentes de
estos alcaloides (Costa et al., 2008) que han alcanzado un papel de gran relevancia en los
tratamientos quimioterapetticos, presentando un amplio espectro de accidn, en diferentes tipos

de cénceres (Dong et al., 1995; Koul et al. 2013).

1.1.5 Mecanismo de Accion de los Alcaloides de Vinca

Las secuencias basicas que conducen a la divisién celular estdn bien establecidas, pero
muchos aspectos especificos de la mitosis y de la replicacion del ADN son poco comprendidos
por los bidlogos moleculares. Se sabe que la implicancia de una fibra dindmica de tipo tubular
constituida por proteinas (a y £ tubulina), conocida como microtiibulo, es esencial para que los
procesos de division celular se produzcan. Entre las funciones conocidas de los microtibulos
esta la de soporte celular, actuando como una forma de andamio interno, otorgidndole a la célula
forma y estructura organizada. Sin embargo, posiblemente el papel mds importante de los
microtibulos es la formacidon del huso mitético que estd intimamente involucrado en la
replicacion celular. Durante este proceso, la célula debe duplicar completamente sus
componentes internos incluyendo el conjunto de su ADN, de modo que pueda formar dos
células hijas idénticas. Una vez que se ha completado la duplicacién de los componentes
internos, la célula debe ordenar su ADN en dos conjuntos idénticos de cromosomas y separarlos
en los extremos opuestos y de esta manera estara lista para formar los nicleos de las células
hijas. Esta ordenacion y reubicacién del material genético se conoce como mitosis, que es un
proceso constituido por cinco fases: profase, prometafase, metafase, anafase y telofase. En todas
estas fases los microtibulos ejercen un rol fundamental y, por lo tanto, si se evitara su
formacion en una célula tumoral, los cromosomas no podrian separarse, la célula no se

reproduciria y por lo tanto el tumor no se propagaria. En este sentido, los agentes que interfieren
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con la dindmica de la polimerizacién de la tubulina, pueden actuar como inhibidores de la
division celular. De hecho, se ha demostrado que los alcaloides de Vinca usados clinicamente,

actian como agentes anticancerigenos a través de este mecanismo (Figura 9) (Jordan et al.,

@

1998).

— —d — Dos células
diploides
~
Duplicacion
del ADN Mitosis
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Dimero
de tubulina
X l polimerizacion

Microtubglo

o
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[3-monémero de - C-monémero de
tubulina tubulina

Figura 9: Mecanismo de accién de los alcaloides de Vinca como anticancerigenos. A) Etapas
del proceso de mitosis que produce la proliferacion celular. B) Inhibicién de la polimerizacién
del dimero de tubulina que forma los microtibulos esenciales en el huso mitético. Modificado

de Dewick, 2009.

1.1.6 Antecedentes del uso medicinal de Vinca

C. roseus pertenece a la familia Apocynaceae. Es un subarbusto con tallos lefiosos en su
base, hojas opuestas con limbo oval y entero, generalmente con el apice redondeado. Las flores
son muy decorativas y de colores rosa, pirpura o blanco. Es originaria de Madagascar, pero se
cultiva actualmente en muchas partes del mundo incluyendo Estados Unidos, Europa, India,

Australia y América del Sur. Se utiliza en numerosas regiones como planta con fines
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ornamentales, asi como también para abastecer a la industria farmacéutica (Figura 10).

Figura 10: Flores de Vinca en colores rosa, ptrpura y blanco.

La planta fue investigada originalmente por la potencial actividad hipoglucémica y se la
usaba en forma de infusién para pacientes diabéticos. Aunque los extractos de plantas no
tuvieron efectos comprobables sobre los niveles de aziicar en sangre en conejos, los animales en
ensayo sucumbieron a una infeccién bacteriana debido a leucopenia (disminucién de los
glébulos blancos), entonces se sugirié un potencial citotoxico de la planta que posteriormente
fue demostrado este efecto en su extracto alcaloidal (Dewick, 2009).

Por todo lo mencionado anteriormente, Vinca es una planta de gran interés farmacéutico
ya que se considera que es una fdbrica de productos quimicos, particularmente de alcaloides
inddlicos terpénicos que presentan importantes actividades farmacoldgicas. En cuanto a los
compuestos anticancerigenos vinblastina y vincristina, que derivan de la unién de los
mondémeros catarantina y vindolina (Figura 8), se sabe que es extremadamente pequefio el
porcentaje de ellos en las plantas de Vinca y la obtencién de los mismos es un proceso muy
costoso. Los bajos niveles se asocian a la separacion espacial de los sitios biosintéticos en dénde
se producen estos compuestos, asi como también debido al alto grado de especializacién de
algunas células foliares en dénde se produce la unién de los monémeros (Almagro et al., 2015).

La catarantina se acumula casi exclusivamente en la cera de los exudados de la
superficie foliar, mientras que la vindolina se produce en células foliares especializadas internas,
lo que sugiere la necesidad de los procesos de transporte para que el ensamble de ambas
moléculas se logre. Los bajos niveles de alcaloides inddlicos terpénicos con actividad

anticancerigena encontrados en las plantas, han estimulado el esfuerzo de investigacién con el
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objetivo de obtener cultivos de C. roseus en invernaderos con una mayor produccién de estos
(Roepke et al., 2010).

Las partes aéreas de esta planta contienen entre 0,2 y 1% de alcaloides de interés. Estos
forman una mezcla compleja, todos ellos poseen estructura inddlica o dihidroinddlica y los
compuestos farmacolégicamente activos son alcaloides formados por el acoplamiento de dos
alcaloides mondmeros. Esta estructura especial ha llevado a denominar a estos alcaloides
dimeros o alcaloides bisinddlicos pero quimicamente no se trata de dimeros, por lo que es

preferible hablar de alcaloides binarios (Brossi y Suffness, 1990; Kutney, 1990).

1.1.7 Productos comerciales naturales o semisintéticos obtenidos de Vinca

Los alcaloides binarios de Vinca se comercializan en forma de liofilizado o en
disoluciones salinas destinadas solamente a la via intravenosa en los siguientes casos:

Sulfato de vincristina: estd indicado en monoterapia de leucemias agudas. En

quimioterapia de asociacidn, estd especialmente indicado en el tratamiento de la enfermedad de
Hodgkin (cdncer de una parte del sistema inmunitario llamado sistema linfatico). La enfermedad
puede diseminarse a los ganglios cercanos, también puede diseminarse a los pulmones, el
higado o la médula 6sea), en linfomas no Hodgkinianos (cancer del tejido linfético: éste tejido
se encuentra en los ganglios linfaticos, el bazo y otros 6rganos del sistema inmunitario), en
cinceres de mama y de cuello de dtero, en cinceres de pulmén de células pequeias, en
rabdomiosarcomas (tumores cancerosos malignos en los musculos que van adheridos a los
huesos que afecta principalmente a nifios) y en diversos sarcomas (Nirmala et al., 2011).

Otra caracteristica del sulfato de vincristina que se ha descripto, es en el tratamiento de
varios trastornos hematoldgicos no malignos tales como la trombocitopenia refractaria
autoinmune (trastorno autoinmune adquirido caracterizado por una disminucién transitoria o
persistente del recuento de plaquetas con riesgo incrementado de sangramiento,
fundamentalmente en los adultos y nifios), en el sindrome urémico hemolitico (infeccién en el

aparato digestivo que produce sustancias toxicas, €stas destruyen los glébulos rojos causando
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lesién en los rifiones) y en la pdrpura trombocitopénica trombética (trastorno de la sangre que
provoca la formacién de codgulos de sangre en pequeiios vasos sanguineos alrededor del cuerpo

y lleva a un bajo conteo plaquetario) (Moudi et al., 2013).

Sulfato de vinblastina: estd indicado en el tratamiento de la enfermedad de Hodgkin y
de linfomas no Hodgkinianos, en cénceres de testiculo de avanzado estadio, en epitelioma de
mama y de ovario, en el sarcoma de Kaposi (tumor canceroso del tejido conectivo y a menudo
esté relacionado con el SIDA), en coriocarcinomas (cancer de crecimiento rdpido que ocurre en
el dtero de la mujer) y en algunos casos de histocitosis (grupo de trastornos o "sindromes" que
involucran un incremento anormal en el nimero de glébulos blancos especializados). Posee
actividad antitumoral, ademds de linfosarcoma (tumores malignos de los ganglios y tejido
linfoide de diversos 6rganos), coriocarcinoma, neuroblastoma, carcinoma de mama, pulmones y
otros 6rganos en la leucemia aguda y crénica (Nirmala et al., 2011; Junaid et al., 2010).

Vindesina (derivado semisintético de vinblastina) que inhibe la funcién de la tubulina
durante la metafase del ciclo de divisién celular y comercializada como sulfato. Se encuentra
indicada en el tratamiento de leucemias agudas linfobldsicas y en linfoma maligno. También se
encuentra indicada en el tratamiento de algunos tumores sélidos de mama, esdéfago, vias
aerodigestivas superiores, cancer pulmonar, enfermedad de Hodgkin, eritremia aguda
(enfermedad que se produce cuando el exceso de glébulos rojos es resultado de una anomalia en
la médula 6sea) y panmielosis aguda (cicatrizacién o fibrosis progresiva de la médula ésea que
deteriora su capacidad para producir células sanguineas, causando sintomas tales como anemia
y agrandamiento del higado y del bazo) (Zhu et al., 2014).

Vinorelbina (derivado semisintético de vinblastina) y comercializado como ditartrato
para disolucién inyectable que actia preferentemente sobre los microtibulos mitéticos y poco
sobre los microtibulos axonales lo que la hace menos téxica que las anteriores. Sus indicaciones
actuales son el cancer de mama metastasico o cancer de préstata y el de bronquios que no sea de
células pequefas. Ademads, la vinorelbina fue aprobada por la Administraciéon de Drogas y

Alimentos para tratar a pacientes con cancer de pulmén avanzado en los Estados Unidos
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(Gregory y Smith, 2000). La toxicidad neuroldgica es limitada, pero causa estreflimiento y
pérdida de reflejos osteotendinosos (reflejos obtenidos en la exploracién neuroldgica clinica por
percusion con un martillo de reflejos del tendén de un misculo para provocar su contraccidén
refleja). La frecuencia de efectos indeseables es menor que con otros productos como la
vindesina, pero la toxicidad hematoldgica (disminucién de los leucocitos granulosos en la
sangre) es importante, lo que limita su posologia. Es mds eficaz que la vindesina para el
tratamiento de cdncer de bronquios que no sea de pequeiias células y que sea inoperable, mejora
ademds significativamente la supervivencia media de los enfermos. El establecimiento de la
posologia y la administracién de estos alcaloides tanto como el comportamiento y vigilancia del
tratamiento, asi como la prevencidon de efectos secundarios, imponen la competencia de
servicios especializados. En la mayoria de los casos, la vincristina y la vinblastina se encuentran
incluidas en protocolos complejos de poliquimioterapia.

Como la mayoria de las moléculas que ejercen actividad antitumoral, los alcaloides
binarios de Catharanthus poseen una elevada toxicidad: la vinblastina es fuertemente
leucopeniante (disminucién del nimero de leucocitos en la sangre), lo que también limita su
posologia. Induce trastornos gastrointestinles (nduseas, vomitos, estrefiimiento de tipo oclusivo,
etc.). También pueden observarse trastornos neuroldgicos, cefaleas, neuritis (inflamacién de un
nervio y de sus ramificaciones que suele ir acompafiada de atrofia muscular y de dolor a lo largo
del recorrido del nervio), pérdida de reflejos osteotendinosos, depresidn, trastornos
respiratorios, asi como alopecia (ausencia o caida del cabello en las zonas que normalmente lo
poseen). La vincristina ejerce sobre todo efectos neurotoxicos centrales (posibles crisis
convulsivas) y periféricos como dolores neuriticos, mialgias (sensacion de dolor aguda,
convulsiva y tirante en un musculo) y efectos digestivos (estrefiimiento). Pueden observarse
otros efectos indeseables: alopecia, disnea (dificultad en la respiracion), broncoespasmo
(contraccién anormal del misculo liso de los bronquios que puede provocar un estrechamiento u
obstruccion aguda de las vias respiratorias), cefaleas, ceguera transitoria, ulceracién bucal,

amenorrea (ausencia de la menstruacion), azoospermia (alteracion del semen que afecta a su
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calidad e impide el embarazo), etc. Estos alcaloides estdn contraindicados en el embarazo y

lactancia. Ambas moléculas son muy irritantes (Bruneton, 1993; Wall y Wani, 1993).

1.1.8 Antecedentes del cultivo de plantas medicinales sometidas a distintos tipos de

estrés y su repercusion en la biosintesis de metabolitos secundarios activos

Se sabe desde hace tiempo que la biosintesis de moléculas orgédnicas derivadas del
metabolismo secundario se incrementa cuando las plantas se encuentran sometidas a algtn tipo
de estrés (Bartwal et al., 2013). Varios estudios han demostrado que los metabolitos secundarios
de las plantas aumentan seguin diferentes condiciones estresantes y tal es el caso de los
alcaloides. Por ejemplo, el contenido de alcaloides del tropano en Datura inoxia y alcaloides de
pirrolizidina en Senecio longilobus y Phalaris tuberosa ha sido aumentado como resultado del
estrés hidrico (Brachet y Cosson, 1986; Briske y Camp, 1982; Kennedy y Bush, 1983). En el
caso de C. roseus que produce los alcaloides vinblastina y vincristina, existe mundialmente un
gran interés en mejorar su rendimiento.

Algunas plantas medicinales (entre ellas Vinca) necesitan ser cultivadas comercialmente
ya sea porque son requeridas por la industria farmacéutica o por distintos sistemas médicos no
tradicionales, pero la salinidad del suelo y otras formas de estrés abidtico plantean amenazas a la
produccién vegetal. Por ello, se considera valioso evaluar las plantas medicinales por su
capacidad de tolerancia al estrés abidtico, siendo la sequia el principal factor limitante que
afecta seriamente el crecimiento y el rendimiento de las plantas. Existen algunos articulos en la
literatura que han informado sobre problemas de estrés hidrico y lesiones de estrés por sequia en
C. roseus. Se ha encontrado que el estrés de humedad y la fertilizacién nitrogenada estd
influenciado por factores tales como la etapa de crecimiento de las plantas (Kennedy y Bush,
1983).

En otro trabajo se extrajo el alcaloide ajmalicina de raices de C. roseus y se cuantifico
tanto en plantas controles como en plantas sometidas a sequia, obteniéndose un mayor

contenido de este alcaloide en las plantas bajo sequia en comparacién con las plantas controles.
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Se determiné que las 4reas con déficit hidrico pueden ser utilizadas para el cultivo de plantas
medicinales como es el caso de C. roseus y la produccién de alcaloides econémicamente
importantes puede ser mejorada (Jaleel et al., 2008).

Por lo explicado anteriormente y segin el estado de arte del conocimiento de estos
temas, se puede inferir que la concentracion de los metabolitos secundarios alcaloidales de C.
roseus se podria ver afectada teniendo en cuenta el estrés hidrico y el agregado de hormonas del
tipo de los Jasmonatos. De todas maneras, el momento de la aplicacién de estos tratamientos,
las etapas del desarrollo de las plantas en el momento de la cosecha, como también los
diferentes organos estudiados, son variables a tener en cuenta a la hora de recopilar los

resultados.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS DE TRABAJO

2.1 Hipdtesis de trabajo:

C. roseus es una planta de gran interés farmacéutico dado que produce compuestos
anticancerigenos. Por esto, la biomasa de C. roseus para la obtencién de los alcaloides
monémeros vindolina y catarantina son demandados por una importante industria farmacéutica
de la ciudad de Parand, ya que la provisiéon de plantas actualmente limita seriamente su
producciéon de farmacos oncoldgicos. Sin embargo, la concentracién de estos compuestos es
muy baja y su distribucién en la planta es altamente especifica; ambos alcaloides monoméricos
se encuentran en células especializadas de las hojas.

Dado que las condiciones del ambiente tienen efecto sobre el metabolismo secundario,
el incremento de la produccién de estos mondémeros es posible lograr por exposicién controlada

de las plantas a situaciones de estrés abidtico (hidrico) o mediante tratamientos hormonales.

2.2 Objetivo general:

Incrementar la oferta de fitoquimicos de importancia econdmica para la elaboracién de
farmacos oncolégicos producidos por C. roseus mediante la generacién de estrés hidrico y

aplicaciones hormonales durante su cultivo.

2.3 Objetivos especificos:

- Determinar el efecto del estrés hidrico sobre la produccién de biomasa, la particién de
asimilados y la concentracion de los alcaloides vindolina y catarantina en plantas de C. roseus.

- Medir el efecto de la aplicacion de reguladores hormonales sintéticos involucrados en
las respuestas al estrés ambiental en C. roseus, sobre el cambio en la concentracién de los

alcaloides vindolina y catarantina.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Estrés Hidrico

3.1.1 Caracteristicas del sustrato, siembra y trasplante

Se trabajé con dos variedades de Vinca: P y H. Las semillas fueron provistas por la
empresa ERIOIMAGEN S.A. (Parand, Entre Rios), que adquiri6 las plantas madres del Vivero
Miyama (Buenos Aires). En cuanto a las caracteristicas de las semillas, el PG en la variedad P
fue de 83% mientras que en la variedad H fue de 80%.

Las semillas de Vinca se colocaron en bandejas en una cdmara de crecimiento
acondicionada entre 19 y 27 °C hasta el momento de emision de raicillas. Luego se realiz6 la
siembra de las semillas recientemente germinadas en bandejas de 40 cm® de capacidad de
alvéolos individuales, rellenas con sustrato Dynamics 3 (Sustrato Dynamics tipo 3; pH: 6,0-6,5;
estructura: media; fertilizacion: 1,5 g/L; microelementos: si; MO: 94 a 99% del peso; capacidad
de absorcién de agua: 800-1000 g/100 g turba). Cuando las plantas desarrollaron entre tres y
cuatro hojas, se trasplantaron a macetas de 10000 cm’, previamente rellenas con resaca de rio,
tierra fértil y perlita (25%: 25%: 50%) y mantenidas en invernaderos climatizados a una

temperatura superior a los 20 °C (Figura 11).

Figura 11: Siembra y trasplante: A) semillas dispuestas en bandejas, B) plantulas con tres 6

cuatro hojas desarrolladas, C) trasplante a macetas.
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El trabajo se realiz6 en invernaderos situados en el Centro Experimental de Cultivos
Intensivos y Forestales (CECIF) de 1a UNL, en la Facultad de Ciencias Agrarias (ruta 6, km 7,5)
(31°26° S; 60° 56° W) a 8 m.s.n.m. El sustrato utilizado consisti6 en la mezcla de resaca de rio,
tierra fértil y perlita (25%: 25%: 50%) (Tabla 1).

Tabla 1: Caracteristicas del sustrato utilizado en el ensayo. Datos correspondientes a los

resultados del analisis de suelos.

Caracteristicas Sustrato
Nitrogeno Total (Kjeldahl) (g/100g) 1,518
(mg/L) 15180
Fosforo Extraible (ppm) (Bray y Kurtz N° 1) 54,3
pH actual (Relacién suelo:agua: 1:2,5) 7,5
Conductividad eléctrica extracto de saturacion (dS/m) 0,5
Ca” intercambiable (cmol/kg) (Extracciéon con NH4Ac, 136
titulacién con EDTA)
Mg2+ intercambiable (cmol/kg) (Extraccién con NH4Ac, 21,8
titulaciéon con EDTA)
Na' intercambiable (cmol/kg) (Extraccion con NH4Ac, 27,1
Fotometria de llama)
K" intercambiable (cmol/kg) (Extraccién con NH4Ac, 101
Fotometria de llama)

El muestreo se realiz6 directamente de la materia prima. Las caracteristicas del sustrato
fueron obtenidas utilizando el método inglés, mediante el cual se extrae el sustrato con agua en

una relacion de voliimenes de 1:6 (Figura 12) (Miner Ansorena, 1994).
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Figura 12: Método de determinacién inglés para el analisis de suelos.

3.1.2 Condiciones del cultivo y medicion de las variables morfologicas (AF, APy NH)

Se realizé un disefio factorial 2*3*2 en bloques al azar. El primer factor corresponde a
la variedad (niveles: P y H), el segundo factor corresponde al estrés hidrico (niveles: C, EB y
EA) y el tercer factor, a la orientacién (niveles: N y S). Cada nivel de los factores variedad,
estrés hidrico y orientacién, estuvo conformado por tres bloques constituidos por tres unidades
experimentales cada uno (Esquema 1).

Los tres niveles del factor estrés hidrico, consistieron en utilizar diferentes Kc a saber: C
(Kc: 1); EB (Kc: 0,5) y EA (Kc: 0,2). En funcién de la evaporacion (cuantificada mediante el
célculo del valor medio registrado en tres probetas distribuidas en el invernadero) se realiz6 el
riego correspondiente, afectando el valor evaporado con el Kc de acuerdo a cada tratamiento
(Anexo I).

Durante todo el ciclo de cultivo se registré la T y HR utilizando un datalogger (Figura
17 del apartado Resultados).

Se estimé el AF de un ejemplar de cada variedad, utilizando el programa Image J

(Figura 13).
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Figura 13: Estimacion del area foliar para un ejemplar de cada variedad: A) hojas de Vinca

variedad Holanda; B) hojas de Vinca variedad Parand; C) software Image J.

Una vez determinada el AF de ambos ejemplares, se estimé mediante una ecuacién de

regresion, los valores de AF para todas las unidades experimentales del ensayo. Dicha

estimacién se realizo segin las ecuaciones que se muestran en la Figura 14. Estas mediciones se

efectuaron en tres momentos diferentes del ciclo de cultivo (17/05/2015; 12/08/2015 y

04/09/2015).
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Figura 14: Estimacion del area foliar de todas las unidades experimentales del ensayo: A)

Variedad Paranad B) Variedad Holanda.

Ademas, en las mismas fechas en las que se registré el AF, también se midi6 la AP

utilizando una cinta métrica y se contabiliz6 el NH para todas las unidades experimentales.

29



3.1.3- Cosecha y procesamiento del material vegetal

Cuando las plantas se encontraban en 50% de floracién se realizé la cosecha de todos
los ejemplares del ensayo. Se cosecharon las plantas completas, tanto partes aéreas como
radiculares en conjunto y luego se las sec6 en una sala cerrada preparada para este fin, con T y
HR controlada ubicada en el Departamento de Produccién Vegetal de la Facultad de Ciencias
Agrarias.

Se tomd6 un ejemplar de cada uno de los niveles de cada factor que fueron destinados a
herborizacién. Para esto, las plantas recién cosechadas se rociaron con alcohol (70%) y se
colocaron en prensas con papel de diario utilizdndolos como separadores. De esta manera
permanecieron en las prensas durante 30 dias y, una vez transcurrido este periodo, se colocaron
en freezer. Luego se depositaron en los casilleros correspondientes del Herbario “Arturo E.
Ragonese” de la Facultad de Ciencias Agrarias (Universidad Nacional del Litoral).

Una vez logrado el punto de secado, se procedid a la separacion de partes aéreas y
radiculares. Luego se realizd la molienda de las partes aéreas de las plantas sometidas a cada
tratamiento, para la posterior obtencién de los EET. De acuerdo con el esquema 1, se obtuvo
MS correspondiente a los tres bloques de cada nivel de los factores. Cabe aclarar que el estudio
de la variable orientacion N/S se realizé con el objetivo de contemplar el efecto de la radiacion

solar que pudiera incidir segtin la ubicacion de las plantas dentro del invernadero.
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A B
Variedad Holanda Variedad Parana
Tratamientos (orientacion Norte) Tratamientos (orientacion Norte)
Control Estrés bajo Estrés alto Control Estrés bajo Estrés alto
HB1T1 Herborizada [HB151 Herborizada |HB121 | Herborizada |PB1T1 Herborizada |[PB151 Herborizada |PB121 Herborizada
HB1T2 HB152 HB122 PB1T2 PB152 PB122
HB1T3 Bloque1  |HB153 Bloque 1 HB123 Bloque 1 PBI1T3 Bloque1 |PB153 Bloque 1 PB123 Bloque 1
HB1T4 HB154 HB124 PB1T4 PB154 PB124
HB2T1 HB251 HB221 PB2T1 PB251 PB221
HB2T2 Bloque2  |HB252 Bloque 2 HB222 Bloque2  [PB2T2 Bloque2  |PB252 Bloque 2 PB222 Bloque 2
HB2T3 HB253 HB223 PB2T3 PB253 PB223
HB3T1 HB351 HB321 PB3T1 PB351 PB321
HB3T2 Bloque3  |HB352 Bloque 3 HB322 Bloque3  [PB3T2 Bloque3  |PB352 Bloque 3 PB322 Bloque 3
HB3T3 HB353 HB323 PB3T3 PB353 PB323
Tratamientos (orientacion Sur) Tratamientos (orientacion Sur)
Control Estrés bajo Estrés alto Control Estrés bajo Estrés alto
HB1T1 Herborizada [HB151 Herborizada  |HB121 | Herborizada |PB1T1 Herborizada [PB151 Herborizada  |PB121 Herborizada
HB1T2 HB152 HB122 PB1T2 PB152 PB122
HB1T3 Bloque1 |HB153 Bloque 1 HB123 Bloque 1 PB1T3 Bloque1l |PB153 Bloque 1 PB123 Bloque 1
HB1T4 HB154 HB124 PB1T4 PB154 PB124
HB2T1 HB251 HB221 PB2T1 PB251 PB221
HB2T2 Bloque2  |HB252 Bloque 2 HB222 Bloque 2 PB2T2 Bloque2  |PB252 Bloque 2 PB222 Bloque 2
HB2T3 HB253 HB223 PB2T3 PB253 PB223
HB3T1 HB351 HB321 PB3T1 PB351 PB321
HB3T2 Bloque3  |HB352 Bloque 3 HB322 Bloque3  |PB3T2 Bloque3  |PB352 Bloque 3 PB322 Bloque 3
HB3T3 HB353 HB323 PB3T3 PB353 PB323

Esquema 1: Diseno experimental del estudio de estrés hidrico en Vinca: A) Variedad Holanda,

B) Variedad Parana.

3.1.4 Extraccion de alcaloides: Metodologia quimica

Para el proceso de extraccion de los alcaloides se sigui6 el protocolo de extraccion

dcido-base Stas-Otto (Figura 15) (Stas-Otto, 2015).
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Protocolo de extraccion —
(Acido-base) Rotavapor

Maceracion Filtracion al vacio
Planta Molida (2x 24 hs)
(30g)

Extractos etandlicos totales
resuspendidos en 200 mL de
agua desmineralizada

i Lavado clorofdrmico
enampolla

Fraceian Acioss Fraccién Cloroférmica 1

&
Residuoacioso alcalino
= Pt Fraccién Clorofél

rmica 2

N

Liofilizador

Rotavapor

Figura 15: Protocolo de extraccién y purificacion de alcaloides por sus propiedades dcido-base

segin método de Stas-Otto.

Se pesaron 30 g de MS de cada uno de los bloques (Esquema 1) y se realizaron los
extractos etandlicos acidificados por maceracién (2 x 24 horas) que luego fueron filtrados al
vacio para separar el residuo vegetal. Las soluciones extractivas se evaporaron a presion
reducida con el fin de obtener los EET, que fueron resuspendidos en 200 mL de agua
desmineralizada. La separacion de los alcaloides se realiz6 utilizando las propiedades dcido/base
de los mismos, que se manifestaron por el agregado de soluciones acuosas dcidas y bdsicas,
haciéndolos selectivamente solubles en solventes polares y apolares respectivamente. Para ello,
cada EET resuspendido fue sometido a extraccion con CHCI3; en ampolla de decantacién (3 x
100 mL), obteniéndose una FC1 que fue concentrada a presién reducida. La fraccién acuosa
dcida residual fue alcalinizada con solucién 5SM de KOH y nuevamente sometida a extraccién
con CHCl; en ampolla de decantacién (3 x 100 mL) para obtener una FC2 que fue concentrada
a presion reducida (Figura 16). Finalmente, la solucién alcalina acuosa residual fue L. La

fraccion rica en alcaloides es la correspondiente a la FC2. Se calcularon los rendimientos de los
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EET como porcentajes referidos a los 30 g de MS de partida y los rendimientos de las FC1, FC2

y L, como porcentajes referidos a la masa de EET obtenida en cada caso.

Figura 16: Extraccién de alcaloides: A) Maceracion de muestras con etanol acidificado y B)

Proceso de extraccion con cloroformo en ampollas de decantacién.

3.1.5 Andlisis fitoquimico de la presencia de los alcaloides catarantina y vindolina en

los extractos de Vinca sometidos a estrés hidrico

Para el andlisis fitoquimico y determinacién de la presencia de los alcaloides
mondmeros catarantina y vindolina en los extractos de Vinca obtenidos segin los distintos
niveles de los factores evaluados, se utilizd la técnica de CCD. Esta técnica permite la
separacién de los componentes quimicos presentes en una mezcla compleja (extracto) y por
comparacion de la distancia de corrida de los compuestos puros (catarantina y vindolina), se
puede estimar cualitativamente la presencia de los mismos en el extracto.

Se utilizaron cromatofolios Merck con soporte de aluminio y fase estacionaria Silica gel
60F 254. Las corridas se realizaron con una fase movil apropiada para alcaloides descripta en la
literatura (Wagner y Bladt, 1996), constituida por butanol: dcido acético: agua en las
proporciones 40: 10: 10. La distancia de corrida efectiva fue de 7,5 cm; la distancia entre
siembras de 0,5 cm y la longitud de siembra fue de 0,8 cm. Se utilizaron tres sistemas de
revelado: 1) Luz UV de 254 nm; 2) luz UV de 365 nm y 3) Reactivo de Dragendorff especifico

para el revelado de alcaloides (Wagner y Bladt, 1996). La concentracién de las soluciones de las
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muestras a evaluar fue de 6 mg mL™" en metanol y la concentracién de las soluciones de los
testigos catarantina y vindolina fue de 1 mg mL™'. El volumen de siembra, tanto de las muestras

como de los testigos, fue de 10 uL y se utilizaron capilares aforados para tal fin.

3.1.6 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd utilizando el software InfoStat® (Di Rienzo et al.,
2008). Los efectos de los factores sobre las variables estudiadas, se evaluaron mediante
ANOVA vy la comparaciéon de medias mediante Test LSD de Fisher, con un nivel de
significancia o = 0,05. Por otro lado, cuando se observé un efecto significativo de la interaccién

entre los factores (Variedad, Estrés hidrico y Orientacién), se realizaron contrastes ortogonales.

3.2 Tratamiento Hormonal

3.2.1 Caracteristicas del sustrato, siembra y trasplante

Idem seccion 3.1.1.

3.2.2 Condiciones del cultivo y medicion de las variables morfologicas (AF, APy NH)

Se realiz6 un disefio factorial 2*4 en bloques al azar. El primer factor corresponde a la
variedad (niveles: P y H) y el segundo factor corresponde al tratamiento hormonal [niveles: C
(sin aplicacién de compuestos sintéticos), A (aplicacién de ABA 1,1 mM Sigma-Aldrich®), MJ
(aplicacién de MeJa 50 mM, Sigma-Aldrich®) y AM (aplicaciéon de una combinacién de ABA
1,1 mM + MeJa 50 mM)]. Cada nivel de ambos factores estuvo conformado por tres bloques
constituidos por tres unidades experimentales cada uno (Esquema 2). En este caso, el factor
orientacion no fue estudiado dado que, como se explica en el apartado resultados, no se
encontraron diferencias significativas de las variables estudiadas que dependieran de la

orientacién de las plantas en el invernadero durante el ensayo de estrés hidrico.

34



La aplicacién de los tratamientos fue realizada en tres fechas diferentes (30/12/2015;
09/01/2016; 19/01/2016). Durante todo el ciclo de cultivo se registr6 la T y HR utilizando un
datalogger (Figura 34 del apartado Resultados).

El AF se estim6 como se menciond en la seccién 3.1.2. Las mediciones se efectuaron en
tres momentos diferentes del ciclo de cultivo y en estas fechas, también se registraron las

variables AP y NH para todas las unidades experimentales.

3.2.3 Cosecha y procesamiento del material vegetal

fdem seccién 3.1.3.

Una vez logrado el punto de secado, se procedié a la separaciéon de partes aéreas y
radiculares. Luego se realizé la molienda de las partes aéreas de las plantas sometidas a cada
tratamiento, para la posterior obtencién de los EET. De acuerdo con el esquema 2, se obtuvo
MS correspondiente a los tres bloques de cada nivel de los factores tratamiento hormonal [C, A

(ABA), MJ (Mela), AM (ABA+ MeJa)] y variedad (H y P).

A B
Variedad Holanda Variedad Parand
Tratamientos orientacion Norte] Tratamientos orientacin Norte]
Control (1) A [ABA) M) (Melg AM (ABAt Mela) Control () A (A84) |MJ (Mela AM ABA+ Mela
HBITL  Herboriada  WBIAL [Merboriada  [WBIMI |Herboriada  HBIAMI  |Herboriada  [PBATL |Herboriada  [PBIAL  [Herborizada |PBlM1 Herborizada ~ [PBIAML ~ [Herborizada
lism [T et g2 e [T
|‘HB1T3 Blogue 1 |HBIA3 Blogue1 |HBlM3 Blogue 1 |HBIAM3 Blogue |PBIT3 Blogue |PB1A3 Blogue Blogue Blogue 1
Iy e e g e et
Lot [T [ o I [T
bom | oomer w2 | Bome2 [ | Bomed v | Bowe2 pam | Bogwel [ | Boge2 Bogel Bouel
lioms I g o3 I e
Lt [ v vt s [T
bom | Sowes [ | Bowed e | B3 e Boe3 [ | Bone3 [ | Boges Honue3 Hogue3
[vears 33 i3 i3 [T s

Esquema 2: Disefio experimental del estudio de los tratamientos hormonales en Vinca: A)

Variedad Holanda, B) Variedad Parana.

3.2.4 Extraccion de alcaloides: Metodologia quimica

fdem seccion 3.1.4.
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3.2.5 Andlisis fitoquimico de la presencia de los alcaloides catarantina y vindolina en

los extractos de Vinca sometidos a tratamiento hormonal

[dem secci6n 3.1.5.

3.2.6 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizo utilizando el software InfoStat® (Di Rienzo et al.,
2008). Los efectos de los factores sobre las variables estudiadas, se evaluaron mediante ANOVA
y la comparaciéon de medias mediante Test LSD de Fisher, con un nivel de significancia o =
0,05. Por otro lado, cuando se observé un efecto significativo de la interaccién entre los factores

(Variedad y Tratamiento hormonal), se realizaron contrastes ortogonales.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Estrés hidrico

4.1.1 Condiciones ambientales

El registro de la T y la HR durante el ciclo de cultivo se presenta en la Figura 17.
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Figura 17: Condiciones de cultivo: Temperatura (T.; °C) y humedad relativa (HR; %) durante

el ciclo de cultivo.

4.1.2 Efecto del estrés hidrico sobre las variables morfologicas de dos variedades de
Vinca y segiin dos orientaciones en el invernadero

El agua es la molécula esencial para la vida y en las plantas representa entre el 80 y el
95% de la masa de los tejidos en crecimiento, desempefiando asi varias funciones unicas.
Teniendo en cuenta la gran importancia del agua en las plantas, se puede considerar que una
cantidad limitada o excesiva de ella, constituye un factor inductor de situaciones adversas o
estresantes (Moreno, 2009).

El estrés por déficit hidrico o por sequia se produce en las plantas como respuesta a un
ambiente escaso de agua, en donde la tasa de transpiracién excede a la toma de agua. El déficit

hidrico no solo ocurre cuando hay poca agua en el ambiente, sino también por temperaturas
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elevadas y por alta salinidad en el suelo. Estas condiciones, capaces de inducir una disminucién
de agua disponible en el citoplasma de las células, también se conocen como estrés osmotico.

Las respuestas de las plantas dependen del genotipo y del estadio de desarrollo de la
misma en el momento del estrés, de la duracién y la severidad del mismo y de los factores
ambientales que lo provoquen (Cattivelli, ef al., 2008). Las plantas han desarrollado diferentes
respuestas y adaptaciones como cambios en su morfologia o en la produccién de metabolitos
secundarios, que les permiten sobrevivir en condiciones de constante déficit hidrico (Nilsen y
Orcutt, 1996).

Los resultados obtenidos en referencia a los cambios en la morfologia vegetal que
produjo el estrés hidrico (C, EB y EA) sobre las variedades de Vinca (P y H) teniendo en cuenta
dos ubicaciones en el invernadero (N y S), se describen a continuacién. En la tabla 2 se
presentan los valores medios de las variables AF, AP y NH para los distintos niveles de cada

uno de los factores mencionados (estrés hidrico, variedad y orientacion).

Tabla 2: Valores medios + desvio estdndar correspondientes al 4rea foliar (AF, en cm?), altura
de planta (AP, en cm) y nimero de hojas (NH), luego de aplicar los tratamientos de estrés
hidrico (control, estrés bajo y estrés alto) para ambas variedades de Vinca (Parand y Holanda)

en las dos orientaciones (Norte y Sur) del invernadero.

Variedad Tratamiento | Orientacion | Area foliar Altura de planta | Nimero de Hojas
(AF, cm?) (AP, cm) (NH)
Parand control S 1269,11£18,16 31,78+1,68 192,11+10,81
Parana control N 1226,78+ 18,16 | 31,11+1,68 189,89+10,81
Parana estrés bajo S 514,89+ 18,16 25,67+1,68 141,11+10,81
Parana estrés bajo N 512,44+ 18,16 27,78+1,68 133,00+10,81
Parana estrés alto S 765,56+ 18,16 25,89+1,68 141,22+10,81
Parand estrés alto N 744,78+ 18,16 25,33+1,68 119,00+10,81
Holanda control S 852,22+ 18,16 67,44+1,68 134,11£10,81
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Holanda control 847,22+ 18,16 68,11+1,68 114,67+10,81
Holanda estrés bajo 419,11+ 18,16 60,78+1,68 93,67+10,81
Holanda estrés bajo 394,78+ 18,16 57,67£1,68 93,67+10,81
Holanda estrés alto 388,33+ 18,16 57,78+1,68 92,67+10,81
Holanda estrés alto 339,78+ 18,16 62,00£1,68 94,00+£10,81

Para la variable AF, el andlisis estadistico determind que no hay interacciéon

significativa entre los tres factores variedad*estrés hidrico*orientacién (p=0,3779). Tampoco

existieron interacciones dobles entre los factores estrés hidrico*orientaciéon (p=0,7103) y

variedad*orientacién (p=0,8450), mientras que si

se observd interaccidon significativa

(p<0,0001) entre los factores variedad*estrés hidrico para los que se presentan los contrastes

ortogonales en la tabla 3.

Tabla 3: Contrastes ortogonales de la variable drea foliar (AF) para la interaccién entre los

factores variedad y estrés hidrico.

Area Foliar (AF)

Variedad*estrés hidrico Contraste p-valor
PC vs PA 492,78+18,16 <0,0001
PC vs PB 734,28+18,16 <0,0001
PB vs PA -241,50+18,16 <0,0001
HC vs HA 485,67+18,16 <0,0001
HC vs HB 442,78+18,16 <0,0001
HB vs HA 42,89+18,16 0,0202

PC: variedad Parand tratamiento control, PB: variedad Parand estrés bajo, PA: variedad Parana

estrés alto, HC: variedad Holanda tratamiento control, HB: variedad Holanda estrés bajo, HA:

variedad Holanda estrés alto.
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Como se observa en la tabla 3, al fijar cada nivel del factor variedad, la variable AF

presentd diferencias significativas para cada nivel del factor estrés hidrico (Figura 18).
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Figura 18: Valores de 4rea foliar (AF, en cm?) para la variedad Parand (P) y Holanda (H) segiin
los tres niveles del factor estrés hidrico (control, estrés bajo y estrés alto). Letras diferentes

indican diferencias significativas entre los niveles del factor segtin el test LSD (p <0,05).

Para la variable AP, el andlisis estadistico determiné que no hay interaccién
significativa entre los tres factores variedad*estrés hidrico*orientacién (p=0,1071). Tampoco
existieron interacciones dobles entre los factores estrés hidrico*orientacion (p=0,5874),
variedad*orientacion (p=0,8789) y variedad*estrés hidrico (p= 0,2760).

Considerando tnicamente el factor variedad, se presentaron diferencias significativas
entre sus dos niveles (p<0,0001), indicando que la variable AP fue significativamente superior

en un 123% para la variedad H respecto de la variedad P (Figura 19).
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variedad

Figura 19: Valores de altura de planta (AP, en cm) para la variedad Parand (P) y Holanda (H).
Letras diferentes indican diferencias significativas entre los niveles del factor segiin el test LSD
(p <0,05).

Considerando tunicamente el factor estrés hidrico, se presentaron diferencias
significativas (p<0,0001) entre sus tres niveles, indicando que la variable AP fue

significativamente superior en un 15,75% para el C respecto a los niveles EA y EB (Figura 20).
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Figura 20: Valores de Altura de planta (AP, en cm) considerando Unicamente los tres niveles
del factor estrés hidrico (control, estrés bajo y estrés alto). Letras diferentes indican diferencias

significativas entre los niveles del factor segun el test LSD (p < 0,05).

Para la variable NH, el andlisis estadistico determiné que no hay interaccién
significativa entre los tres factores variedad*estrés hidrico*orientacién (p=0,4070). Tampoco
existieron interacciones dobles entre los factores estrés hidrico*orientacién (p=0,8835),
variedad*orientacion (p=0,7005) y variedad*estrés hidrico (p=0,1278).

Considerando tnicamente el factor variedad, se presentaron diferencias significativas
entre sus dos niveles (p<0,0001), indicando que la variable NH fue significativamente superior

en un 47,13% para la variedad P respecto de la variedad H (Figura 21).
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Figura 21: Valores de nimero de hojas (NH) para la variedad Parand (P) y Holanda (H). Letras
diferentes indican diferencias significativas entre los niveles del factor segun el test LSD (p <

0,05).

Considerando el factor estrés hidrico, se presentaron diferencias significativas
(p<0,0001) entre sus tres niveles, indicando que la variable NH fue significativamente superior

en un 38,9% para el C respecto a los niveles EA y EB (Figura 22).
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Figura 22: Valores de NH, segtin los tres niveles del factor estrés hidrico (control, estrés bajo y
estrés alto). Letras diferentes indican diferencias significativas entre los niveles del factor segiin

el test LSD (p <0,05).

Los resultados anteriores manifestaron que las plantas no estresadas (C) presentaron
valores significativamente superiores de las tres variables estudiadas (AF, AP y NH),
independiente de las orientaciones en el invernadero y de la variedad. De acuerdo a diferentes
trabajos, cuando el déficit hidrico se desarrolla lentamente, las plantas pueden presentar
respuestas de aclimatacién que tienen efectos sobre el crecimiento como la disminucién de la
expansion foliar y el aumento del crecimiento radicular (Potters et al., 2007; Shao et al., 2008).
Considerando lo mencionado en estos articulos, los resultados obtenidos en este estudio
respecto de la disminucién del AF, AP y NH frente a los niveles de estrés hidrico aplicados, son
coincidentes.

En cuanto a los valores obtenidos para la variable AP, las mediciones registradas en este
trabajo se encuentran acordes a la descripcién botdnica de Vinca (Acosta y Rodriguez, 2002.) en
la cual se manifiesta que la altura maxima de la planta alcanza los 80 cm. La diferencia de AP
entre los niveles del factor variedad (H: 62,30 cm y P: 27,93 cm), se debe a caracteristicas
propias de los varietales. H es una variedad de mayor altura, mayor distancia de entrenudos y
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presenta menor nimero de hojas; mientras que la variedad P presenta menor altura, entrenudos

cortos y un mayor nimero de hojas (Figura 23).

Figura 23: Foto de plantas de Vinca variedad: A) Parand y B) Holanda.

Estudios realizados en cultivo de tomates (Lycopersicon esculentum Mill), han
detectado que una elongacion de las raices rapida y temprana es un indicador importante de
resistencia a este tipo de estrés. La disponibilidad de agua afecta la relacion entre el crecimiento
de la parte aérea y de la raiz; esta continda su desarrollo mientras que la parte aérea deja de
crecer por causa del estrés. Asi, las plantas son capaces de continuar el desarrollo de sus raices
en bisqueda de agua en zonas mas profundas del suelo, pero deteniendo el crecimiento de las
partes aéreas (Potters et al., 2007). Aunque en este trabajo de tesis no se estudio el
comportamiento radicular, se pudo observar que las partes aéreas fueron afectadas por el déficit
hidrico en cuanto a las variables AF, AP y NH.

Otros articulos revisados en la literatura, manifiestan que el estrés por sequia reduce el
tamafio de las hojas, la extensién del tallo y la proliferacion de raices, perturba las relaciones

hidricas de las plantas y reduce la eficiencia en el uso del agua (Farooq et al., 2009).
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Una de las principales respuestas al estrés hidrico es la modificaciéon de la expresion
génica relacionada con la produccién de enzimas clave en la via de sintesis de osmolitos,
proteinas con funcién protectora, enzimas antioxidantes, factores de transcripcién y otras
proteinas involucradas en las respuestas al estrés hidrico (Florido Bacallao, y Bao Fundora,
2014). Durante el estrés hidrico también se induce la expresién de varios factores de
transcripcion que median la respuesta de genes al estrés (Ashraf y Foolad, 2007). En el campo
de la genética molecular, diferentes estudios relacionados con la transcripcién y la expresion
génica, identificaron la activacién y regulacion de diferentes genes en condiciones de sequia. La
manipulacién de estos genes, relacionados con el mantenimiento de la estructura y funcién de
los componentes celulares, es una de las vias para obtener plantas tolerantes al estrés por sequia
(Pireivatlou y Yazdansepas, 2008). Entre los efectos generales mds obvios de estrés hidrico
figuran: las dificultades en la germinacion, la reduccién en la AP, AF y rendimiento del cultivo
(Kaya et al., 2006). Estos resultados nuevamente concuerdan con los obtenidos en este estudio,
méas alld de que los mecanismos moleculares por los cuales disminuy6 el crecimiento aéreo de
las plantas, no fueron objeto de estudio en esta tesis. Es posible que estas alteraciones en la
expresion génica, factores de transcripcion y produccién de enzimas en situaciones de estrés

hidrico, estén relacionadas con la biosintesis de fitoquimicos que se describe a continuacion.

De los resultados anteriores se puede concluir que: Tanto la variedad P como H de la
especie Vinca, se vieron afectadas por el factor estrés hidrico reduciendo el AF, la AP y el NH;
mientras que el factor orientacién en el invernadero no afect6 significativamente a las variables
estudiadas. Ademads, el factor variedad presenté diferencias significativas de las variables

estudiadas dadas las caracteristicas propias de cada nivel (P y H).
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4.1.3 Efecto del estrés hidrico sobre las variables MS y porcentaje de extractos
obtenidos de dos variedades de Vinca y segiin dos orientaciones en el invernadero

Para completar con éxito su ciclo de vida, las plantas deben hacer frente a las
limitaciones ambientales que incluyen el ataque de patdgenos, las fluctuaciones extremas de
temperatura, el déficit de agua y la alta intensidad de luz. Este cambio en las condiciones
ambientales, conduce a una tasa de crecimiento reducida, a una menor productividad y, en
circunstancias extremas, puede resultar letal. Las tensiones ambientales causan pérdidas por
miles de millones de ddlares en el rendimiento de los cultivos, lo que afecta la magnitud de la
productividad de un afio a otro (Apel y Hirt, 2004).

Los resultados obtenidos en referencia a los cambios en peso de MS y materia extraida
que produjo el estrés hidrico (C, EB y EA) sobre las variedades de Vinca (P y H) teniendo en
cuenta dos ubicaciones en el invernadero (N y S), se describen a continuacién. En la tabla 4, se
presentan los valores medios de las variables MS, EET, FC1, FC2 y L para los distintos niveles
de cada uno de los factores mencionados (estrés hidrico, variedad y orientacién). Los
porcentajes de EET se refieren al 100% de materia seca, mientras que los porcentajes de las

fracciones cloroférmicas y liofilizados, se refieren al 100% de EET.

Tabla 4: Valores medios + desvio estdndar correspondientes a materia seca (MS), extracto
etandlico total (EET), fraccidon cloroférmica 1 (FC1), fracciéon cloroférmica 2 (FC2) y
liofilizado (L), luego de aplicar los tratamientos de estrés hidrico (control, estrés bajo y estrés
alto) para ambas variedades de Vinca (Parand y Holanda) en las dos orientaciones (Norte y Sur)

del invernadero.

Variedad | Tratamiento | Orientacion MS (g) EET (%) | FC1 (%) | FC2 (%) L (%)
Parana control S 55,45+1,37 | 34,53+0,94 | 6,09+0,15 | 0,32+0.04 | 28,12+0,87
Parana control N 56,61£1,37 | 34,46+0,94 | 5,64+0,15 | 0,38+0.04 | 28,44+0,87
Parana estrés bajo S 34,54+1,37 | 30,47+0,94 | 6,08+0,15 | 0,75+0.04 | 23,64+0,87
Parana estrés bajo N 32,78+1,37 | 29,80+0,94 | 6,14+0,15 | 0,78+0.04 | 22,88+0,87
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Parand estrés alto 32,41+1,37 | 28,87+0,94 | 6,17+0,15 | 0,68+0.04 | 22,02+0,87
Parand estrés alto 33,05+1,37 | 28,57+0,94 | 6,02+0,15 | 0,61+0.04 | 21,94+0,87
Holanda | control 52,13+1,37 | 28,2440,94 | 5,52+0,15 | 0,35+0.04 | 22,37+0,87
Holanda | control 54,84+1,37 | 28,6240,94 | 6,60+0,15 | 0,40+0.04 | 21,56+0,87
Holanda | estrés bajo 33,87+1,37 | 21,0240,94 | 6,13+£0,15 | 0,68+0.04 | 14,14+0,87
Holanda | estrés bajo 34,95+1,37 | 21,9740,94 | 6,47+0,15 | 0,73+0.04 | 14,77+0,87
Holanda | estrés alto 36,21+1,37 | 22,0840,94 | 5,51+0,15 | 0,75+0.04 | 15,89+0,87
Holanda | estrés alto 37,23+1,37 | 22,9840,94 | 6,22+0,15 | 0,70+0.04 | 16,06+0,87

Para la variable MS, el andlisis estadistico determiné que no hay interaccién

significativa entre los tres factores variedad*estrés hidrico*orientaciéon (p= 0,8182). Tampoco

existieron interacciones dobles entre los factores estrés hidrico*orientacion (p=0,5104) y

variedad*orientaciéon (p=0,3241), mientras que si se observdé interaccién significativa

(p=0,0094) entre los factores variedad*estrés hidrico para los que se presentan los contrastes

ortogonales en la tabla 5.

Tabla 5: Contrastes ortogonales de la variable materia seca (MS) para la interaccién entre los

factores variedad y estrés hidrico.

Materia Seca (MS)

Variedad*estrés hidrico Contraste p-valor
PC vs PA 23,30+1,37 <0,0001
PC vs PB 22,37+1,37 <0,0001
PB vs PA 0,93+1,37 0,5030
HC vs HA 16,77+1,37 <0,0001
HC vs HB 19,08+1,37 <0,0001
HB vs HA -2,31+1,37 0,1042

PC: variedad Parand tratamiento control, PB: variedad Parana estrés bajo, PA: variedad Parana

estrés alto, HC: variedad Holanda tratamiento control, HB: variedad Holanda estrés bajo, HA:

variedad Holanda estrés alto.
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Como se observa en la tabla 5, al fijar cada nivel del factor variedad, la variable MS

presentd diferencias significativas para cada nivel del factor estrés hidrico (Figura 24).
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Figura 24: Valores de materia seca (MS, en g) para la variedad Parana (P) y Holanda (H) segin
los niveles del factor estrés hidrico (control, estrés bajo y estrés alto). Letras diferentes indican

diferencias significativas entre los niveles del factor segun el test LSD (p < 0,05).

Considerando solamente el factor estrés hidrico, se presentaron diferencias
significativas (p<0,0001) entre sus niveles, indicando que la variable MS fue significativamente
superior en un 59,25% para el control respecto a los niveles de EA y EB.

Para la variable EET, el analisis estadistico determind que no hay interaccién
significativa entre los tres factores variedad*estrés hidrico*orientacion (p= 0,9051). Tampoco
existieron interacciones dobles entre los factores estrés hidrico*orientacion (p=0,9911),
variedad*orientacion (p=0,3236) y variedad*estrés hidrico (p=0,1119).

Considerando tnicamente el factor variedad, se presentaron diferencias significativas
entre sus dos niveles (p<0,0001), indicando que la variable EET fue significativamente superior

en un 28,9% para la variedad P respecto de la variedad H (Figura 25).
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Figura 25: Valores de extractos etandlicos totales (EET, en %) para la variedad Parand (P) y
Holanda (H). Letras diferentes indican diferencias entre los niveles del factor segin el test LSD

(p < 0,05).

Considerando tdnicamente el factor estrés hidrico, se presentaron diferencias
significativas entre sus niveles (p<0,0001), indicando que la variable EET fue
significativamente superior en un 22,3% para el control respecto a los niveles de EA y EB

(Figura 26).
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Figura 26: Valores de extractos etandlicos totales (EET, en %), segin los tres niveles del factor
estrés hidrico (control, estrés bajo y estrés alto). Letras diferentes indican diferencias entre los

niveles del factor segin el test LSD (p <0,05).

Para la variable FC1, el andlisis estadistico determiné que no hay interaccién
significativa entre los tres factores variedad*estrés hidrico*orientacién (p=0,204). Tampoco
existieron interacciones dobles entre los factores estrés hidrico*orientaciéon (p=0,7951) y
variedad*estrés hidrico (p=0,0836), mientras que si se observé interaccién significativa
(p<0,0001) entre los factores variedad*orientacién para los que se presentan los contrastes
ortogonales en la tabla 6.

Tabla 6: Contrastes ortogonales de la variable fraccién cloroférmica 1 (FC1) para la interaccion

entre los factores variedad y orientacion.

FC1 (%)
Variedad* orientacién Contraste p-valor
HN vs HS 0,73£0,12 <0,0001
PN vs PS -0,18+0,12 0,1594

HN: variedad Holanda, orientacion Norte; HS: variedad Holanda, orientacion Sur; PN: variedad

Parana, orientacién Norte; PS: variedad Parana, Orientacidn sur.
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Para la variable FC2, el andlisis estadistico determindé que no hay interaccién
significativa entre los tres factores variedad*estrés hidrico*orientaciéon (p=0,4070). Tampoco
existieron interacciones dobles entre los factores estrés hidrico*orientacion (p=0,1440),
variedad*orientacion (p=0,8425) y variedad*estrés hidrico (p=0,0892).

Considerando unicamente el factor estrés hidrico, se presentaron diferencias
significativas entre sus niveles (p<0,0001), indicando que la variable FC2 fue significativamente
superior en un 91,67% para los niveles de EA y 105,55% para el EB respecto al nivel C (Figura

27).
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Figura 27: Valores de fraccion cloroférmica 2 (FC2, en % respecto del EET) para los niveles
control, estrés bajo y estrés alto. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los

niveles del factor estrés hidrico segtn el test LSD (p <0,05).

Para la variable L, el andlisis estadistico determiné que no hay interaccién significativa
entre los tres factores variedad*estrés hidrico*orientacién (p=0,6016). Tampoco existieron
interacciones  dobles entre los factores estrés hidrico*orientaciéon  (p=0,9724;),
variedad*orientacion (p= 0,8686) y variedad*estrés hidrico (p=0,643).
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Considerando Unicamente el factor variedad, se presentaron diferencias significativas
entre sus dos niveles (p<0,0001), indicando que la variable L fue significativamente superior en
un 40,3% para la variedad P respecto de la variedad H.

Considerando uUnicamente el factor estrés hidrico, se presentaron diferencias
significativas (p<0,0001) entre sus tres niveles, indicando que la variable L fue
significativamente superior para el C respecto a los niveles EA (32,64%) y EB (33,19%).

Estos resultados indicaron que, para cada variedad, el contenido de MS y los
porcentajes de EET, FC1 y L fueron significativamente superiores en el nivel C que en los dos
niveles de estrés hidrico; mientras que el porcentaje de FC2 resulté mayor en los niveles EB y
EA respecto al C. Esto indicaria que el mayor porcentaje de FC2 (que es donde se concentran
los alcaloides de interés) en ambos niveles de estrés hidrico respecto al C, estaria relacionado
con una producciéon mayor de estos compuestos en esas situaciones. Por otra parte, el contenido
de MS y porcentaje de extractos para los tres niveles del factor estrés hidrico, fue superior en la
variedad P dada las caracteristicas morfoldgicas propias de esta variedad (retomar la figura 23).

Estos resultados se pueden relacionar con lo descripto en un estudio de tomate (Solanum
lycopersicum), que presentd disminuciones en el nimero de flores, frutos, en la masa promedio
de los frutos, las masas fresca y seca de las plantas, del porcentaje de fructificacidén, cuando se
encontraba en condiciones de estrés hidrico. La tolerancia a la sequia de las plantas de tomate,
se ha expresado generalmente como la disminucién en el rendimiento a un nivel dado de estrés

hidrico en comparacién con las plantas no estresadas (Wahb-Allah et al., 2011).

4.1.4 Anadlisis cualitativo de la presencia de los alcaloides catarantina y vindolina en

FC1, FC2y L obtenidos de plantas de Vinca sometidas a estrés hidrico

Las plantas han desarrollado estrategias de defensa alternativas que involucran una gran
variedad de metabolitos secundarios que sirven como herramientas para superar las restricciones
de estrés, adaptarse al entorno cambiante y, por lo tanto, ayudan a sobrevivir en condiciones

subdptimas (Edreva et al., 2008). La produccion de metabolitos secundarios por las plantas se
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ha convertido en un campo de estudio activo debido a su potencial como fuente de compuestos
farmacéuticos valiosos (Jaleel, 2007).

Briske y Camp estudiaron la influencia del estrés hidrico en las concentraciones de
alcaloides en Senecio (Senecio longilobus Benth.) y observaron que la concentracién total de
alcaloides en la planta aument6 al incrementar la severidad del estrés hidrico. Estos resultados
indican la importancia de considerar la influencia del estrés hidrico en las plantas cuando se
investiga la produccién de compuestos secundarios (Briske y Camp, 1982). Estudios realizados
sefalan la importancia de C. roseus como importante planta medicinal, que presenta potenciales

antioxidantes en condiciones de estrés por sequia (Jaleel et al., 2008).

4.1.4.1 Vinca Variedad Parand

En la Figura 28 se muestran los cromatogramas obtenidos para las FCI
correspondientes a la variedad P. Las calles 1 y 2 corresponden a plantas del nivel C, las calles 3
y 4, a plantas expuestas al nivel EB; y las calles 5 y 6, a plantas sometidas al nivel EA. Los
testigos puros de catarantina y vindolina fueron sembrados en las calles 7 y 8 respectivamente.
Como se menciond en la parte experimental, los sistemas reveladores usados fueron: A) reactivo
de Dragendorff, B) luz UV 254 nm y C) luz UV 365 nm. Tanto catarantina como vindolina no
absorben a 365 nm, por lo que su presencia no se evidencia con este sistema de revelado.

A C

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 28: Cromatogramas obtenidos para las FC1 correspondientes a la variedad Parana. Las
calles 1 y 2 corresponden a plantas controles; las calles 3 y 4, a plantas sometidas a estrés bajo;

y las calles 5 y 6, a plantas cometidas a estrés alto. Los testigos puros de catarantina y vindolina
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fueron sembrados en las calles 7 y 8 respectivamente. Reveladores: A) reactivo de Dragendorff,

B) luz UV 254 nm y C) luz UV 365 nm.

Se puede observar que en las calles 1-6 de las FC1 no se evidencia la presencia de
catarantina y vindolina dado que no hay bandas con la misma coloracién y Rf que las que
presentan los testigos. En la placa B, se pueden observar bandas de similar coloracién a
catarantina, pero la posicién en la placa es de una distancia apenas mayor al testigo (mayor Rf).

En la figura 29 se muestran los cromatogramas obtenidos para las FC2 correspondientes

a la variedad P.

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 45 6 7 8 1 2 345 6 78

Figura 29: Cromatogramas obtenidos para las FC2 correspondientes a la variedad Parana. Las
calles 1 y 2 corresponden a plantas controles; las calles 3 y 4, a plantas sometidas a estrés bajo;
y las calles 5 y 6, a plantas cometidas a estrés alto. Los testigos puros de catarantina y vindolina
fueron sembrados en las calles 7 y 8 respectivamente. Reveladores: A) reactivo de Dragendorft,

B) luz UV 254 nm y C) luz UV 365 nm.

Se puede observar que las FC2 son mucho mads ricas en alcaloides que las FC1 (ver
coloraciones marrones en las placas A, cuyo revelador es especifico para este tipo de
moléculas). Por otra parte, en las FC2 correspondientes a las plantas C no se evidencia la
presencia de los testigos catarantina y vindolina mientras que, en las FC2 de las plantas

sometidas a estrés hidrico, es clara la presencia de ambos compuestos. Con esta técnica
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cromatogréfica, es dificil determinar cudl de los dos niveles de estrés hidrico produce mayor
cantidad de catarantina y vindolina.
En la Figura 30 se muestran los cromatogramas obtenidos para los L. correspondientes a

la variedad P.

Figura 30: Cromatogramas obtenidos para los liofilizados correspondientes a la variedad
Parand. Las calles 1 y 2 corresponden a plantas controles; las calles 3 y 4, a plantas sometidas a
estrés bajo; y las calles 5 y 6, a plantas cometidas a estrés alto. Los testigos puros de catarantina
y vindolina fueron sembrados en las calles 7 y 8 respectivamente. Reveladores: A) reactivo de

Dragendorff y B) luz UV 254 nm.

Se puede observar que en los L tanto de las plantas C como de las sometidas a estrés
hidrico, no se evidencia la presencia de catarantina y vindolina. Ademads, dada la ausencia de
coloracién marrén en la placa revelada con Dragendorff, se concluye que no existen alcaloides
en los productos de liofilizacion. Este resultado era esperable, ya que el método de separacion

de alcaloides elegido (Stas Otto), concentra sobre todo estos productos en la FC2.

4.1.4.2 Vinca Variedad Holanda

En la figura 31 se muestran los cromatogramas obtenidos para las FC1 correspondientes

a la variedad H. Las calles 1 y 2 corresponden a plantas C, las calles 3 y 4, a plantas expuestas a
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EB; y las calles 5 y 6, a plantas sometidas a EA. Los testigos puros de catarantina y vindolina
fueron sembrados en las calles 7 y 8 respectivamente. Los sistemas reveladores usados fueron:
A) reactivo de Dragendorff, B) luz UV 254 nm y C) luz UV 365 nm. Tanto catarantina como

vindolina no absorben a 365 nm, por lo tanto, su presencia no se evidencia con este sistema de

revelado.
A
1 2 3 4 4 5 6 7 8 1 4 5 6 7 8

Figura 31: Cromatogramas obtenidos para las FC1 correspondientes a la variedad Holanda. Las
calles 1 y 2 corresponden a plantas controles; las calles 3 y 4, a plantas sometidas a estrés bajo;
y las calles 5 y 6, a plantas cometidas a estrés alto. Los testigos puros de catarantina y vindolina
fueron sembrados en las calles 7 y 8 respectivamente. Reveladores: A) reactivo de Dragendorff,

B) luz UV 254 nm y C) luz UV 365 nm.

De igual manera que para la variedad P, se puede observar que en las calles 1-6 de las
FC1 no se evidencia la presencia de catarantina y vindolina dado que no hay bandas con la
misma coloracién y Rf que las que presentan los testigos. En la placa B, se pueden observar
bandas de similar coloracién a catarantina, pero la posicién en la placa es de una distancia
apenas mayor al testigo (mayor Rf).

En la Figura 32 se muestran los cromatogramas obtenidos para las FC2

correspondientes a la variedad H.
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Figura 32: Cromatogramas obtenidos para las FC2 correspondientes a la variedad Holanda. Las
calles 1 y 2 corresponden a plantas controles; las calles 3 y 4, a plantas sometidas a estrés bajo;
y las calles 5 y 6, a plantas cometidas a estrés alto. Los testigos puros de catarantina y vindolina
fueron sembrados en las calles 7 y 8 respectivamente. Reveladores: A) reactivo de Dragendorff,

B) luz UV 254 nm y C) luz UV 365 nm.

De igual manera que para la variedad P, se puede observar que las FC2 son mucho més
ricas en alcaloides que las FC1 (ver coloraciones marrones en las placas A, cuyo revelador es
especifico para este tipo de moléculas). Por otra parte, en las FC2 correspondientes a las plantas
C no se evidencia la presencia de los testigos catarantina y vindolina mientras que, en las FC2
de las plantas sometidas a estrés hidrico, es clara la presencia de ambos compuestos. Con esta
técnica cromatografica, es dificil determinar cudl de los dos tratamientos de estrés hidrico
produce mayor cantidad de catarantina y vindolina.

En la Figura 33 se muestran los cromatogramas obtenidos para los L correspondientes a

la variedad H.
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Figura 33: Cromatogramas obtenidos para los liofilizados correspondientes a la variedad
Holanda. Las calles 1 y 2 corresponden a plantas controles; las calles 3 y 4, a plantas sometidas
a estrés bajo; y las calles 5 y 6, a plantas sometidas a estrés alto. Los testigos puros de
catarantina y vindolina fueron sembrados en las calles 7 y 8 respectivamente. Reveladores: A)

reactivo de Dragendorff y B) luz UV 254 nm.

De igual manera que en la variedad P, se puede observar que en los L tanto de las
plantas C como de las sometidas a estrés hidrico, no se evidencia la presencia de catarantina y
vindolina. Ademads, dada la ausencia de coloracién marrén en la placa revelada con
Dragendorff, se concluye que no existen alcaloides en los productos de liofilizacién. Este
resultado era esperable, ya que el método de separacién de alcaloides elegido (Stas Otto),
concentra a estos productos en la FC2.

En lo que se refiere a los estudios fitoquimicos, se puede concluir que tanto la variedad
P como la H se comportaron de la misma manera frente al estrés hidrico generado en las
condiciones de este trabajo: 1) En las FC1 no se evidencié la presencia de catarantina y
vindolina tanto en las plantas C como en las plantas tratadas, pero si se observo la presencia de
otros alcaloides que se manifestaron por el sistema de revelado especifico (Dragendorff). En las
FC1 de las plantas sometidas a estrés hidrico, se observé mayor cantidad de alcaloides que en
los C. 2) En las FC2 se evidenci6 la presencia de los testigos catarantina y vindolina solamente
en las plantas sometidas a estrés hidrico, pero no en las plantas C. Si bien no se puede concluir

cudl de los dos niveles de estrés hidrico influyé mds en el aumento de la concentracidn de estos
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alcaloides debido a que la técnica analitica utilizada no lo permite, es claro que el estrés hidrico
es determinante en la produccién de estos metabolitos secundarios en Vinca. 3) En los L no se
evidenci6 la presencia de estos compuestos ni en las plantas C ni en las tratadas, como tampoco
se observo presencia de cualquier otro tipo de alcaloide segiin el revelador Dragendorff. Esto
era esperable dado que la metodologia extractiva utilizada (Stas-Otto), concentra a este tipo de
alcaloides en las fracciones cloroférmicas.

Nuestros resultados referidos a la incidencia del estrés hidrico en la concentracién de
catarantina y vindolina para las variedades P y H de Vinca, se corresponden con un estudio
realizado bajo condiciones de estrés hidrico en otras dos variedades (rosa y alba) de C. roseus,
donde se estimaron los perfiles de actividad antioxidante y de contenido de alcaloides en raices,
tallos, hojas, flores y vainas. Tanto la concentracién de alcaloides como la actividad
antioxidante de las enzimas fueron altas en condiciones de déficit hidrico en todas las partes de
las plantas. Respecto al contenido de alcaloides totales, fueron mayores en las raices y follaje de
la variedad rosa respecto a la variedad alba. A partir de este estudio, se pudo concluir que la
variedad rosa de C. roseus resultaria mas adecuada para el cultivo en funcién de su produccién
de alcaloides en raiz, debido al aumento de estos metabolitos secundarios bajo estrés hidrico
(Jaleel et al. 2008).

En otro estudio mas amplio, se evalu6 el efecto del estrés hidrico y la aplicacién de
ABA sobre el contenido de alcaloides. Se observé que cuando se redujo el potencial hidrico de -
1,9 MPa a - 4 MPa, el contenido de alcaloides aumentd un 130% respecto de las plantas control.
En cuanto a la aplicacion de ABA (1 mM) resulté en el cierre estomatico y en un aumento del
40% (sobre una base de MS) en el contenido de alcaloides de las hojas tratadas (Saenz et al.,
1993).

A partir de estos resultados que se citan en la literatura y el aporte realizado en esta
tesis, se puede inferir que las plantas bajo estrés por sequia estan altamente reguladas por
componentes del sistema antioxidante y componentes del metabolismo secundario. Los

resultados de estos trabajos indicaron que el cultivo de plantas de C. roseus en zonas deficitarias
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de agua aumentaria su metabolismo antioxidante y el nivel de sus principios activos (Jaleel et

al., 2008).

4.2 Tratamiento Hormonal

4.2.1 Condiciones ambientales

El registro de la T y la HR durante el ciclo del cultivo se presenta en la Figura 34.
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Figura 34: Condiciones de cultivo: Temperatura (T.; °C) y humedad relativa (HR; %) durante

el ciclo de cultivo.

4.2.2 Efecto del tratamiento hormonal sobre las variables morfologicas de dos
variedades de Vinca en el invernadero

Las hormonas vegetales regulan el metabolismo secundario afectando su produccion
(El-Sayed y Verpoorte, 2002). Los jasmonatos actian como intermediarios de la transduccién
de sefiales cuando las plantas estdn sometidas a tensiones ambientales como la radiaciéon UV, el
choque osmético y el calor. Presentan actividad anticancerigena in vitro e in vivo, como también
inducen la inhibicién del crecimiento de las células cancerosas, mientras dejan intactas las

células no transformadas. Por lo tanto, los jasmonatos son agentes anticancerigenos que exhiben
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citotoxicidad selectiva hacia cierto tipo de células (Cohen y Flescher, 2009). El MeJa es un
inductor quimico de plantas que se ha utilizado para inducir artificialmente respuestas de
defensa quimica y resistencia contra herbivoros en muchas especies durante las tltimas décadas
(Moreira et al., 2009). Ademds, el MelJa inicia la transcripcion de novo de genes, como el de la
fenilalanina amoniaco liasa, que se demostré que estdn involucrados en los mecanismos de
defensa quimica de las plantas (Gundlach ef al., 1992). Por otra parte, el ABA desempefia un
papel esencial frente a una variedad de tensiones como el estrés por metales pesados, sequia,
estrés térmico, alto nivel de salinidad, baja temperatura y estrés por radiaciéon. También
interviene en varios procesos de desarrollo como la germinacién y latencia de semillas y el
cierre de estomas, ademds de poseer funciones claves en numerosos procesos como el
crecimiento vegetativo, brotacion y reaccion al estrés ecoldgico (Xiong y Zhu, 2003 ; Tuteja,
2007). El ABA también interviene en el dafio por estrés mediante la activacién de muchos genes
sensibles que codifican enzimas para la biosintesis de osmolitos compatibles y proteinas, que
conjuntamente aumentan la tolerancia al estrés de las plantas (Hasegawa et al., 2000). ABA se
conoce comiinmente como la "hormona del estrés" que responde a una variedad de tensiones
ambientales, incluyendo estrés bidtico y abidtico (Zhang, 2014). En condiciones no estresantes,
el ABA en las células vegetales se mantiene en niveles bajos (Xiong, y Zhu, 2003).

Las concentraciones de alcaloides en las plantas pueden responder tanto a estrés bidtico
y abidtico como a variaciones de temperatura (Frischknecht y Baumann, 1985), concentraciones
de MelJa (Aerts et al., 1996), estrés osmoético (Godoy-Herndndez y Loyola-Vargas, 1991),
concentraciones de ABA (Saenz et al., 1993) y estrés nutricional (Mazzafera, 2000). Sin
embargo, en la mayoria de los casos, los estudios realizados hasta el momento, utilizaron
cultivos celulares y s6lo algunos se llevaron a cabo con plantas intactas. Por eso, el objetivo del
presente apartado, fue investigar el efecto del tratamiento hormonal en la produccién de
alcaloides en Vinca. En este caso, no se consider¢ el factor orientacién en el invernadero, y por

lo tanto el tratamiento estadistico resulto ser un factorial 2x4 en el cual los dos niveles del factor
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variedad correspondieron a P y H y los cuatro niveles del factor tratamiento hormonal, a C, A,

MJ y AM.

Los resultados obtenidos en referencia a los cambios en la morfologia vegetal luego del

tratamiento hormonal: C, A, MJ, AM sobre las variedades de Vinca (P y H) cultivadas en

invernadero, se describen a continuacién. En la tabla 7 se presentan los valores medios de las

variables AF, AP y NH para los distintos niveles de cada uno de los factores mencionados

(tratamiento hormonal y variedad).

Tabla 7: Valores medios + desvio estdndar correspondientes al 4rea foliar (AF, en cm?), altura

de planta (AP, en cm) y niimero de hojas (NH), luego de aplicar los tratamientos hormonales

para ambas variedades de Vinca (Parand y Holanda) en invernadero.

Altura de planta Numero de hojas
Variedad | Tratamiento | Area foliar (AF, cm ?)

(AP, cm) (NH)
Parand C 1332,15+134,37 25,7+0,99 46,7+2,64
Parand A 1330,81+134,37 25,6%0,99 46,6+2,64
Parand M7 1262.35+134,37 23,3+0,99 50,5+2,64
Parand AM 1966,36+134,37 36,2+0,99 72,5+2,64
Holanda C 1354,25+134,37 21,8+0,99 43,8+2,64
Holanda A 1351,02+134,37 21+0,99 39,9+2,64
Holanda M7 1379.52+134,37 21,1+0,99 46,1+2,64
Holanda | AM 2042,66+134,37 35,840,99 67.3+2,64

C: tratamiento control; A: tratamiento hormonal con acido abscisico; MJ: tratamiento hormonal

con metiljasmonato; AM: tratamiento hormonal con acido abscisico+metiljasmonato.
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Para la variable AF, el andlisis estadistico determiné que no hay interaccién
significativa entre los dos factores variedad*tratamiento hormonal (p=0,9801). Tampoco existi6
diferencias significativas entre los dos niveles del factor variedad (p=0,5408), mientras que si se
observé diferencia significativa (p<0,0001) entre los niveles del factor tratamiento hormonal

(Figura 35).
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Figura 35: Valores de area foliar (AF, en cm?) considerando tnicamente los 4 niveles del factor
tratamiento hormonal C (Control), A (ABA), MJ (MeJa), AM (ABA+Mela). Letras diferentes

indican diferencias entre los niveles del factor segun el test LSD (p <0,05).

Para la variable AP, el andlisis estadistico determiné que no hay interaccién
significativa entre los dos factores variedad*tratamiento hormonal (p=0,1548)

Considerando el factor tratamiento hormonal, se presentaron diferencias significativas
entre sus cuatro niveles (p<0,0001), indicando que la variable AP fue significativamente

superior en el tratamiento AM respecto a los demds tratamientos (Figura 36).
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Figura 36: Valores de altura de planta (AP, en cm) considerando tinicamente los cuatro niveles
del factor tratamiento hormonal C (Control), A (ABA), MJ (MelJa), AM (ABA+Mela). Letras

diferentes indican diferencias entre los niveles del factor segin el test LSD (p <0,05).

Para la variable NH, el andlisis estadistico determin6 que no hay interaccién
significativa entre los dos factores variedad*tratamiento hormonal (p=0,9094).

Considerando el factor variedad, se presentaron diferencias significativas entre sus dos
niveles (p=0,0122), indicando que la variable NH fue significativamente superior en un 9,74%
para la variedad P respecto de la variedad H.

Considerando el factor tratamiento hormonal, se presentaron diferencias significativas
(p<0,0001) entre sus cuatro niveles, indicando que la variable NH fue significativamente

superior para el nivel AM respecto a los niveles de C, A y MJ (Figura 37).
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Figura 37: Valores de nimero de hojas (NH) considerando tinicamente los cuatro niveles del
factor tratamiento hormonal C (Control), A (ABA), MJ (MelJa), AM (ABA+Mela). Letras

diferentes indican diferencias entre los niveles del factor segtn el test LSD (p < 0,05).

Los resultados anteriores manifestaron que las plantas que recibieron el tratamiento
hormonal combinado AM presentaron valores significativamente superiores de las tres variables
estudiadas (AF, AP y NH), independiente de la variedad. Estos resultados se pueden relacionar
con lo descripto en un estudio de tomate (Lycopersicon esculentum) en el cual se aplic6 MJ o
BTH que aument6 la densidad de tricomas glandulares relacionados con la defensa en hojas
nuevas (Boughton et al., 2005). También se puede relacionar con un estudio realizado en las
plantulas de Jaborandi (Pilocarpus sp.) que fueron sometidas a diferentes tratamientos para
estudiar la induccién de pilocarpina (otro tipo de alcaloide) en las hojas. El SA y el MJ
indujeron un aumento de pilocarpina cuatro veces mayor respecto a los controles, este aumento
dependid de la concentracion y el tiempo después de la exposicion a las hormonas mencionadas

(Avancini et al., 2003).

4.2.3 Efecto del tratamiento hormonal sobre las variables MS y porcentaje de
extractos obtenidos de dos variedades de Vinca en condiciones de invernadero.
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Los resultados obtenidos en referencia a los cambios en peso de materia seca y materia

extraida que produjo el tratamiento hormonal (C, A, MJ y AM) sobre las variedades de Vinca (P

y H) cultivadas en invernadero, se describen a continuacién. En la tabla 8, se presentan los

valores medios de las variables MS, EET, FC1, FC2 y L para los distintos niveles de cada uno

de los factores mencionados (tratamiento hormonal y variedad). Los porcentajes de EET se

refieren al 100% de MS, mientras que los porcentajes de las FC1, FC2 y L, se refieren al 100%

de EET.

Tabla 8: Valores medios + desvio estdndar correspondientes a las variables materia seca (MS),

extracto etandlico total (EET), fraccién cloroférmica 1 (FC1), fraccion cloroférmica 2 (FC2) y

liofilizado (L), luego de aplicar los cuatro niveles del factor tratamiento hormonal (control,

ABA, MelJa y ABA+Mela) para ambas variedades de Vinca (Parand y Holanda) en invernadero.

Variedad Tratamiento | MS (g) EET (%) FC1 (%) FC2 (%) L (%)
Parana C 25,3040,87 13,2440,52 6,16+0,15 0,23+0,01 6,85+0,5
Parana A 25,70+ 0,87 16,79+0,52 5,83+0,15 0,22+0,01 10,740,5
Parana MJ 26,33+ 0,87 33,3440,52 5,84+0,15 0,25+0,01 8,93+0,5
Parana AM 38,23+ 0,87 15,02+0,52 5,89+0,15 0,52+0,01 26,93+0,5
Holanda C 41,13+0,87 10,3940,52 4,79+0,15 0,10+0,01 5,50+0,5
Holanda A 44,03+ 0,87 10,5940,52 5,21+0,15 0,11+0,01 5,27+0,5
Holanda MJ 52,23+ 0,87 10,46+0,52 5,05+0,15 0,14+0,01 5,2620,5
Holanda AM 58,07+ 0,87 12,5140,52 5,19+40,15 0,25+0,01 7,08+0,5

C: tratamiento control; A: tratamiento hormonal con acido abscisico; MJ: tratamiento hormonal

con metiljasmonato; AM: tratamiento hormonal con 4cido abscisico+metiljasmonato.

Para la variable MS, el anilisis estadistico determiné interaccién significativa entre los

dos factores variedad*tratamiento hormonal (p=0,0002) para los que se presentan los contrastes

ortogonales en la tabla 9.
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Tabla 9: Contrastes ortogonales para la interaccién entre los factores variedad y tratamiento

hormonal de la variable materia seca (MS).

Materia Seca (MS)

Variedad*tratamiento hormonal Contraste p-valor
PC vs PA -0,40+1,24 0,7506
PC vs PMJ -1,03+£1,24 0,4158
PC vs PAM -12,93+1,24 <0,0001
PA vs PMJ -0,63+1,24 0,6156
PA vs PAM -12,53+1,24 <0,0001
PMIJ vs PAM -11,90+1,24 <0,0001
HC vs HA -2,90+1,24 0,0323
HC vs HMJ -11,10+1,24 <0,0001
HC vs HAM -16,93+1,24 <0,0001
HA vs HMJ -8,20+1,24 <0,0001
HA vs HAM -14,03+1,24 <0,0001
HMJ vs HAM -5,83+1,24 0,0002

PC: variedad Parana, tratamiento Control; PA: variedad Parana, tratamiento con acido abscisico;
PMJ: variedad Parand, tratamiento con metiljasmonato; PAM: variedad Parand, tratamiento
dcido abscisico+metiljasmonato; HC: variedad Holanda, tratamiento Control; HA: variedad
Holanda, tratamiento con 4acido abscisico, HMJ: variedad Holanda, tratamiento con

metiljasmonato; HAM: variedad Holanda, tratamiento 4cido abscisico+metiljasmonato.

Como se observa en la tabla 9, al fijar cada nivel del factor variedad, la variable MS

present6 diferencias significativas entre los distintos niveles del factor tratamiento hormonal

(Figura 38).
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Figura 38: Valores de materia seca (MS, en g) para la variedad Parand (P) y Holanda (H) segin
los cuatro niveles del factor tratamiento hormonal C (Control), A (ABA), MJ (Mela), AM
(ABA+Mela). Letras diferentes indican diferencias significativas entre los niveles del factor

segun el test LSD (p <0,05).

Los valores mds altos de MS (figura 38) se obtuvieron para el tratamiento hormonal
combinado AM en cada una de las variedades de Vinca. En el caso de la variedad H, todos los
niveles del factor resultaron significativamente diferentes, siendo el nivel AM el que presentd
mayor diferencia respecto al C. Ademds, el valor de la variable MS para el tratamiento
hormonal combinado AM en esta variedad result6 significativamente mayor al correspondiente
para la variedad P. También cabe mencionar que en el caso de la variedad P no existieron
diferencias significativas entre los demds tratamientos C, A y MJ.

Considerando unicamente el factor tratamiento hormonal, se presentaron diferencias
significativas (p<0,0001) entre sus cuatro niveles, indicando que la variable MS fue
significativamente superior en un 34,53% para el nivel AM respecto a los niveles C, A y MJ.

Considerando unicamente el factor variedad, se presentaron diferencias significativas
entre sus dos niveles (p<0,0001), indicando que la variable MS fue significativamente superior

en 69,15% para la variedad H respecto de la variedad P.
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Para la variable EET, el andlisis estadistico determiné que hay interaccion significativa
entre los dos factores variedad*tratamiento hormonal (p<0,0001) para los que se presentan los

contrastes ortogonales en la tabla 10.

Tabla 10: Contrastes ortogonales de extractos etandlicos totales (EET) para la interaccién entre

los factores variedad y tratamiento hormonal.

EET (%)

Variedad*tratamiento hormonal Contraste p-valor

PC vs PA -3,55+0,74 0,0002
PC vs PMJ -1,78+0,74 0,028

PC vs PAM -20,09+0,74 <0,0001
PA vs PMJ 1,77+0,74 0,029

PA vs PAM -16,55+0,74 <0,0001
PMJ vs PAM -18,31+0,74 <0,0001
HC vs HA -0,20+0,74 0,7895
HC vs HMJ -0,07+0,74 0,929

HC vs HAM -2,12+0,74 0,0109
HA vs HMJ 0,13+0,74 0,8587
HA vs HAM -1,92+0,74 0,0191
HMJ vs HAM -2,05+0,74 0,0132

PC: variedad Parana, tratamiento Control; PA: variedad Parana, tratamiento con acido abscisico;
PMJ: variedad Parand, tratamiento con metiljasmonato; PAM: variedad Parand, tratamiento
dcido abscisico+metiljasmonato; HC: variedad Holanda, tratamiento Control; HA: variedad
Holanda, tratamiento con 4cido abscisico, HMJ: variedad Holanda, tratamiento con

metiljasmonato; HAM: variedad Holanda, tratamiento 4cido abscisico+metiljasmonato.
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Como se observa en la tabla 10, al fijar cada nivel del factor variedad, la variable EET

presentd diferencias significativas entre los distintos niveles del factor tratamiento hormonal

(Figura 39).
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Figura 39: Valores de la variable extractos etandlicos totales (EET, en % respecto a MS) para
la variedad Parana (P) y Holanda (H) segtin los cuatro niveles del factor tratamiento hormonal:
C (Control), A (ABA), MJ (MeJa), AM (ABA+Mela). Letras diferentes indican diferencias

significativas entre los niveles del factor segun el test LSD (p < 0,05).

Los mayores valores para la variable EET (en % respecto a MS) se obtuvieron en el
tratamiento AM, en ambas variedades. En el caso de la variedad P, existieron también
diferencias significativas entre los demas niveles C, A y MJ. En la variedad H, no existieron
diferencias entre los demads niveles C, A 'y MJ.

Considerando unicamente el factor tratamiento hormonal, se presentaron diferencias
significativas entre sus cuatro niveles (p<0,0001), indicando que la variable EET fue
significativamente superior en un 79,76% para el tratamiento AM respecto a los niveles de

tratamiento hormonal C, A y MJ.
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Considerando unicamente el factor variedad, se presentaron diferencias significativas
entre sus dos niveles (p<0,0001), indicando que la variable EET fue significativamente superior
en 78,34% para la variedad P respecto de la variedad H.

Para la variable FCI1, el andlisis estadistico determindé que no hay interaccién
significativa entre los dos factores variedad*tratamiento hormonal (p=0,0900).

Considerando tnicamente el factor tratamiento hormonal, no se presentaron diferencias
significativas entre sus cuatro niveles (p=0,9274).

Considerando Unicamente el factor variedad, se presentaron diferencias significativas
(p<0,0001) entre sus dos niveles, indicando que la variable FC1 fue significativamente superior

en 17,19% para la variedad P respecto de la variedad H (Figura 40).
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Figura 40: Valores de la variable fraccion cloroférmica 1 (FC1, en % respecto de EET) para la
variedad Parand (P) y Holanda (H). Letras diferentes indican diferencias entre los niveles del

factor variedad segun el test LSD (p < 0,05).

Para la variable FC2, el andlisis estadistico determiné que hay interaccién significativa
entre los dos factores variedad*tratamiento hormonal (p<0,0001) para los que se presentan los

contrastes ortogonales en la tabla 11.
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Tabla 11: Contrastes ortogonales de la variable fraccion cloroférmica 2 (FC2) para la

interaccion entre los factores variedad y tratamiento hormonal.

FC2 (%)

Variedad*tratamiento hormonal Contraste p-valor
PC vs PA 0,01+0,02 0,7342
PC vs PMJ -0,0240,02 0,2441

PC vs PAM -0,2940,02 <0,0001
PA vs PMJ -0,03+0,02 0,1395

PA vs PAM -0,3+0,02 <0,0001
PMIJ vs PAM -0,2740,02 <0,0001
HC vs HA -0,01+0,02 0,6113
HC vs HMJ -0,04+0,02 0,0755
HC vs HAM -0,14+0,02 <0,0001
HA vs HMJ -0,03+0,02 0,1859
HA vs HAM -0,13+0,02 <0,0001
HMJ vs HAM -0,11+0,02 <0,0001

PC: variedad Parana, tratamiento Control; PA: variedad Parana, tratamiento con acido abscisico;
PMJ: variedad Parand, tratamiento con metiljasmonato; PAM: variedad Parand, tratamiento
dcido abscisico+metiljasmonato; HC: variedad Holanda, tratamiento Control; HA: variedad
Holanda, tratamiento con 4cido abscisico, HMJ: variedad Holanda, tratamiento con

metiljasmonato; HAM: variedad Holanda, tratamiento 4cido abscisico+metiljasmonato.

Como se observa en la tabla 11, al fijar cada nivel del factor variedad, la variable FC2

present6 diferencias significativas para diferentes niveles del factor tratamiento hormonal

(Figura 41).
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Figura 41: Valores de la variable fraccion cloroférmica 2 (FC2, en % respecto de EET) para la
variedad Parand (P) y Holanda (H) segtin los cuatro niveles del factor tratamiento hormonal: C
(Control), A (ABA), MJ (MeJa), AM (ABA+Mela). Letras diferentes indican diferencias

significativas entre los niveles del factor segun el test LSD (p <0,05).

En cuanto a los valores de FC2, ambas variedades obtuvieron diferencias significativas
para el tratamiento AM respecto a los demds (C, A y MJ). La variedad P present6 el mayor
valor de FC2 y, ademads, tanto para la variedad P como para la H no existieron diferencias
significativas entre los demads niveles de tratamiento.

Considerando unicamente el factor tratamiento hormonal, se presentaron diferencias
significativas entre sus niveles (p<0,0001), indicando que la variable FC2 fue significativamente
superior en un 111,11% para AM respecto a C, Ay MJ.

Considerando unicamente el factor variedad, se presentaron diferencias significativas
entre sus dos niveles (p<0,0001), indicando que la variable FC2 fue significativamente superior
en un 100% para la variedad P respecto de la variedad H.

Para la variable L, el andlisis estadistico determind que hay interaccién significativa
entre los dos factores variedad*tratamiento hormonal (p<0,0001) para los que se presentan los

contrastes ortogonales en la tabla 12.
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Tabla 12: Contrastes ortogonales de la variable liofilizado (L) para la interacciéon entre los

factores variedad y tratamiento hormonal.

L (%)

Variedad*tratamiento hormonal Contraste p-valor
PC vs PA -3,89+0,71 <0,0001
PC vs PMJ -2,08+0,71 0,0094
PC vs PAM -20,08+0,71 <0,0001
PA vs PMJ 1,81+0,71 0,0207
PA vs PAM -16,1940,71 <0,0001
PMIJ vs PAM -18+0,71 <0,0001
HC vs HA 0,23+0,71 0,7485
HC vs HMJ 0,24+0,71 0,7415
HC vs HAM -1,58+0,71 0,0396
HA vs HMJ 0,01+0,71 0,9926
HA vs HAM -1,81+0,71 0,0207
HMJ vs HAM -1,82+0,71 0,0203

PC: variedad Parana, tratamiento Control; PA: variedad Parana, tratamiento con acido abscisico;
PMJ: variedad Parand, tratamiento con metiljasmonato; PAM: variedad Parand, tratamiento
dcido abscisico+metiljasmonato; HC: variedad Holanda, tratamiento Control; HA: variedad
Holanda, tratamiento con 4cido abscisico, HMJ: variedad Holanda, tratamiento con

metiljasmonato; HAM: variedad Holanda, tratamiento 4cido abscisico+metiljasmonato.

Como se observa en la tabla 12, al fijar cada nivel del factor variedad, la variable L

present6 diferencias significativas para diferentes niveles del factor tratamiento hormonal

(Figura 42).
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Figura 42: Valores de la variable liofilizado (L, en % respecto de EET) para la variedad Parana
(P) y Holanda (H) segtin los cuatro niveles del factor tratamiento hormonal C (Control), A
(ABA), MJ (MeJa), AM (ABA+Mela). Letras diferentes indican diferencias significativas entre

los niveles del factor segun el test LSD (p <0,05).

Respecto a la variable L, ambas variedades presentaron diferencias significativas para el
nivel de tratamiento AM respecto a los demds (C, A y MJ). Considerando las variedades, P
obtuvo el mayor valor de L para el nivel AM.

Considerando uUnicamente el factor variedad, se presentaron diferencias significativas
entre sus dos niveles (p<0,0001), indicando que la variable L fue significativamente superior en
un 40,3% para la variedad P respecto de la variedad H.

Considerando unicamente el factor tratamiento hormonal, se presentaron diferencias
significativas entre sus cuatro niveles (p<0,0001), indicando que la variable L fue
significativamente superior en 139,7% para AM respecto de C, A y MJ.

Estos resultados indicaron que, para cada variedad, el contenido de MS y los
porcentajes de EET, FC2 y L fueron significativamente superiores en el nivel AM respecto a los
demds tratamientos hormonales C, A y MJ; mientras que el porcentaje de FC1 presentd

diferencias significativas unicamente seglin la variedad, siendo P la que obtuvo mayor
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porcentaje de FC1. En cuanto al porcentaje de FC2 (que es donde se concentran los alcaloides
de interés) en el tratamiento AM se obtuvieron los mayores porcentajes para ambas variedades,
siendo la variedad P la que present6 el mayor valor de esta variable.

Estos resultados pueden relacionarse con un estudio donde se evalué el efecto de la
aplicacion ex6gena de MJ a diferentes concentraciones sobre el crecimiento, la produccién de
defensas quimicas y la resistencia contra el gran gorgojo del pino (Hylobius abietis L.) en
plantas de Pinus pinaster Ait. La aplicacion exdgena de MJ indujo la acumulacién de resina en
los tallos y mejord la resistencia contra H. abietis (Moreira et al., 2009). También se ha
informado que MJ induce resistencia contra insectos herbivoros y patégenos (Moreira et al.,
2009). Por otro lado, el MJ y su JA que colectivamente son llamados jasmonatos, activan los
mecanismos de defensa de las plantas en respuesta a heridas causadas por insectos, diversos
patégenos y factores ambientales como la sequia, baja T y salinidad (Cheong y Do Choi, 2003;
Creelman y Mullet 1997; Pérez y Goossens, 2013; Shahzad et al., 2015).

También se demostré que MJ es un inductor quimico del metabolismo secundario,
promoviendo la biosintesis de tabersonina (otro alcaloide bisinddlico pero que no posee interés
farmacéutico) en la raiz de C. roseus (Rodriguez et al., 2003). La formacién de inhibidores de
proteinasas inducida por heridas es un ejemplo bien estudiado, en el que el JA se combina con
ABA y etileno para proteger a la planta de la depredacion (Wasternack y Parthier, 1997). Es
importante destacar que manipular los niveles de ABA cambiando la expresion de genes
biosintéticos clave, proporciona un medio eficaz para aumentar la resistencia (Xiong y Zhu,
2003). El estudio de la influencia de los genes inducidos por ABA en la tolerancia al estrés bajo
la combinacién de miiltiples condiciones, dard una visidn detallada sobre el funcionamiento de
ABA (Vishwakarma ert al., 2017).

Del andlisis bibliografico y con los resultados de esta tesis, se concluye que los
tratamientos hormonales podrian inducir la biosintesis de los monémeros alcaloidales vindolina

y catarantina, aumentando su concentracién en las plantas tratadas. En este estudio, el
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tratamiento hormonal que presenté mayores valores de FC2 (que es donde se encuentran los

alcaloides), fue el combinado AM; y la variedad que mayor cantidad de FC2 acumulé, es la P.

4.2.4 Anadlisis cualitativo de la presencia de los alcaloides catarantina y vindolina en

las FC2 obtenidos de plantas de Vinca sometidas a tratamiento hormonal

En trabajos previos, se investigaron los efectos de las fitohormonas asociadas a la
produccién de alcaloides utilizando cultivos de multiples brotes de C. roseus. Se observd un
nivel alto y equilibrado de vindolina y catarantina (765 y 552 pg respectivamente por gramo de
brotes frescos cultivados en un medio con agregado de hormonas bajo irradiacién con luz
intensa, 20 W/m %) que son materiales ttiles para la sintesis quimica o enzimdtica de alcaloides
bisindélicos antineoplasticos (Hirata et al., 1990). A continuacién, se presentardn los resultados
obtenidos en nuestro caso de estudio. Para el andlisis fitoquimico de las plantas sometidas a
tratamientos hormonales, sdlo se mostrardn las FC2 ya que son las que contienen los alcaloides

de interés.

4.2.4.1 Vinca Variedad Parand

En la Figura 43 se muestran los cromatogramas obtenidos para las FC2
correspondientes a la variedad P. Las calles 1 y 2 corresponden a plantas C; las calles 3y 4, a
plantas tratadas con ABA; las calles 5 y 6, a plantas tratadas con MeJa y las calles 7 y 8, a
plantas tratadas con la combinacion AM. Los testigos puros de catarantina y vindolina fueron
sembrados en las calles 9 y 10 respectivamente. Como se menciond en la parte experimental, los
sistemas reveladores usados fueron: A) reactivo de Dragendorff, B) luz UV 254 nm y C) luz UV
365 nm. Tanto catarantina como vindolina no absorben a 365 nm, por lo que su presencia no se

evidencia con este sistema de revelado.
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Figura 43: Cromatogramas obtenidos para las FC2 correspondientes a la variedad Parand. Las
calles 1 y 2 corresponden a plantas control; las calles 3 y 4, a plantas tratadas con ABA; las
calles 5 y 6, a plantas tratadas con MeJa y las calles 7 y 8, a plantas tratadas con la combinacién
ABA+Mela. Los testigos puros de catarantina y vindolina fueron sembrados en las calles 9 y 10
respectivamente. Reveladores: A) reactivo de Dragendorff, B) luz UV 254 nm y C) luz UV 365

nm.

En las FC2 correspondientes a las plantas C no se evidencio la presencia de los testigos
catarantina y vindolina mientras que, en las FC2 de las plantas tratadas, es clara la presencia de
ambos compuestos. Si bien con esta técnica cromatografica es dificil determinar cudl de los
tratamientos hormonales produce mayor cantidad de catarantina y vindolina, se puede deducir
que el tratamiento con ABA y el combinado AM presentaron mayor intensidad en las bandas
correspondientes a los testigos catarantina y vindolina. Por otra parte, se puede observar que en
las plantas C aparecen otras bandas correspondientes a alcaloides (por el tipo de coloracién

marrén frente al revelado) que no estdn presentes en las FC2 de las plantas tratadas.

4.2.4.2 Vinca Variedad Holanda

En la Figura 44 se muestran los cromatogramas obtenidos para las FC2
correspondientes a la variedad H. Las calles 1 y 2 corresponden a plantas C; las calles 3 y 4, a

plantas tratadas con ABA; las calles 5 y 6, a plantas tratadas con MeJa y las calles 7 y 8, a
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plantas tratadas con la combinacién ABA+Mela. Los testigos puros de catarantina y vindolina
fueron sembrados en las calles 9 y 10 respectivamente.

A

- e
1 2 3 456 78 910 1 2 3 456 78 910 1 23 456 78910

Figura 44: Cromatogramas obtenidos para las FC2 correspondientes a la variedad Holanda. Las
calles 1 y 2 corresponden a plantas control; las calles 3 y 4, a plantas tratadas con ABA; las
calles 5 y 6, a plantas tratadas con MeJa y las calles 7 y 8, a plantas tratadas con la combinacién
ABA+Mela. Los testigos puros de catarantina y vindolina fueron sembrados en las calles 9 y 10
respectivamente. Reveladores: A) reactivo de Dragendorff, B) luz UV 254 nm y C) luz UV 365

nm.

Del mismo modo que para la variedad P, en las FC2 correspondientes a las plantas C no
se evidencid la presencia de los testigos catarantina y vindolina mientras que, en las FC2 de las
plantas tratadas, es clara la presencia de ambos compuestos. Si bien con esta técnica
cromatografica es dificil determinar cudl de los tratamientos hormonales produce mayor
cantidad de catarantina y vindolina, se puede deducir que el tratamiento con ABA y el
combinado ABA+MeJa presenté mayor intensidad en las bandas correspondientes a los testigos
catarantina y vindolina. Por otra parte, se puede observar que en las plantas control aparecen
otras bandas correspondientes a alcaloides (por el tipo de coloracién marrén frente al revelado)
que no estan presentes en las FC2 de las plantas tratadas.

A partir de estos resultados se podria inferir que el tratamiento con ABA y el

combinado con ABA+Mela, tanto en la variedad P como en la H, aumentarian la produccién de
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los alcaloides mondémeros catarantina y vindolina que son los precursores de los
farmacolégicamente activos vincristina y vinblastina.

En este sentido, se revisaron algunos trabajos en la literatura donde se ha demostrado
que Mela, es un inductor quimico del metabolismo secundario, promueve la biosintesis de
vindolina en el desarrollo de las plantulas como resultado de la induccién de TDC y D3H.
(Vazquez-Flota y De Luca, 1998). La aplicacién externa de la molécula de sefializacién de las
plantas MeJa, aumenta significativamente en las pldntulas la acumulacién de los alcaloides
monoméricos. Estos efectos fueron mds pronunciados cuando Mela fue aplicado durante el
proceso de germinacion, ejerciendo asi su efecto sobre la acumulacion de alcaloides a través de
una ampliacién del grupo de precursores de alcaloides y una mejora de varias actividades
enzimaticas en la biosintesis de los mismos. La aplicacion externa de MelJa puede ejercer un
efecto notable en la sintesis de alcaloides en las plantulas de Catharanthus, también es evidente
el hecho de que la biosintesis de alcaloides en las plantulas es influenciada por MelJa sé6lo
durante un intervalo de tiempo, después de lo cual MeJa apenas afecta el contenido de
alcaloides (Aerts ef al., 1996).

Otro trabajo realizado mediante el tratamiento con MelJa en pldntulas de C. roseus
durante su desarrollo, generé como resultado la duplicaciéon de la acumulacién de algunos
alcaloides. Las actividades de ciertas enzimas involucradas en la biosintesis de alcaloides fueron
fuertemente inducidas después de la aplicacion de MeJa y se demostré que promovid la
biosintesis de vindolina en las plantulas como resultado de la induccién de las enzimas
involucradas. Aunque las hojas jévenes presentaron un contenido mucho mayor de catarantina y
vindolina comparado con las hojas maduras, el catabolismo de estos monémeros a los alcaloides
bisindol (dimeros) fue mayor en hojas viejas y se obtuvo un doble aumento en el rendimiento de
anhidrovinblastina tras este tratamiento (El-Sayed y Verpoorte, 2005).

Del andlisis bibliografico y con los resultados de esta tesis, se concluye que los
tratamientos hormonales podrian inducir la biosintesis de los mondmeros alcaloidales,

aumentando su concentracién en las plantas tratadas. Parece ser que el momento de la
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aplicacioén de los mismos es fundamental, por lo que se abre un abanico de posibilidades para

seguir investigando.
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5. CONCLUSIONES

Durante este trabajo de tesis se logré desarrollar favorablemente el cultivo en
condiciones de invernadero de dos variedades de la planta medicinal C. roseus (Vinca), que
normalmente crece en regiones tropicales. Se observé la incidencia del estrés hidrico y de
tratamientos hormonales en tres pardmetros morfoldgicos (AF, AP y NH) como también en el
rendimiento de MS y extractos (EET, FC1, FC2 y L) y en la presencia de los alcaloides
marcadores catarantina y vindolina de la FC2.

De los resultados anteriores se puede concluir que: Tanto la variedad P como H de la
especie Vinca, se vieron afectadas por el factor estrés hidrico reduciendo el AF, la AP y el NH;
mientras que el factor orientacion en el invernadero no afect6 significativamente a las variables
estudiadas. Ademds, el factor variedad presenté diferencias significativas de las variables
estudiadas dadas las caracteristicas propias de cada nivel (P y H). La diferencia de las variables
AF, AP y NH entre las variedades de Vinca (H: 62,30 cm y P: 27,93 cm) independientemente de
los niveles de estrés hidrico y orientacion en el invernadero, se debe a caracteristicas propias de
los varietales. H es una variedad de mayor altura, mayor distancia de entrenudos y presenta
menor nimero de hojas; mientras que la variedad P presenta menor altura, entrenudos cortos y
un mayor nimero de hojas.

Para cada variedad, el contenido de MS y los porcentajes de EET, FC1 y L fueron
significativamente superiores en el nivel C que en los dos niveles de estrés hidrico; mientras que
el porcentaje de FC2 resulté mayor en los niveles EB y EA respecto al C. Esto indicaria que el
mayor porcentaje de FC2 (que es donde se concentran los alcaloides de interés) en ambos
niveles de estrés hidrico respecto al C, estaria relacionado con una produccién mayor de estos
compuestos en esas situaciones. Por otra parte, el contenido de MS y porcentaje de extractos
para los tres niveles del factor estrés hidrico, fue superior en la variedad P dada las
caracteristicas morfoldgicas propias de esta variedad. En lo que se refiere a los estudios
fitoquimicos, se puede concluir que tanto la variedad P como la H se comportaron de la misma

manera frente al estrés hidrico generado en las condiciones de este trabajo: en las FC2 se
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evidenci6 la presencia de los testigos catarantina y vindolina solamente en las plantas sometidas
a estrés hidrico, pero no en las plantas C. Si bien no se puede concluir cudl de los dos niveles de
estrés hidrico influyé més en el aumento de la concentracién de estos alcaloides debido a que la
técnica analitica utilizada no lo permite, es claro que el estrés hidrico es determinante en la
produccién de estos metabolitos secundarios en Vinca.

Para ambas variedades, existe una clara relacién entre las variables morfolégicas, de MS
y materia extraida y contenido de alcaloides de interés frente al estrés hidrico. La disminucién
significativa de AF y NH va acompafiada del aumento en la biosintesis de los alcaloides
catarantina y vindolina. Asimismo, la variedad P sometida al nivel bajo de estrés hidrico
presenté un mayor contenido de MS, EET y FC2, siendo la combinacién mds apropiada para
lograr mayor contenido de catarantina y vindolina.

Por otra parte, las plantas que recibieron el tratamiento hormonal combinado (AM)
presentaron valores significativamente superiores de las tres variables morfoldgicas estudiadas
(AF, AP y NH), materia extraida (EET, FC1, FC2 y L) y contenido de alcaloides de interés,
independiente de la variedad. Esto sugiere un comportamiento distinto a lo que ocurrié con el
estrés hidrico: frente a tratamientos hormonales, el aumento significativo de las variables
morfoldgicas, va acompanado del aumento del contenido de materia extraida y alcaloides en la
FC2. Ademas, las variables EET y FC2 fueron significativamente superiores para la variedad P
respecto de la variedad H, por lo que se concluye que los tratamientos hormonales podrian
inducir la biosintesis de los mondémeros alcaloidales vindolina y catarantina, aumentando su
concentracién en las plantas tratadas. En este estudio, el tratamiento hormonal que presentd
mayores valores de FC2 (y por lo tanto mayor contenido de vindolina y catarantina), fue el

combinado AM; y la variedad que mayor cantidad de FC2 acumulé, fue la P.
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Anexo I: Riego correspondiente a los tres niveles del factor estrés hidrico.

ANEXOS

Fecha |Tratamiento| Riego (ml)
Control 38
F1 Estrés bajo 20
Estrés alto 8
Control 76
F2 Estrés bajo 40
Estrés alto 15
Control 38
F3 Estrés bajo 20
Estrés alto 8
Control 38
F4 Estrés bajo 20
Estrés alto 8
Control 76
F5 Estrés bajo 40
Estrés alto 15
Control 76
F6 Estrés bajo 40
Estrés alto 15
Control 38
F7 Estrés bajo 20
Estrés alto 8

Referencias: F1: 24/07/2015; F2: 31/07/2015; F3: 07/08/2015; F4: 18/08/2015; F5:

25/08/2015; F6: 31/08/2015 y F7: 04/09/2015.
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