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ABREVIATURAS 

 

 

°C: grados Celsius 

µg: microgramo 

µL: microlitro 

µM: micromolar 

2,4-D: ácido 2,4-

Diclorofenoxiacético 

AJ: ácido jasmonico 

APX: ascorbato peroxidasa 

AZA: azadiractina 

AZRL: limonoides relacionados 

a azadiractina 

BAP: bencilaminopurina 

BSA: albumina sérica bovina 

CAT: Catalasa 

CoA: Coenzima A 

DHA. dehidroascorbato 

DHAR: dehidroascrobato 

reductasa 

DMADP: dimetilalil difosfato 

DTT: ditiotreitol 

EAG: equivalentes de ácido 

gálico 

EDTA: ácido etilendiamino 

tetraacético 

EM: extracto de micelio 

ERO: especies reactivas de 

oxigeno 

FDP: farnesil difosfato 

g: fuerza gravimetrica 

g: gramo 

GDP: geranil difosfato 

GGDP: geranil geranil difosfato 

GPX: glutatión peroxidasa  

GR: glutatión reductasa 

GSH: glutatión reducido 

GSSG: glutatión oxidado 

h: horas 

HV: hongos vivos 

IAA: ácido indol acético 

IBA: ácido indol butírico 

IDP: isopentenil difosfato 

INIFAP: Instituto Nacional de 

Investigación Forestal, 

Agrícola y Pecuaria  

Kn: kinetina 

L: litro 

M.S.: micelio suspendido 

m: metros 

M: molar 

MDA: monodehidroascorbato 

MDAR: monodehidroascrobato 

reductasa 

MEP: metileritritol fosfato 

MF: medio filtrado 

mg: miligramo 

min: minutos 

mL: mililitro 

mm: milímetros 

MS: medio Murashige y Skoog 

msnm: metros sobre el nivel 

del mar 

NAA: ácido naftalenacetico 

NADPH: Nicotinamida adenina 

dinucleótido fosfato 

nm: nanómetro 

OPC: oligosacáridos de pared 

celular 

p. ej.: por ejemplo 

P.S.: peso seco 

PAL: fenil amonio liasa 

POD: peroxidasa 

PVPP: polivinil polipirrolidona 

rpm: revoluciones por minuto 

SE: suspensión de esporas 

U: unidades de actividad 
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1. RESUMEN  

 

Azadirachta indica A. Juss (neem) es ampliamente estudiada por sus actividades 

biológicas, siendo los limonoides (AZRL) los principales metabolitos secundarios. 

Sin embargo, diversos factores ambientales afectan la producción de AZRL y los 

reportes acerca de su biosíntesis son escasos. Algunas estrategias biotecnológica 

para incrementar la producción de metabolitos secundarios son el cultivo in vitro y 

la elicitación con diferentes tipos de estrés abiótico y biótico. El objetivo de este 

estudio fue evaluar la elicitación con oligosacáridos de pared celular (OPC) de 

Fusarium spp., sobre los mecanismos antioxidantes enzimático/no enzimático, la 

producción de AZRL y de compuestos fenólicos en cultivos de callos. Los callos de 

A. indica con seis días de edad fueron elicitados con 1.16 y 2.32 µg de OPC mL-1 

de Fusarium spp. (equivalentes a 25 y 50 µg de micelio mL-1, respectivamente). Se 

cuantificó la actividad de la enzima fenil amonio liasa (PAL), catalasa (CAT), 

peroxidasa (POD) y ascorbato peroxidasa (APX), la concentración de compuestos 

fenólicos totales y AZRL en un intervalo de 0 a 72 h después de la elicitación. La 

adición de 1.16 µg de OPC mL-1 provocó un aumento del 273 %,  284 % y 157 % y 

en las actividades de CAT, POD y APX en comparación al cultivo control (5.62,  

20604 y 5.63 U/mg proteína, respectivamente) respecto al promedio del control. 

Todas las actividades enzimáticas mostraron un comportamiento monofásico a las 

36h después de la elicitación y el máximo contenido de limonoides se alcanzó 

después de 72 h de exposición (2000 μg AZRL/g de P.S). El tratamiento con 2.32 

µg de OPC mL-1 produjo un nivel mayor de estrés oxidativo mostrando un perfil 

bifásico en la actividad de CAT y POD a las 18 y 36 h después de la elicitación (231 

y 408 %; 827 y 1671% comparados al control, respectivamente). Mientras que APX 

mostró un comportamiento monofásico con un máximo a las 36 h (1781 %, respecto 

al control). Por lo que se concluye que la adición de OPC de Fusarium spp., 

incrementó la respuesta antioxidante enzimática para contrarrestar la concentración 

de especies reactivas de oxígeno, las cuales pueden estar involucradas con 

mecanismos para la biosíntesis de AZRL. 
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2. ABSTRACT 

 

Azadirachta indica A. Juss (neem) has been widely studied for its biological 

activities; limonoids (AZRL) are the major secondary metabolites. However, Neem 

is exposed to environmental factors and AZRL production is affected; furthermore 

their biochemical pathway is not well studied. Some biotechnological strategies to 

improve the production of secondary metabolites are plant in vitro culture and 

elicitation with biotic and abiotic stresses. The aim of this study was to evaluate the 

effects of elicitation with cell wall oligosaccharides (OPC) from Fusarium spp on the 

enzymatic/non-enzymatic antioxidant capacities, AZRL and phenolic compounds 

production in A. indica callus cultures. Six-day old callus of A. indica were elicited 

with 1.16 and 2.32 µg OPC mL-1OPC from Fusarium spp. (25 y 50 µg of mycelia mL-

1, respectively). The activity of phenylalanine ammonia lyase (PAL), catalase (CAT), 

peroxidase (POD) and ascorbate peroxidase (APX), phenolic compounds and AZRL 

contents were quantified from 0 to 72h after elicitation. Addition of 1.16 µg OPC mL-

1 increased 273, 284,157% of CAT, POD and APX activities in comparison to the 

control cultures (5.62, 20604, 5.63 U/mg protein, respectively). All activity showed a 

monophasic profile at 36h after elicitation and the highest limonoids content was 

achieved at 72h (2000 μg AZRL/g fresh weight). Treatment with 2.32 µg OPC mL-

1 produced a high oxidative burst level, following biphasic profile of CAT and POD 

activities at 18 and 36h after elicitation (231 and 408 %; 827 and 1671% in relation 

to the control, respectively). While, APX activity exhibited a monophasic profile with 

maxima at 36h (1781%, respect to the control). Addition of OPC from Fusarium. spp 

increased enzymatic antioxidant activity in order to decrease reactive oxygen 

species, which could be involved with AZRL biosynthesis. 
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3. INTRODUCCIÓN 

 

Azadirachta indica A. Juss (neem), es un árbol proveniente de India, que ha sido 

utilizado desde la antigüedad para el tratamiento y prevención de varias 

enfermedades (Biswas et al., 2002; Singh et al., 2005). Acumula principalmente 

limonoides (AZRL) y compuestos fenólicos, que se encuentran mayoritariamente en 

las semillas, siendo este uno de los mayores problemas en cuanto a la obtención 

de sus principios bioactivos, ya que es una planta que produce semillas una vez al 

año (Chavarría et al., 1978). En cultivos in vitro de A. indica se han reportado 

estudios de elicitación abiótica y biótica para la producción de AZRL (Balaji et al., 

2003; Satdive et al., 2006; Devi et al., 2008; Srivastava y Srivastava, 2014), sin 

embargo, no existe reportes en cuanto a la acumulación de compuestos fenólicos. 

Por otro lado, los estudios acerca de las vías de biosíntesis de AZRL y compuestos 

fenólicos en A. indica son escasos y se desconocen los mecanismos de traducción 

de señales pueden conllevar a su biosíntesis. 

 

En relación a los compuestos fenólicos, se conoce que la enzima fenilalanina 

amonio liasa participa en su biosíntesis. La actividad de PAL puede ser afectada 

tanto por estrés abiótico como biótico. Por ejemplo, la enzima PAL también puede 

ser inducida por factores bióticos como el ataque de patógenos (hongos) (El 

Modafar et al., 2001). La elicitación en suspensiones celulares y en plántulas in vitro 

con oligosacáridos fúngicos han mostrado efecto positivo en la actividad de PAL, 

así como en la concentración de compuestos fenólicos, producción de ERO y de 

otros metabolitos secundarios (Yuan et al., 2002; Xu y Dong, 2005; Xu et al., 2005; 

El Modafar et al., 2006).  

 

Por lo que en este trabajo, se propuso evaluar el efecto de la elicitación con 

oligosacáridos del hongo Fusarium spp sobre los mecanismos antioxidantes 

enzimático/no enzimático, la producción de AZRL y de compuestos fenólicos en 

cultivos de callos de A. indica. 
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4. ANTECEDENTES 

 

4.1. Generalidades de Azadirachta indica 

 

Azadirachta indica es conocida popularmente como nim, neem, margosa paraíso, 

caoba criolla y caoba haitiana. Es un árbol tropical perennifolio, con la siguiente 

clasificación taxonómica hecha por De Jussieu en 1830 (Biswas et al., 2002).  

 

Orden:  Rutales 

Familia: Meliaceae 

Género: Azadirachta 

Especie: indica  

 

Tiene una altura entre los 15 y 20 m. Florece de abril a mayo y produce frutos en 

mayo prolongándose hasta agosto, es decir que es anual en la producción de 

semillas.  

 

Figura 1. Neem (A. indica). A) Árbol de neem, B) Frutos, C) Flores. Fotografías: 

Armando Noriega Feria. 
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Crece en diferentes condiciones climáticas, siendo actualmente cultivado en zonas 

semiáridas con precipitaciones pluviales de 200 a 1200 mm H2O, tolera 

temperaturas desde 0 a 49°C y crece en alturas que van desde 50-1500 msnm. Esta 

especie no es muy exigente en cuanto al tipo de suelo, con excepción a los suelos 

anegados y con arenas secas profundas. El sistema radicular es capaz de extraer 

nutrientes y humedad en suelos muy elevados y es tolerante a salinidad. (Rodríguez 

et al., 1994; Chavarría et al., 1978). 

 

Es nativo de la zona Este de la India y Birmania; su introducción en el Caribe, países 

de Centroamérica y México es bastante reciente. El árbol de neem se introdujo a 

México por Baja California Sur en 1989 por un grupo de productores privados 

dedicados a la horticultura orgánica en San José del Cabo (Leos y Salazar, 2002). 

En 1992 se introdujo al Valle del Yaqui, Sonora (Moreno, 1996). A partir de 1994, 

los árboles se plantaron en otros estados como: Baja California Sur, Sinaloa, 

Sonora, Nayarit, Colima, Campeche, San Luis Potosí, Guerrero, Quintana Roo, 

Yucatán, Nuevo León, Veracruz, Oaxaca, Morelos, Chiapas, Guanajuato, Tabasco, 

Tamaulipas y Durango, dentro de los más importantes (INIFAP, 1999). 

 

A. indica es conocido desde hace más de 2000 años en India y sus países vecinos 

formando parte importante de la cultura, siendo muy apreciada como una planta 

medicinal con muchos usos, esto debido a su amplio espectro de actividad biológica. 

Los usos medicinales abarcan todas las partes de la planta y la investigación de los 

compuestos químicos contenidos en el neem ha sido desarrollada principalmente 

en la segunda mitad del siglo XX (Biswas et. al., 2002). 

 

4.1.1. Compuestos bioactivos y actividad biológica 

 

A. indica produce más de 300 metabolitos secundarios (David et al., 2000; Dai et 

al., 1999). Estos compuestos pueden dividirse en dos tipos principales: los 

isoprenoides y los norisoprenoides. Los isoprenoides, también conocidos como 

terpenos, representan un tercio de los metabolitos secundarios. Incluyen 
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diterpenoides y triterpenoides entre los que se encuentran protomeliacinas, 

limonoides, azadirona y sus derivados, gedunina y sus derivados, compuestos del 

tipo vilasinina y C-secomeliacinas tales como nimbina, salanina y azadiractina 

(AZA). Los norisoprenoides incluyen compuestos tan diversos como proteínas, 

aminoácidos, compuestos sulfurosos y  compuestos polifenólicos, que son ricos en 

la planta, como flavonoides y sus glicosidos, etc.  (Biswas et al., 2002; Orozco-

Sánchez y Rodríguez-Monroy, 2007).  

 

4.1.1.1. Limonoides 

 

Los limonoides son derivados de los terpenoides pertenecientes al grupo de los 

tetranortriterpenoides, son moléculas altamente oxidadas y son las encargadas de 

darle el sabor amargo característico a los cítricos. En plantas los limonoides están 

casi reservados para plantas de la familia Rutales y más abundantes en las familias 

Rutaceae y Meliaceae, donde también se conocen como meliacinas. 

 

Son moléculas moderadamente polares, solubles en acetona y alcohol (Aliero, 

2003). Estereo-químicamente son homogéneos y su estructura típica contiene un 

esqueleto de 4, 4,8-trimetil-17-furanilesteroide (Roy y Saraf, 2006).  

 

Se conocen diversas aplicaciones medicinales de varias partes del neem. La 

actividad biológica está reportada en los extractos crudos y sus diferentes fracciones 

obtenidas de hoja, corteza, raíz, semilla y aceite. Los extractos han sido utilizados 

para el tratamiento de varios males (Biswas et al., 2002). 

 

Algunos limonoides de A. indica y su actividad biológica se muestran en el Cuadro 

1. 
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Cuadro 1. Limonoides bioactivos en A. indica.  

Compuesto Fuente Actividad biológica Referencia 

Nimbidina n. e. 

Antiinflamatorio 

Antiartrítico 

Antipirético 

Hipoglucémico 

Espermicida 

Antifúngico 

Antibacteriano 

Antidiurético 

Antiviral 

Bhargava et al. (1970) 

Pillai et al. (1981) 

Murthy y Sirsi (1958) 

Bhide et al. (1958) 

Nimbina 
Aceite de 

semilla 

Espermicida 

Antiviral 
Bhide et al. (1958) 

Deactilazadiractinol Hoja Antihormona 
Sharma et al. (1959) 

 

Nimbidato de sodio n. e. Antinflamatorio 

Bhargava et al. (1970) 

Pillai et al. (1981) 

 

Margolona, margolonona, 

isomargolonona 
Corteza 

Antibacteriano 

 

Ara et al. (1989) 

 

Azadiractina  Semilla 

Antimalárico 

Antialimentario 

Antihormona 

Anticancerígeno 

Antifúngico 

Varios 

Mahmoodina 
Aceite de 

semilla 
Antibacteriano 

Devakumar et al. 

(1996) 

 

Nimbólido 
Aceite de 

semilla 

Antibacteriano 

Antimalárico 

Anticancerígeno 

Rochanakij et al. 

(1985) 

Khalid et al. (1989) 

Rojanapo et al. (1985) 

Kumar et al. (2010) 

Gedunina 
Aceite de 

semilla 

Antifúngico 

Antimalárico 

Anticancerígeno 

Rao et al. (1977) 

Khalid et al. (1989) 

Kumar et al. (2010) 
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7-deacetil-7-

benzoilepoxiazadiradiona 
n. e. Actividad citotóxica contra 

células leucémicas 
Kikuchi et al. (2011) 

7-deacetil-7-benzilgedunina n. e. 

28-deoxinimbolido n. e. 

Actividad citotóxica contra 

células leucémicas 

Antiinflamatorio 

Kikuchi et al. (2011) 

Akihisa et al. (2011) 

1-3-diacetilvilasinina n. e. Antiinflamatorio 

Akihisa et al. (2011) 
Salanina n. e. 

Antiinflamatorio 

Anticancerígeno 

2-3-dihidrosalanina n. e. Antiinflamatorio 

3-deacetilsalanina n. e. Antiinflamatorio 

7-O-acetil-7-O-debenzoil-22-

hidroxi-21-metoxilimocinina 
Flores Inhibidor de melanogénesis 

Kitdamrongtham et al. 

(2014) 

7-benzoil-17-epinimbocinol n. e. Anticancerígeno Manosroi et al. (2014) 

2,3-dihidro-3α-

metoxinimbolido 
n. e. 

Anticancerígeno 

Inhibidor de cáncer de 

estomago 

Manosroi et al. (2014) 

n. e. (no especificado) 

 

4.1.1.2. Biosíntesis de limonoides  

 

Los limonoides se sintetizan a partir de metabolitos primarios por dos rutas: la del 

ácido mevalónico, que se encuentra activa en el citosol, en donde tres moléculas de 

acetil-CoA se condensan para formar ácido mevalónico que reacciona hasta formar 

isopentenil difosfato (IDP); y la ruta del metileritritol fosfato, que sucede en los 

cloroplastos, en la que una molécula de gliceraldehído trifosfato y una de piruvato 

se condensan para formar metileritritol fosfato (MEP) y posteriormente dimetilalil 

difosfato (DMADP) (Figura 2). 

 

El isopentenil difosfato y su isómero dimetilalil difosfato (DMADP) son los 

precursores activados en la biosíntesis de terpenos en reacciones de condensación 

catalizadas por prenil transferasas para dar lugar a prenil bifosfatos como geranil 

difosfato (GDP), precursor de monoterpenos; farnesil difosfato (FDP), precursor de 
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sesquiterpenos y geranil geranil difosfato (GGDP) precursor de diterpenos. Dos 

moléculas de farnesil difosfato,  con ayuda de la sintetasa de escualeno se unen por 

los extremos donde pierden los grupos pirofosfato para formar escualeno (Ávalos y 

Pérez-Urria, 2009). 

 

Estas tres unidades sirven como precursores de las diferentes clases de terpenos. 

Las sintasas de terpenoides o ciclasas catalizan las reacciones en las que forman 

los terpenos primarios. Estos a su vez, son posteriormente modificados por la 

actividad de una serie de diferentes enzimas en 21 pasos (p. ej. hidroxilasas, 

dehidrogenasas, reductasas y glicosil, metil y acil transferasas) los cuales en 

conjunto generan la gran cantidad de estructuras derivadas de los terpenoides, 

protolimonoides o protomeliacinas (derivados de eufano y tirucalano) que son los 

precursores biosintéticos de las meliacinas o limonoides. En A. indica se han 

identificado 12 protolimonoides, en entre ellos el meliantrol que es una molécula con 

una potente actividad antialimentaria (Kumar et al., 2014).  

 

Con base en las rutas conocidas para la producción de isoprenos necesarias para 

la producción de protolimonoides y limonoides, se han propuesto modelos en los 

que se presume una serie de reacciones sucedidas en el citosol y en los plastidios 

(Aharoni et al. ,2005).  

 

La información acerca de la biosíntesis de terpenos no se encuentra totalmente 

definida (Figura 2), sin embargo, estudios de radio marcaje han identificado partes 

importantes de esta ruta. Proponen que la biosíntesis de azadiractina y sus 

precursores provienen de la vía del mevalonato y la ciclación del escualeno dando 

como resultado iones tetracíclicos químicamente similares, el eufano/eufol y 

tirucalano/tirucalol (A). La isomerización alílica del eufano/tirucalano lleva a la 

formación de butirospermol (B) que luego es oxidado y sufre un re-arreglo por una 

reacción tipo Wagner-Meerwein en la que hay un cambio de 1,2-metil  para formar 

apo eufano/tirucalano (C). Reacciones de escisión de los cuatro carbones 

terminales de la cadena lateral llevan a la formación de intermediarios de 
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tetranortiterpenoides y una ciclización de los carbonos restantes da lugar a un anillo 

furano (D) que finalmente es oxidado para formar azadirona y azadiradiona. 

Limonoides como la nimbina, nimbidina y la salanina se forman con ambas 

moléculas, azadirona o azadiradiona, por medio de la oxidación y esterificación con 

una molécula de ácido tíglico. Se ha postulado que la azadiractina y limonoides 

relacionados a azadiractina (AZRL) se sintetizan en la posterior oxidación y ciclación 

de azadirona y salanina (E).  

 

 Figura 2. Precursores y compartimentación en la síntesis de AZA y limonoides 

relacionados. GDP (geranil difosfato), FDP (farnesil difosfato). Adaptado de Aharoni 

et al. (2005).  
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4.1.1.3. Compuestos fenólicos 

 

En el metabolismo de las plantas los aminoácidos aromáticos se pueden dirigir al 

metabolismo primario como al secundario. Las plantas sintetizan una gran variedad 

de productos secundarios que tienen un grupo fenol, estas sustancias reciben el 

nombre de compuestos fenólicos, polifenoles o fenilpropanoides y derivan todas 

ellas del fenol, un anillo aromático con un grupo hidroxilo (Boudet, 2007).  

 

Son un grupo muy diverso que comprende desde moléculas sencillas como los 

ácidos fenólicos hasta polímeros complejos como taninos y lignina. Los principales 

compuestos fenólicos de A. indica y su actividad biológica se muestran en el Cuadro 

2. 

 

Cuadro 2. Compuestos fenólicos de A. indica  

Compuesto Presencia Actividad biológica 

Ácido tánico Corteza fresca,  corteza seca, 

hojas maduras, hojas tiernas 

epicarpio tierno,  epicarpio 

maduro, pulpa madura  

epicarpio tierno, semilla tierna,  

semilla madura. 

Insecticida 

 

Ácido gálico Corteza fresca, hojas tiernas, 

hojas maduras,  epicarpio 

tierno,  epicarpio maduro,  

epicarpio tierno, pulpa tierna, 

pulpa madura,  semilla tierna,  

semilla madura,  flores. 

Antibacterial 

Actividad anticonvulsiva 

Importancia en la interacción 

planta-insecto 

Ácido ferúlico Corteza fresca, hojas tiernas, 

hojas maduras,  epicarpio 

tierno,  epicarpio maduro,  

epicarpio tierno, pulpa tierna, 

pulpa madura,  semilla tierna,  

semilla madura. 

Anti fúngico 

Efecto alelopático 

Propiedades 

inmunoestimuladoras 
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Ácido clorogénico Semilla tierna, semilla madura, 

flores 

Propiedades 

inmunoestimuladoras 

Potente antioxidante 

Antioxidante primario y 

secundario 

Antioxidante de proteínas de 

baja densidad 

antiinflamatorio 

Epicatequina, catequina Corteza Antiinflamatorio 

Inmunomodulador 

Tomado de: Singh et al., 2005. 

 

4.1.1.4. Biosíntesis de compuestos fenólicos 

 

Existen dos rutas básicas en la biosíntesis de compuestos fenólicos. La ruta del 

ácido shikímico y la ruta del ácido malónico. La ruta del ácido malónico es propia en 

la producción de fenoles en hongos y bacterias, pero es poco empleada en plantas 

superiores, siendo así la ruta del ácido shikímico la responsable de la biosíntesis de 

la mayoría de los compuestos de este tipo en las plantas (Figura 3) (Pérez-Urria y 

Ávalos, 2009). 

 

 

Figura 3. Ruta del ácido shikímico. Tomado de Pérez-Urria y Ávalos (2009) 
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La mayoría de compuestos fenólicos provienen de la fenilalanina. La enzima 

fenilalanina amonio liasa (PAL) cataliza la formación de ácido cinámico por 

eliminación de una molécula de amonio en la fenilalanina.  

 

Esta enzima está situada en un punto de ramificación entre el metabolismo primario 

y secundario por lo que la reacción que cataliza es una importante etapa reguladora 

en la formación de muchos compuestos fenólicos (Figura 3). Las reacciones 

posteriores a la catalizada por PAL son básicamente adiciones de más grupos 

hidroxilo y otros sustituyentes. Los ácidos trans-cinámico y p-cumárico se 

metabolizan para formar ácido ferúlico y ácido cafeico cuya principal función es ser 

precursores de otros derivados más complejos: cumarinas, lignina, taninos, 

flavonoides e isoflavonoides. Los ácidos cinámico y cumárico, así como sus 

derivados, son compuestos fenólicos simples llamados fenilpropanoides por 

contener un anillo de benceno (C6) y una cadena lateral de tres carbonos (C3) 

(Ávalos y Pérez-Urria, 2009). 

 

4.2.  Metabolitos secundarios en cultivos in vitro de A. indica  

 

El uso de herramientas biotecnológicas para la propagación, mejoramiento y 

producción de metabolitos secundarios de A. indica mediante cultivo de células, 

órganos o tejidos constituyen una alternativa, ya que existe un mayor control de las 

condiciones permitiendo mantener niveles de producción más constantes de 

metabolitos de interés que en sistemas donde se usa la planta completa (James y 

Lee, 2001). Los cultivos in vitro de callos son sistemas fácilmente manipulables en 

los que se puede estudiar el control básico del ciclo, proliferación y crecimiento 

celular sin procesos de desarrollo. Facilitan además el estudio de las respuestas 

fisiológicas y metabólicas ante estímulos bióticos y abióticos, permitiendo así 

separar las respuestas celulares de las respuestas generadas por una planta 

completa. 
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Estudios previos nos brindan información sobre la micropropagación, morfogénesis 

y organogénesis de A. indica (Prakash et al., 2002). Naina et al. (1989) usaron 

Agrobacterium tumefaciens para lograr la transformación genética y regeneración 

de plantas de A. indica. Gautam et al. (1993) propagaron embriones y raíces en 

callos de A. indica obtenidos de anteras. Kearney et al.,  (1994) demostraron el 

efecto antialimentario de los metabolitos secundarios producidos por callos y 

suspensiones de A. indica sobre insectos. También se reportó la producción in vitro 

de AZA y otros limonoides en callos y suspensiones celulares (Allan et al., 1994; 

Wewetzer, 1998; Prakash et al., 2002). A partir de estos resultados en los años 

siguientes se desarrollaron estudios en los que se abordaron estrategias para 

mejorar la concentración de AZA en cultivos celulares, tanto en callos como en 

suspensiones celulares, raíces, brotes y plantas completas, probando diferentes 

tipos de medios, reguladores y explantes (Cuadro 3). Se registraron diversas 

patentes dedicadas a incrementar la producción de AZA  y otros metabolitos 

secundarios del tipo terpénico a partir de cultivos in vitro de A. indica (Hollowach-

Keller et al., 1997; Abraham et al., 2005). Otros estudios han explorado el 

establecimiento de cultivos de suspensiones celulares de A. indica en biorreactores 

(Muñoz et al., 2006;  Prakash y Srivastava, 2005, 2006; Vásquez-Rivera et al., 

2015), tipo tanque agitado, habiendo un especial interés en cultivos de raíces 

transformadas para incrementar la producción de AZA. (Srivastava y Srivastava et 

al., 2012, 2013). Pandreka et al., 2015, realizaron estudios de los perfiles de los 

triterpenoides y caracterización funcional de los genes iniciales involucrados 

(AiGDS, AiFDS y AiSQS) en la biosíntesis de los limonoides de A. indica.  
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Cuadro 3.  Producción de limonoides en cultivos in vitro. 

Tipo de cultivo Explante Medio de cultivo Limonoides  Referencia 

Callo Hojas MS+IBA (4 mg/L) + BAP (2 mg/L) 7 μg AZA/g P.S. 
Allan et al 

(1994) 

Callo/ 

Suspensión/ 

Brotes 

Hojas MS+IBA (4 mg/L)+ BAP (2 mg/L) No detectado 
Kearney et al 

(1994) 

Raíces in vitro Embrión MS +ANA (0.1 mg/L) +BAP (0.5 mg/L) 4 μg AZA/g P.S. Srividya et al 

(1998) Brotes Embrión 1/2MS+IBA (0.5 mg/L) 8 μg AZA/g P.S. 

Callos 
Hojas MS +2,4-D (1 mg/L) + Kn (0.5 mg/L) + 

glicina (90.3 g/L) 

26800 μg AZA/g 

P.S. Veeresham et 

al (1998) 
Flores 24600 g AZA/g P.S. 

Callos 
Hojas White+ IAA (0.2 mg/L) + BAP (1 mg/L) 

 

64 μg AZA/g P.S. Wewetzer 

(1998) Corteza 44 μg AZA/g P.S. 

Callos/ 

Suspensión 
Hojas MS+IBA (4 mg/L) + BAP (2 mg/L) * 

Kuruvilla et al 

(1999) 

Raíces 

transformadas 

Hoja 
MS sin hormonas de crecimiento 

3.6 μg AZA/g P.S. Sundaram et 

al (1996) 
Tallo 2.7 μg AZA/g P.S. 

Callo Semilla 
MS+IBA (4 mg/L) + BAP (2 mg/L) 

 
0.5 μg AZA/g P.S. 

Schaaf et al 

(2000) 

Callo Semilla MS+ANA (2mg/L)+BAP(4 mg/L) 189 μg AZA/g P.S. Prakash et 

al(2005) 
Callo Hoja MS+IBA (8mg/L)+BAP(4 mg/L) 23 μg AZA/g P.S. 

Suspensión Hoja MS+IBA (4 mg/L) + BAP (2 mg/L) 274 μg AZA/g P.S. 
Capataz 

(2005) 

Callo Flores 
MS+2,4.D(1mg/L)+BAP(1mg/L)+NAA

(0.2 mg/L) 

254.1 μg AZRL/g 

P.S. 

Rafiq y Dahot 

(2010) 

Callo 
Semillas 

MS+IBA (4 mg/L) + BAP (2 mg/L) 

 

819.24 μg AZRL/g 

P.S. 

Cruz (2015) 

Hojas 
MS+IBA (4 mg/L) + BAP (2 mg/L) 

 

782.68 μg AZRL/g 

P.S. 

Suspensión 

Semillas 
MS+IBA (4 mg/L) + BAP (2 mg/L) 

 

256450 μg AZRL/g 

P.S. 

Hojas 
MS+IBA (4 mg/L) + BAP (2 mg/L) 

 

212290 μg AZRL/g 

P.S. 

Plántula Semillas MS sin hormonas de crecimiento 
142.31 μg AZRL/g 

P.S. 

Méndez, 

(2016) 

 

IBA (ácido indol butírico), IAA (ácido indol acético), 2,4-D (ácido 2,4-Diclorofenoxiacético), Kn 

(Kinetina), NAA (ácido naftalenacético), BAP (bencil amino purina), P.S. (Peso seco).  
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4.3. La elicitación como estrategia para aumentar la producción de 

metabolitos secundarios 

 

La elicitación es un conjunto de técnicas en las que el fin es la inducción o 

incremento de la producción de metabolitos secundarios debido a la adición de 

sustancias y/o exposición a condiciones específicas que cuando son introducidas 

en bajas concentraciones en un sistema vivo, como células o plantas, inician o 

mejoran la producción de compuestos específicos debido a que desencadenan 

respuestas fisiológicas y morfológicas (Radman et al., 2003).  

 

Los cambios vienen dados por condiciones de estrés provocadas por la alteración 

las condiciones normales de la planta, posterior a eso existe una restauración de 

esas funciones fisiológicas y/o resistencia a las condiciones que provocaron el 

cambio. En algunos casos, cuando el estrés excede el límite de tolerancia y la 

capacidad para adaptarse a él, puede provocarse el daño celular permanente o 

incluso la muerte de la planta (Lichtenthaler, 1998). 

 

Los elicitores se clasifican de acuerdo a su naturaleza, en bióticos y abióticos o de 

acuerdo a la interacción planta-elicitor, en generales (metil jasmonato, ácido 

salicílico), si desencadenan una respuesta de defensa en cualquier planta; y 

específicos (extractos fúngicos), cuando sólo actúan sobre una especie en particular 

(Wink, 2003). Los elicitores abióticos son sustancias de origen no biológico, 

principalmente sales inorgánicas y factores físicos. Los elicitores bióticos son 

sustancias de origen biológico que incluyen polisacáridos derivados de la pared 

celular de las plantas y los microorganismos (Namdeo, 2007). La respuesta de la 

planta puede llevarse a cabo en cuatro fases (Fig. 4): fase 1: respuesta (alarma), 

fase 2: recuperación (resistencia), fase 3: final (agotamiento), fase 4: regeneración 

(parcial o completa) de las funciones fisiológicas iniciales (Lichtenthaler, 1998). 
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Figura 4 Fases y respuestas inducidas en plantas bajo condiciones de estrés. 

Tomado de Lichtenthaler (1998) 

 

Cada una de las fases está caracterizada por ciertos cambios en el comportamiento 

de la planta. Al inicio del estrés la planta decae en una o varias de sus funciones 

fisiológicas como la fotosíntesis o el transporte de iones y metabolitos, esta 

desviación de las condiciones estándar conlleva a una disminución de la vitalidad. 

Si la planta tiene respuestas bajas o nulas ante el estrés puede haber un daño 

severo. Al final de esta fase la mayoría de las plantas activan sus mecanismos de 

resistencia al estrés adaptando su metabolismo, activando procesos de reparación 

y otros ajustes metabólicos y morfológicos de largo plazo. Este nuevo estado óptimo 

bajo las condiciones de estrés corresponde a la resistencia máxima de la planta. Si 

la condición de estrés es muy alta y excede la capacidad adaptativa de la planta se 

llega a una fase agotamiento en la que la vitalidad y la fisiología van decayendo 

pudiendo causar un severo daño y finalmente la muerte celular. Sin embargo 

cuando el agente causante de estrés es retirado o contrarrestado a tiempo la planta 

puede regenerarse y cambiar a un estado fisiológico de regeneración de las 

funciones. 
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4.3.1. Elicitación fúngica con oligosacáridos de pared celular 

 

El éxito de la elicitación fúngica como una alternativa para aumentar la síntesis de 

metabolitos secundarios viene derivada de la respuesta y los mecanismos de 

defensa desencadenados por el ataque de patógenos. La elicitación fúngica puede 

realizarse con levaduras, micelios de hongos o esporas en soluciones con algún 

tipo de tratamiento, ya sean químicos o físicos, para obtener fragmentos de pared 

celular, esta técnica ha sido utilizadas ampliamente. A pesar del poco conocimiento 

que se tiene de la composición y el mecanismo de acción de este tipo de elicitores 

se reconocen algunos compuestos del tipo polisacáridos, oligosacáridos, 

glicoproteínas, péptidos y proteínas (Zhao et al., 2005; Ramírez-Estrada, 2016). 

 

Los oligosacáridos son cadenas cortas de residuos de azucares unidas por enlaces 

glucosídicos, y a bajas concentraciones provocan efectos biológicos en los tejidos 

vegetales, iniciando los mecanismos de respuesta ante el ataque de patógenos o 

insectos. Los oligosacáridos están también relacionados con varios  procesos de 

desarrollo en plantas (Usov, 1994). Los oligosacáridos ejercen efectos específicos 

distintos de acuerdo a sus características fisicoquímicas y la especie que está 

percibiendo la señal, Estos compuestos son reconocidos por receptores en la 

superficie de la pared celular, dando como resultado la estimulación directa de rutas 

metabólicas y un aumento en la resistencia sistémica adquirida. Algunos 

oligosacáridos han servido como modelos para estudios del reconocimiento de 

elicitores y la transducción hacia la activación de maquinaria de defensa en plantas 

(Ramírez-Estrada et al., 2016). La mayoría de las respuestas inducidas por los 

oligosacáridos, también son observadas cuando las plantas son tratadas con 

elicitores no sacáridos o infectadas con patógenos. La principal diferencia de los 

oligosacáridos comparada con otros tipos de elicitores es que no inducen la 

respuesta hipersensitiva (Shibuya y Minami, 2001). 

  

Diversos estudios han probado la elicitación fúngica obteniendo como resultado una 

mayor producción de metabolitos de interés además de una variedad de respuestas 
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de tipo enzimático (Cuadro 4). También ha sido comprobado que la elicitación 

fúngica lleva a la rápida acumulación de factores de transcripción que conduce a la 

expresión de metabolitos secundarios. Por ejemplo, en las enzimas que forman 

parte de la vía de los fenilpropanoides se han identificado regiones génicas que 

están reguladas por estos factores de transcripción (Davies y Schwim, 2003). 

Algunos autores han demostrado resultado favorables con el uso de los derivados 

de la pared celular fúngica. Xu et al. (2004), utilizando oligosacáridos de la pared de 

Penicillium citrinum tuvieron un aumento de óxido nitroso,  actividad de PAL y 

producción de taxol; Lu y Mei (2003) lograron aumentar la producción de 

feniletanoides al elicitar cultivos de Cistanche deserticola con oligosacáridos de 

Fusarium solani. 

 

Cuadro 4. Uso de elicitores fúngicos en diferentes especies vegetales.  

Especie Sistema 
Fuente de 
elicitor 

Elicitor 
Fúngico 

Respuesta Referencia 

Daucus 
carota 

Callo 
Aspergillus 
niger, A. flavus 

MF, MS 
Aumento en 
producción de 
antocianinas 

Rajendran 
et al., 1994 

Taxus 
chinensis 

Suspensión 
Flora propia 
de Taxus 

OPC 

Aumento en la 
producción de taxol, 
aumento en la 
producción de H2O2 y 
peroxidación de 
lípidos 

Yu et al., 
2002 

Taxus 
chinensis 

Suspensión 
Fusarium 
oxysporum 

OPC 
Aumento de PAL y 
compuestos 
fenólicos 

Yuan et al., 
2002 

Cistanche 
desertícola 

Suspensión 
Fusarium 
solani 

OPC 

Aumento de la 
producción de 
verbascosidos y 
equinacosido 

Lu y Mei, 
2003 

Taxus 
chinensis 

Suspensión 
Penicillium 
citrinum 

OPC 

Producción de NO, 
activación de PAL y 
mayor producción de 
taxol 

Xu et al., 
2004 

Panax ginseg 
Raíces 
transformadas 

Colletotrichum 
lagenarium, 
Aspergillus 
niger, 
Fusarium 
oxysporum 

n.e. 
Producción de 
ginsenosidos 

Liu et al. 
2004 

Lupinuss 
luteus 

Embriones 
Fusarium 
oxysporum 

SE 

Aumento en la 
actividad de POD, 
APX y acumulación 
de isoflavonas 

Morkunas y 
Gemerek, 
2005 
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Catharanthus 
roseus 

Suspensión 
Aspergillus 
niger 

OPC 
Aumento de PAL, 
producción de ERO y 
catarantinas 

Xu y Dong, 
2005 

Panax 
ginseng 

Suspensión 
Colletotrichum 
lagenarium 

OPC 
Producción de 
ginsenósidos 

Xu et al. 
2005 

Phienix 
dactylifera 

Plántula 
Fusarium 
oxysporum 

MF,MS Aumento de PAL 
Modafar et 
al., 2006 

Euphorbia 
pekinensis 

Suspensión Fusarium sp. MS 

Aumento en la 
producción de eufol. 
Aumento en la 
actividad de PAL, 
POD, CAT 

Gao et al. 
2011 

Andrographis 
paniculata 

Suspensión 
Aspergillus 
niger 

n.e. 
Mayor producción de 
flavonoides 

Mendhulkar 
et al. 2011 

Linun album Suspensión 
Fusarium 
graminearum 

MF 

Producción de 
podofilotoxina y 
lignanos. Actividad 
de PAL 

Bahabadi 
et al. 2011; 
Bahabadi 
et al. 2012 

Linun album 
Raíces 
transformadas 

Piriformospora 
indica 

EM,HV 

Producción de 
podofilotoxina y 6-
metoxipodofilotoxina. 
Actividad de PAL 

Baldi et al. 
2008; 
Kumar  et 
al. 2012 

Coleus 
forkholii 

Suspensión 

Aspergillus 
niger, 
Rhizopus 
oryzae, 
Penicillium 
notatum 

n.e. 
Producción del 
diterpeno forskolina 

Swaroopa 
et al. 2013 

Psoralea 
corylifolia 

Suspensión 

Aspergillus 
niger, 
Penicillium 
notatum 

EM 
Mayor síntesis de la 
furocumarina 
psoralena 

Ahmed et 
al. 2014 

Taxus spp. Suspensión 
Fusarium 
mairei 

n.e. 
Producción de 
paclitaxel y taxanos 
relacionados 

Badi y 
Farzin 2015 

Hypericum 
perforatum 

Suspensión 

Fusarium 
oxysporum, 
Phoma 
exigua, 
Botrytis 
cinerea 

EM 

Aumento en la 
producción de 
hipericina, 
pseudohipericina, 
compuestos 
fenólicos 
antocianinas y 
flavonoides. 
Actividad aumentada 
de PAL, POD y CAT 

Simic et al. 
2015 

MF (medio filtrado), MS (micelio suspendido), OPC (oligosacáridos de pared celular), SE (suspensión 

de esporas), EM (extracto de micelio), HV (hongos vivos), n.e (no especificado) 

 

La respuesta generada por la planta elicitada es una serie de eventos bioquímicos 

en cascada que pueden ordenarse de la siguiente forma: reconocimiento del elicitor 

por receptores en la membrana, fosforilación y desfosforilación de proteínas de la 
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membrana y el citosol, aumento en la concentración de iones Ca2+ en el citoplasma, 

depolarización de la membrana celular, flujo de iones (Cl-, K+ y H+), alcalinización 

extracelular y acidificación citoplasmática, activación de proteínas quinasas 

activadas por mitógeno, activación de la NADPH oxidasa, producción de especies 

reactivas de oxígeno (ERO), expresión de genes de defensa tempranos, producción 

de etileno y jasmonato, expresión de genes de defensa tardíos y acumulación de 

metabolitos secundarios (Figura 5) (Zhao et al., 2005). 

 

 

Figura 5. Esquema de la red de transducción en la elicitación. Adaptado de Zhao et 

al.,  (2005). APX (ascorbato peroxidasa), CAT (catalasa), POD (peroxidasa), SOD 

(superóxido dismutasa), AJ (ácido jasmónico). 
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4.3.2. Fusarium spp. 

 

Fusarium es un género cosmopolita de hongos filamentosos ascomicetos que 

producen diversas metabolitos secundarios tóxicos (micotoxinas), comprende 70 

especies descritas, que a su vez están agrupadas en 12 secciones. Cada sección 

es un conjunto de especies relacionadas entre sí. Más de la mitad de las especies 

son parásitas de plantas y entre ellas se encuentran algunos de los más serios 

patógenos del mundo agrícola (Kikot, 2012). Algunas especies de Fusarium 

producen esporas sexuales y al menos tres tipos de esporas asexuales aunque no 

todos los tipos de esporas pueden ser generadas por todas las especies y menos 

del 20 % del género tiene un ciclo sexual conocido. Como hongos patógenos 

emplean diversos mecanismos de infección, la mayoría se puede clasificar como 

hemibiotrófico, ya que su infección inicial se asemeja a la de patógenos que se 

basan en organismos vivos, pero eventualmente viran hacia matar y consumir las 

células del hospedero (Ma et al., 2013). 

 

Análisis extensivos de los carbohidratos en paredes celulares de Fusarium indican 

la presencia de glicoproteínas β-D-(13) [16] con uniones a glucosa y ácido 

urónico. Algunas secuencias como β-D-manopiranosil-(12)-β-D-manopiranosil, α-

D-ácido glucurónico-(12)-β-D-galacturofuranosil, β-D-galacturofuranosil-(16)-β-

D-manopiranosil y β-D-galacturofuranosil-(16)-β-D-galacturofuranosil son 

comunes en diferentes especies de Fusarium. Los oligosacáridos de Fusarium 

están conformados principalmente de residuos de manosa con enlaces α-(12) 

(Iwahara et al., 1995; Jikibara et al., 1992). 

 

El tratamiento de protoplastos con las fracciones ricas en carbohidratos aisladas de 

las glicoproteínas de ácido urónico de Fusarium sp. M7-1 demuestran la capacidad 

de elicitar los mecanismos de respuesta en plantas de los oligosacáridos de origen 

fúngico (Nita-Lazar, 2000). También se ha reportado que las fracciones de 

disacáridos con las estructuras α-D-manopiranosil-(12)-α/β-D-glucopiranosil y α-
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D-manopiranosil (1x)-inositol aisladas de pared celular de Fusarium oxysporum L,  

a una concentración de 0.2 µg/mL promovieron la actividad de PAL en células de 

Rubus fructicosus en 30 min (Nita-Lazar, 2004) 

 

4.4. Estrés oxidativo 

 

Una de las respuestas inevitables de las plantas a los elicitores es el aumento en la 

producción de especies reactivas de oxígeno (ERO) en los diferentes 

compartimentos celulares. Las ERO incluyen al peróxido de hidrógeno (H2O2), anión 

superóxido (O2
-), radical hidroxilo (HO-) y oxígeno singulete (O2

1) y son el resultado 

de la reducción parcial del oxígeno (O2) atmosférico durante procesos metabólicos 

(fotosíntesis y respiración). En condiciones normales la producción de ERO en las 

células es baja (240 μM de O2
- y 0.5 μM de H2O2). Sin embargo, durante condiciones 

de estrés esta homeostasis celular se rompe y los niveles de ERO incrementan 

(240-720 μM de O2
- y 5- 15μM de H2O2) (Mittler, 2002). Todas las ERO son 

extremadamente dañinas cuando la concentración llega a niveles muy altos, si 

exceden los mecanismos de defensa vegetal se dice que la célula se encuentra en 

un estado de “estrés oxidativo”. Si estas concentraciones no logran ser 

contrarrestadas pueden causar peroxidación de los lípidos, oxidación de proteínas, 

daño a los ácidos nucleicos, inhibición enzimática y activación de la muerte celular 

programada (Sharma et al., 2012). 

 

Las plantas han desarrollado dos mecanismos de detoxificación para regular la 

concentración de las ERO, el enzimático y el no enzimático. El enzimático está 

formado por varias enzimas como superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y 

peroxidasas (POD). Las rutas más importantes donde intervienen estas enzimas 

son: el ciclo agua-agua en los cloroplastos; el ciclo ascorbato-glutatión en 

cloroplastos, citosol, mitocondria, apoplastos y peroxisomas; el ciclo glutatión 

peroxidasa y la catalasa en peroxisomas (Fig. 6). El mecanismo no enzimático está 

compuesto por moléculas antioxidantes dentro de la célula como glutatión y ácido 
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ascórbico, los cuales son cruciales para la integridad celular durante el estrés 

oxidativo (Apel y Hirt, 2004, Sharma et al. 2012), también tocoferoles, carotenoides 

y compuestos fenólicos que interactúan con numerosos componentes celulares 

siendo inclusive cofactores enzimáticos. 

 

 

Figura 6. Mecanismo enzimático de detoxificacion. En la figura, superoxido 

dismutasa (SOD), catalasa (CAT), Ascorbato peroxidasa (APX), glutatión 

peroxidasa (GPX), glutatión reductasa (GR), dehidroascorbato reductasa (DHAR), 

monodehidroascorbato reductasa (MDAR), monodehidroascorbato (MDA), 

dehidroascorbato (DHA), glutatión reducido (GSH), glutatión oxidado (GSSG). 

(Wojtaszec, 1997) 

 

La enzima CAT fue la primera en ser descubierta y caracterizada. Cataliza la 

dismutación de dos moléculas de H2O2 a oxígeno y agua. Tiene una alta 

especificidad hacia el H2O2 pero una actividad débil ante peróxidos orgánicos. Las 

plantas contienen varios tipos de enzimas que degradan H2O2 sin embargo, CAT no 

requiere de ningún cofactor. Las catalasas se presentan rápidamente pero tienen 

una afinidad menor al H2O2 que la APX (Scandalios et al., 1997; Corpas et al., 2008; 

Del Rio et al., 2006). 
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La POD es una enzima que oxida preferiblemente a donadores de  electrones 

aromáticos como el guayacol y pirogalol a expensas del H2O2. La POD está 

asociada a importantes procesos biosintéticos como la lignificación de la pared 

celular, biosíntesis de etileno, curación de heridas y defensa contra estreses bióticos 

y abióticos (Kobayashi et al., 1996). Esta enzima es ampliamente aceptada como 

una enzima del estrés. 

 

En el ciclo de la Ascorbato-glutatión, el APX juega un papel esencial en el control 

de los niveles intracelulares de ERO. APX usa dos moléculas de AsA para reducir 

H2O2 a agua y una cantidad afín de monodehidroascorbato. El APX y diferentes de 

sus isoformas se encuentran en diferentes localizaciones subcelulares como el 

citosol, la mitocondria, etc. (Jiménez et al., 1997) Esta enzima está tomada como 

uno de los antioxidantes más ampliamente distribuidos y su afinidad hacia el H2O2 

es mayor que la de las CATs haciéndolo muy eficiente para su degradación bajo 

condiciones de estrés (Wang et al., 1999). 

 

Dejando de lado su acción destructiva las ERO también han sido descritas como 

mensajeros secundarios en varios procesos celulares incluyendo la tolerancia al 

estrés ambiental (Desikan et al., 2001, Neill et al., 2002). La manera de actuar de 

las ERO, ya sea como mensajero o molécula dañina, depende del equilibrio entre 

la producción de ellas y la capacidad de neutralizarlas. 

 

El estallamiento oxidativo también es una respuesta temprana ante ataques de 

patógenos o tratamientos con elicitores. En muchas plantas la producción de ERO 

sucede en dos fases siendo la primera cerca de los 10-30 minutos (min) y una 

segunda después de 1-3 horas después de la elicitación (Bolwell y Wojtaszek, 1997; 

Zhao et al., 2001). 

 

Las ERO ejercen varios efectos en las respuestas defensivas de las plantas 

incluyendo reforzamiento de la pared celular, muerte celular hipersensitiva, 

activación de genes defensivos e inducción de compuestos defensivos. Las ERO 
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han demostrado en algunas plantas ser suficientes para generar una acumulación 

de metabolitos secundarios. La manera en la que las ERO median la inducción de 

la producción de metabolitos secundarios vía elicitores aún no está clara, pero se 

sabe que induce la expresión de muchos genes de defensa y genes biosintéticos 

de metabolitos secundarios como las sesquiterpeno ciclasas y la PAL. Existen 

estudios en los que se relaciona el estrés oxidativo a la producción de metabolitos 

secundarios, Yuan  et al. (2002) relacionaron el aumento en la producción de taxol 

en cultivos de Taxus chinensis con el estrés oxidativo generado por la exposición 

con  F. oxysporum. Cultivos de Catharanthus roseus aumentaron la producción de 

catarantinas acorde a un aumento en la cantidad de O2 que también activó la enzima 

PAL (Xu y Dong, 2005). Ali et al. (2005) indujeron la respuesta del sistema 

antioxidante en cultivo en biorreactor de raíces de Panax ginseng modificando los 

niveles de O2. La producción de gingenósidos se incrementó, así como la actividad 

antioxidante enzimática. La adición de Cu2+ (5-25 µM) provocó estrés oxidativo y la 

acumulación de saponinas en cultivos de Panax ginseng (Ali et al., 2006). En varios 

cultivos como Catharanthus roseus (Tang et al., 2009) y Uncaria tormentosa (Marin, 

2009) la adición de peróxido de hidrógeno mejoró la producción de metabolitos 

secundarios. Huerta-Heredia et al. (2010) incrementaron la producción de alcaloides 

oxindol monoterpénicos y 3-α-dihidrocadambinal con la adición de H2O2 en raíces 

de Uncaria tomentosa, además observaron el incremento de la actividad enzimática 

de peroxidasas conforme aumentaban la concentración de H2O2.  Zhang et al.  

(2013) en cultivos de raíces transformadas de Artemisia annua evaluaron la 

producción de artemisinina por la adición de nano partículas de plata (AgNP), 

observando que la producción incrementó en las raíces tratadas, también indujeron 

el estrés oxidativo y se incrementó la actividad de CAT.  
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4.4.1. Estudios de elicitación fúngica en A. indica 

 

En cultivos in vitro de A. indica se han realizado estudios de elicitación fúngica, 

observando incremento en la producción del limonoide azadiractina (Cuadro 5). Sin 

embargo, se desconoce el efecto de la elicitación fúngica, en la respuesta 

antioxidante enzimática y no enzimática y si está relacionada con la biosíntesis de 

compuestos fenólicos y limonoides en A. indica. 

 

Cuadro 5. Trabajos previos de elicitación en A. indica 

Sistema Fuente 
Elicitor 

fúngico 
Conc. 

Aumento en la 

producción de AZA 

(PE/DE) 

Referencia 

Cultivo en 

suspensión 

Alternataria 

alternata 

MF, EM 5 % v/v 

3.0 mg g-1 P.S. /3.98 

mg g-1 P.S. 

Balaji et al.  

(2003) 
Verticillium 

dahliae 

3.0 mg g-1 P.S. /4.43 

mg g-1 P.S. 

Fusarium 

solani 

3.0 mg g-1 P.S. /7.14 

mg g-1 P.S. 

Raíces 

transformadas 

Claviceps 

purpurea MS 
7 g/L 0.16 mg g-1 P.S. /0.74 

mg g-1 P.S.  

Satdive et al. 

(2006) 

Cultivo en 

suspensión 

Cianobacteria 

derivada de 

Anabaena sp. 

MS 

2.65 

g/L 

12.88 mg g-1P.S./58.3 

mg g-1 P.S. 

Devi et al. 

(2008) 

Raíces 

transformadas 

Myrothecium  

MF 

3 mg/L 3.31 mg g-1 P.S. /5.5 

mg g-1 P.S. 

Srivastava y 

Srivastava 

(2014) Phoma 

herbarium  

5 mg/L 3.31 mg g-1 P.S. /5.1 

mg g-1 P.S. 

Alternaria 

alternata  

3 mg/L 3.31 mg g-1 P.S. /3.8 

mg g-1 P.S. 

Fusarium 

solani  

3 mg/L 3.31 mg g-1 P.S./6.55 

mg g-1 P.S. 

Curvularia sp.  1 mg/L 3.31 mg g-1 P.S./ 7.1 

mg g-1 P.S. 

Sclerotium 

rolfsii 

1 mg/L 3.31 mg g-1 P.S./4.9 

mg g-1 P.S. 

MF: medio filtrado, EM: extracto de micelio, MS: micelio suspendido, PE: previo a la elicitación, DE: 

posterior a la elicitación.  
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5. JUSTIFICACIÓN  

 

A. indica acumula compuestos químicos con actividades biológicas tan diversas 

como la antiinflamatoria, hipoglucémica, antimicrobiana, biopesticida, 

anticancerígena entre otras; algunos de estos metabolitos son únicos y exclusivos 

de la especie (ej. azadiractina). 

 

A pesar de no ser una planta muy exigente, las condiciones climáticas pueden 

afectar la producción y acumulación de estos compuestos en los diferentes órganos 

de la planta, sumado a que su síntesis es compleja. Por esa razón la producción a 

partir de cultivos in vitro y la elicitación surgen como alternativas para un mejor 

aprovechamiento de las sustancias contenidas en el neem. Además, los estudios 

con elicitores en A. indica realizados previamente no muestran cómo esta elicitación 

afecta las diferentes respuestas emprendidas por las células en forma de cambios 

de la respuesta antioxidante y producción de metabolitos secundarios. 

 

La elicitación de cultivos celulares de A. indica constituyen una alternativa para el 

estudio de los factores bióticos y abióticos que influyen en la acumulación y 

biosíntesis de los compuestos de interés. Además, de ayudarnos a tener 

aproximaciones de las diferentes respuestas en las células para superar las 

condiciones de estrés como la activación de la maquinaria antioxidante enzimática. 
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6. HIPÓTESIS 

 

La elicitación con oligosacáridos de pared celular (OPC) de Fusarium spp., 

incrementará la respuesta antioxidante enzimática y no enzimática, así como  la 

producción de limonoides y compuestos fenólicos en callos de A. indica. 

 

7. OBJETIVO GENERAL 

 

Estudiar la respuesta antioxidante enzimática y no enzimática, así como la 

producción de limonoides y compuestos fenólicos en cultivos celulares de A. indica 

elicitados con oligosacáridos de pared celular (OPC) de Fusarium spp. 

 

8. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Evaluar el efecto de la elicitación con OPC sobre la actividad enzimática de 

peroxidasa, catalasa, ascorbato peroxidasa y fenil amonio liasa en callos de 

A. indica.  

 

2. Evaluar el efecto de los OPC de Fusarium spp. sobre la producción de 

limonoides y compuestos fenólicos en callos de A. indica. 

 

3. Determinar si existe relación de la respuesta antioxidante enzimática y no 

enzimática  provocado por elicitación con OPC en cultivos celulares de A. 

indica. 
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9. METODOLOGÍA 

 

9.1. Material biológico 

  

9.1.1.  Vegetal 

 

El material biológico consistió en cultivos de callos de A. indica pertenecientes al 

Laboratorio de Cultivo de Células Vegetales de la Universidad del Papaloapan, los 

cuales fueron obtenidos a partir de explantes de semillas por Cruz, 2015. Los callos 

se mantuvieron mediante resiembra periódica cada 20 días en frascos con 20 mL 

de medio Murashige y Skoog (Murashige y Skoog, 1962, Sigma M5519) semisólido 

suplementado con sacarosa (30 g/L), ácido indol butírico (IBA, 4 mg mL-1), bencil 

aminopurina  (BAP,  1 mg mL-1) y pH de 5.8, utilizando como agente gelificante 

Phytagel (2 g/L). Las condiciones de cultivo fueron temperatura controlada a 25 ± 

2°C en condiciones de oscuridad (Cruz, 2015). 

 

9.1.2. Obtención de oligosacáridos de pared celular  

 

La obtención los oligosacáridos de pared celular (OPC) se realizó a partir de la 

técnica descrita por Yu et al. (2001) con algunas modificaciones realizadas en el 

Laboratorio de Cultivo de Células Vegetales de la Universidad del Papaloapan, la 

cual consistió en separar el micelio del cultivo mediante filtración al vacío utilizando 

papel filtro Whatman No. 1, el micelio se lavó 3 veces con agua destilada estéril y 

re-suspendió en agua destilada. Luego se centrifugó a 4000 g por 60 min; el micelio 

se separó del sobrenadante y se secó en la estufa a 47 °C hasta obtener peso 

constante. Después se trituró manualmente en mortero de porcelana, y se mezcló 

con acetato de etilo durante 24h a temperatura ambiente. La mezcla fue filtrada y 

se descartó el filtrado que contenía los lípidos. Los restos celulares fueron 

colectados  y se re-suspendieron en agua destilada estéril a una concentración de 

5 mg de micelio/mL. Esta suspensión fue esterilizada a 121 °C durante 40 min; 
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posteriormente se centrifugó a 1000 g por 20 min. Finalmente al sobrenadante se le 

determinó la concentración de azucares totales por el método fenol-ácido sulfúrico  

(Dubois et al., 1956), utilizando glucosa como estándar, siendo de 232 µg de 

azúcares totales/mL.  

 

9.2. Cinética de conocimiento del sistema 

 

Se realizó una cinética de crecimiento y de producción de compuestos fenólicos y 

AZRL con el fin de conocer el comportamiento de los callos de A. indica. La 

cuantificación del crecimiento celular fue realizada mediante peso seco, tomando 

muestras diariamente hasta alcanzar la fase estacionaria. Estas muestras fueron 

utilizadas para la cuantificación de metabolitos con las técnicas que se describen en 

los apartados 8.4 - 8.6. 

 

9.3. Experimentos de elicitación fúngica 

 

La elicitación se llevó a cabo en callos de A. indica con 6 días de edad desde la 

última resiembra, previa a la producción de metabolitos y durante la fase 

exponencial de crecimiento. La cinética se inició inoculando 1 g de biomasa fresca 

en frascos gerber con 20 mL del medio de cultivo antes descrito. En el día 6 de 

cultivo se  agregó el elicitor de OPC a dos concentraciones: 25 µg de micelio mL-1 

(equivalente 1.16 µg de azúcares totales/mL) y 50 µg de micelio mL-1  (equivalente 

2.32 µg de azúcares totales/mL) en condiciones estériles. Las concentraciones se 

realizaron acorde con los antecedentes de Yu et al. (2002) y Srivastava y Srivastava 

(2014). El control consistió en callos crecidos en medio sin elicitor fúngico  a los que 

solo se les adicionó agua estéril. Los experimentos se realizaron por sextuplicado a 

fin de tener suficiente material vegetal para todas las determinaciones requeridas. 
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9.4. Cuantificación de la biomasa  

 

Se pesó la biomasa fresca retirándola completamente de cada frasco y 

trasladándola a tubos tipo Falcón de 15 mL con peso conocido y constante. La 

biomasa se congeló a -20°C y se liofilizó hasta alcanzar la sequedad. El peso seco 

se calculó con la diferencia de pesos. Todos los análisis se realizaron por triplicado. 

 

9.5. Determinación de limonoides relacionados a azadiractina 

(AZRL) 

 

Los AZRL fueron determinados siguiendo la metodología de Dai et al.  (1999) con 

algunas modificaciones. Se obtuvo un extracto mezclando 200 mg de callo 

congelado pulverizado más 1 mL de metanol. Se recuperó el sobrenadante tras 

centrifugar a 13,500 g por 10 min. a 10°C. A 0.7 mL de extracto se agregaron 0.2 

mL de solución metanólica de vanillina (0.2 mg mL-1). Se mezcló y dejó reposar a 

temperatura ambiente por 2 min. Después se le adicionaron 0.3 mL de ácido 

sulfúrico concentrado (98 %), 0.7 mL de metanol y se dejó reposar por 5 min 

Finalmente, la absorbancia se midió a 577 nm en una celda de cuarzo con un 

volumen 0.350 mL. El cálculo de la concentración de los AZRL se basó en una curva 

de calibración realizada con estándar de azadiractina (A7430 Sigma-Adrich). 

 

9.6. Determinación de compuestos fenólicos totales 

 

Se obtuvo un extracto mezclando 200 mg de callo congelado pulverizado más 1 mL 

de metanol. Se recuperó el sobrenadante tras centrifugar a 10,000 rpm por 10 min 

a 4°C (Medina, 2011). Los compuestos fenólicos totales se cuantificaron siguiendo 

el método de Shoael et al.,   (2006). Se preparó la mezcla de reacción con 2.5 µL 

de muestra y 150 µL de agua desionizada. Se mezcla con 10 µL del reactivo de 

Folin-Ciocalteu y se dejó reposar por 10 min Transcurrido este tiempo se 

adicionaron 30 µL de carbonato de sodio al 20 % w/v, tras mezclarse y dejarse 

reposar por 10 min, se incubó a 37°C por 15 min, se incubó de nuevo a 4°C por 15 
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min y finalmente se midió la absorbancia a 760 nm en un lector de microplacas. El 

cálculo de la concentración de compuestos fenólicos se basó en una curva de 

calibración utilizando como estándar ácido gálico (Merck 842649-0025).  

 

9.7. Actividades enzimáticas 

 

9.7.1. Obtención de extractos enzimáticos 

 

El extracto enzimático se obtuvo basándose en la metodología de Yan et al. (2006). 

Se tomaron 200 mg de tejido fresco y se congeló inmediatamente con nitrógeno 

líquido. El tejido se pulverizó en mortero de porcelana y se agregó 0.1 % de 

polivinilpoliprirrolidona (PVPP). Una vez obtenida la mezcla se agrega 500 µL de 

solución amortiguadora que contenía Tris-HCl 50 mM a diferentes pH dependiendo 

la actividad enzimática a determinar (Cuadro 6), además se adicionó 4mM de 

ditiotreitol (DTT) y 2 mM de ácido etilendiamino tetra acético (EDTA). La solución 

amortiguadora de pH 7 contenía adicionalmente 5mM de ascorbato de sodio. Luego 

se centrifugó en frío a 4 C°, 10,000 rpm durante 15 min, el sobrenadante se recuperó 

y se almacenó a -20°C hasta su uso. 

 

Cuadro 6. Valor de pH para los extractos enzimáticos de acuerdo a la actividad 

enzimática a ensayar. 

Enzimas PAL POD CAT APX 

pH 8.5 7.0 7.0 7.0 

 

 

9.7.2. Determinación de proteína 

 

La concentración de proteína se determinó usando el método de Bradford (1976). 

Se tomaron 20 μL de extracto enzimático y se le agregaron 480 μL de agua y 500 

μL del reactivo de Bradford concentrado (Bio-Rad, 500-0006). Se agitó suavemente 

y se dejó incubar por 10 min. Se leyó la absorbancia a 595 nm en una celda de 



34 
 

cuarzo de 1 mL de volumen. El blanco consistió en todos los reactivos excepto el 

extracto enzimático. Se elaboró una curva patrón con suero con albúmina sérica 

bovina (BSA) de la marca Bio-Rad de concentraciones entre 200-1000 ppm  disuelto 

en agua. 

 

9.7.3. Actividad enzimática PAL 

 

La actividad de la enzima PAL se basa en la reacción enzimática de la fenilalanina 

a ácido trans-cinámico (Figura 7). Se cuantificó siguiendo el método sugerido por 

Havir et al. (1970). Se prepararon dos soluciones, la solución (A): solución 

amortiguadora Tris-HCl 150 mM pH 8.5 y la solución (B): solución A con 3 mM de 

fenilalanina.  Se mezclaron 2 mL de la solución B con 900 μL de solución A y  se 

agregaron 100 μL de extracto enzimático dejándolo incubar 10 min. La absorbancia 

se leyó a 270 nm. La actividad de PAL se expresó como unidades/mg de proteína 

(U/mg de proteína). 

 

La fórmula para calcular la actividad volumétrica es la siguiente: 

 

𝑈𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠

𝑚𝑙 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎
=

𝐴270𝑇𝑒𝑠𝑡 − 𝐴270𝐵𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜
𝑚𝑖𝑛 (3)

(19.73) (0.1)
 

Donde: 

3=volumen total del ensayo (mL) 

19.73=Coeficiente de extinción milimolar del ácido trans-cinámico a 270 nm  

0.1= Volumen aplicado de extracto enzimático 

 

 

Figura 7. Mecanismo de acción de la enzima fenilalanina amonio liasa. Tomado de 

Havir et al., 1970. 
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Para hacer la conversión a actividad específica se utilizó la siguiente fórmula: 

 

𝑈

𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎
=

𝑈
𝑚𝑙 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎

𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎
𝑚𝑙

 

 

9.7.4. Actividad enzimática POD 

 

La actividad de la enzima POD se basa en la reacción enzimática en la que el 

guayacol se oxida a tetra guayacol (Figura 8). Se cuantificó siguiendo el método 

sugerido por Kochba et al. (1977). Un mL de la solución de reacción contuvo 0.56 

µL de guayacol, 0.228µL H2O2  al 50 % en solución amortiguadora de fosfato de 

sodio 100 mM pH 6.0, después se adicionaron 5 µL de extracto enzimático. Se midió 

el cambio de absorbancia a 470 nm tras un minuto. La absorbancia se leyó a 470 

nm a un tiempo de 3 min en una celda de cuarzo de 1 mL de volumen. La actividad 

específica de la peroxidasa se expresa como unidades/mg de proteína. Una unidad 

de actividad de POD está definida como el cambio de absorbancia de 0.01 unidad 

sobre minuto. 

 

Figura 8. Mecanismo de acción de la enzima guayacol peroxidasa. Tomado de 

Cárdenas, 2013. 
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9.7.5. Actividad enzimática CAT 

 

La actividad de la enzima CAT se cuantificó siguiendo el método reportado por Aebi 

(1984). Se basa en la degradación del peróxido de hidrogeno por acción de la 

catalasa. La mezcla de reacción consistió en una mezcla de solución amortiguadora 

de fosfato de sodio 100 mM pH 7.0, 15 mM H2O2, 50 µL de extracto enzimático. La 

actividad de la catalasa se determinó por el consumo de H2O2 leyendo la 

absorbancia a 240 nm en una celda de cuarzo de 1 mL de volumen a los 30 s. La 

actividad de CAT se expresa como unidades/mg de proteína.  

 

La fórmula para calcular la actividad volumétrica es la siguiente: 

 

𝑈𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠

𝑚𝑙
=

𝐴270𝑇𝑒𝑠𝑡 − 𝐴270𝐵𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜
𝑚𝑖𝑛 (1)

(39.4) (0.025)
 

Donde: 

1=volumen total del ensayo (mL) 

39.4=Coeficiente de extinción milimolar del peróxido de hidrogeno a 240 nm  

0.025= Volumen aplicado de extracto enzimático en mililitros 

 

9.7.6. Actividad enzimática del APX 

 

La actividad de la enzima Ascorbato peroxidasa (Figura 9) se cuantificó siguiendo 

la metodología sugerida por Nakano y Asada (1981). La mezcla de reacción 

consistió en una solución amortiguadora fosfato de potasio 50 mM pH 7.0, 0.5 mM 

de ascorbato, 0.1 mM de H2O2 y 0.1 mM de EDTA. La reacción inició al agregar el 

extracto enzimático, después se leyó a una longitud de onda de 290 nm en una 

celda de cuarzo de 1 mL de volumen. La actividad de APX se expresó como 

unidades/mg de proteína. 
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La fórmula para calcular la actividad volumétrica es la siguiente: 

𝑈𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠

𝑚𝑙
=

𝐴270𝐵𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜 − 𝐴270𝑇𝑒𝑠𝑡
𝑚𝑖𝑛

(1)

(2.8) (0.02)
 

Donde: 

1= volumen total del ensayo (mL) 

2.8= Coeficiente de extinción milimolar del monodehidroascorbato a 290 nm  

0.02= Volumen aplicado de extracto enzimático en mililitros 

 

Figura 9. Mecanismo de acción de la ascorbato peroxidasa, perteneciente al ciclo 

del ascorbato-glutation. Adaptado de Wojtaszek, 1997 

 

9.8. Análisis de datos 

Se realizaron diseños de bloques al azar para evaluar la diferencia entre 

tratamientos y pruebas de medias por el método Tukey con un 95 % de confiabilidad 

para los datos obtenidos durante la elicitación. El análisis de datos se realizó con el 

programa Minitab® 16.1.0 
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10. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

10.1. Cinéticas de crecimiento y producción de metabolitos en 

callos de A. indica. 

 

En la figura 10 se muestran las cinéticas de crecimiento, producción de AZRL y 

compuestos fenólicos en callos de A. indica. El valor máximo de biomasa fue de 

226.3 mg en peso seco (P.S.) a los 14 días donde comienza la fase estacionaria de 

crecimiento (10A). La velocidad específica de crecimiento fue de 0.0849 d-1. La 

producción máxima de compuestos fenólicos se alcanzó a los 7 días con un valor 

de 4707.50 μg de equivalentes de ácido gálico (EAG)/ g de P.S. Mientras que la 

máxima producción de AZRL se alcanzó a los 9 días con 1321.421 μg AZRL/ g P.S. 

(10B). 

 

El crecimiento obtenido en la cinética coincide con el trabajo de Cruz (2015) en 

donde la biomasa alcanzada a los 14 días fue de ≈300 mg P.S. La producción  de 

AZRL en los callos de A. indica de este trabajo fueron mayores en un 61 %, debido 

probablemente al mantenimiento de la línea productora de AZRL. El contenido de 

AZRL en otros trabajos con cultivos y fitoreguladores semejantes fue de 7 μg/g P.S., 

0.5 μg/g P.S., 23 μg/g P.S. según los estudios de Allan et al. (1994), Schaaf et al. 

(2000) y Prakash et al. (2005) respectivamente. Todas ellas menores a lo producido 

en el actual trabajo, posiblemente por la naturaleza del explante y/o la antigüedad 

de la línea. 
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Figura 10. Cinética de crecimiento, producción de AZRL y compuestos fenólicos en 

callos de A. indica. A. Biomasa. B. Producción de compuestos fenólicos y AZRL.  
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10.2. Cinética de elicitación fúngica en callos de A. indica 

 

10.2.1. Efecto de la elicitación sobre el crecimiento 

 

En la figura 11 se observa el efecto de la aplicación de dos concentraciones de 

elicitor y el tiempo de exposición en el crecimiento. Durante las primeras 12 h no se 

observó diferencia significativa entre los tratamientos. A partir de las 36 h los valores 

del control y el tratamiento con 1.16 µg de OPC mL-1 se mantienen semejantes, 

mientras que el tratamiento con 2.32 µg de OPC mL-1 tiene valores inferiores. A las 

216 h de cinética, se observa en el control un valor máximo de crecimiento de 303.45 

mg. P.S  mientras que con 1.16 y 2.32 µg de OPC mL-1 el crecimiento disminuyó 

13.24 y 15.49 %.  Además, no se observó diferencia entre la apariencia o el color 

de los callos elicitados y los controles por efecto de la dosis y el tiempo de exposición 

(Figura 12). 

 

Este comportamiento ha sido previamente observado en cultivos de células de 

Taxus chinensis, que al incrementar la dosis del elicitor fúngico (10-80 mg/L) 

disminuyó el crecimiento de las células, reportando que con 40 µg/mL 

homogenizado fúngico se redujo el crecimiento hasta en un 15 % con respecto al 

control (Wang et al., 2001). Sudha y Ravishankar (2003) reportaron que la elicitación 

con micelio de A. niger (M, 5 % p/v) y el medio filtrado (MF, 5 % v/v) en callos de 

Daucus carota redujo el crecimiento de los mismos. Los cultivos elicitados con EM 

obtuvieron 3.51 g/frasco mientras que para  MF fue de 3.31 g/frasco, inferior a los 

cultivos control (4.07 g/frasco). Por otro lado, la elicitación con homogenizado 

fúngico de A. niger y A. flavus  (1000 µg /mL) de células en suspensión de Morinda 

elliptica disminuyó en un 45 y 52 % respectivamente, el crecimiento comparado con 

las células no elicitadas (Chong et al., 2005). En cultivo de callos de Zingiber 

officinale, el uso de elicitores como el extracto de levadura y A. niger a las 

concentraciones de 250, 500 and 750 µg /mL redujo en 63.5, 56.7, 40.4 y 16, 58.8, 

38 % respectivamente, el crecimiento de los callos con respecto al control (El-

Nabarawy et al., 2015). Los resultados de Srivastava y Srivastava en 2014 



41 
 

mostraron que los cultivos de raíces transformadas de A. indica elicitados con 

micelio a una concentración de 1 % v/v de Phoma herbarium, Alternaria alternata, 

Myrothecium sp., Curvularia lunata y Sclerotium rolfsii, provocaron una disminución 

en la biomasa de 41, 3.75, 51.12, 41.35, 9.02 % respectivamente, comparado con 

el control. Únicamente la elicitación con Fusarium solani provocó un aumento del 

3.75 %.  Esta disminución generalizada en el crecimiento podría tener dos 

significados: un cambio del metabolismo primario hacia el metabolismo secundario 

por efecto del uso de elicitores en cultivos vegetales (Chong et al., 2005). También 

la producción de ciertas moléculas defensivas, como las fitoalexinas, pueden inhibir 

el crecimiento (Srivastava y Srivastava, 2014).  

Figura 11. Cinética de crecimiento de callos bajo condiciones de elicitación fúngica. 

Cultivos control (●), cultivos elicitados con 1.16 µg de OPC mL-1 (25 g de micelio 

mL-1) () y 2.32 µg de OPC mL-1 (50 g de micelio mL-1) (▲). Los valores que no 

comparten alguna letra son estadísticamente diferentes. 
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10.2.2. Efecto de la elicitación en la producción de fenoles totales 

y AZRL 

 

En la Fig. 13 se observa la cinética de producción de fenoles totales con las dos 

concentraciones de Fusarium spp., donde el valor máximo de producción de los 

callos de A. indica fue de ≈4770 μg EAG/ g P.S. de extracto a las 24h de cinética 

donde no hay diferencia significativa debido al tratamiento. Este valor es bajo 

comparado con el contenido de compuestos fenólicos reportados en otras 

investigaciones y puede ser debido a la naturaleza del tejido no al efecto directo de 

la elicitación o la situación de estrés. Sultana et al. (2007, 2009) obtuvo 0.12, 0.93 y 

0.96 g EAG/ g P.S. en la corteza de A. indica al extraerlos con 80 % etanol, 80 

Figura 12. Callos de A. indica tras 

0,6,12 18,24, 36, 48, 72 y 216 h tras ser 

elicitados con 1.16 y 2.32 µg de OPC 

mL-1 y sus controles. 
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%metanol y 80 % acetona, respectivamente. Hossain et al. (2014) obtuvieron 

rendimientos altos de compuestos fenólicos (0.24 g EAG/g P.S.) en raíces de A. 

indica. Naseer et al. (2014) obtuvo 0.176, 0.104, 0.106 g EAG/ g P.S. en hojas, 

semillas y corteza de A. indica. Existen pocas investigaciones que reportan el 

contenido de compuestos fenólicos en A. indica, a pesar de que muchas reportan 

su actividad antioxidante (Nahak et al., 2010; Sithisarn et al., 2005; Manikandan et 

al., 2009; Pokhrel et al., 2005; Cheung et al., 2016). Sin embargo, no existen 

estudios previos en A. indica donde se relacione su producción bajo condiciones de 

estrés.  

Figura 13. Cinética de producción de fenoles totales en callos de A indica bajo 

elicitación fúngica. Cultivos control (●), cultivos elicitados con 1.16 µg de OPC mL-1 

(25 g de micelio mL-1) () y 2.32 µg de OPC mL-1 (50 g de micelio mL-1) (▲) 

 

La producción de AZRL se incrementó alrededor del 16 % después de 6 h de 

elicitación con 1.16 µg de OPC mL-1 y siendo estadísticamente diferente con 

respecto al control (743.4 µg Aza/mg P.S); este aumento se mantuvo constante 

hasta las 24 h (Figura 14). Después de 72h de exposición al elicitor los cultivos 
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tratados con 1.16 µg de OPC mL-1 incrementaron la acumulación de AZRL en un 49 

% con respecto al máximo del control (1327.88 µg Aza/mg P.S.). Mientras que para 

el tratamiento con 2.32 µg de OPC mL-1 los valores de concentración se mantuvieron 

en un valor entre el control y el tratamiento con 1.16 µg de OPC mL-1durante las 

primeras 48 h, el mayor incremento de AZRL se alcanzó hasta las 216h  con un 12.3 

% más que el máximo del control.  

 

Figura 14. Cinética de acumulación de AZRL en callos de A indica bajo elicitación 

fúngica. Cultivos control (●), cultivos elicitados con 1.16 µg de OPC mL-1 (25 g de 

micelio mL-1) () y 2.32 µg de OPC mL-1 (50 g de micelio mL-1) (▲) 

 

En A. indica, son escasos los reportes realizados de cultivos in vitro bajo 

condiciones de elicitación. Balaji et al. (2003), realizaron la elicitación de cultivos de 

células en suspensión de A. indica utilizando 1 y 5 % p/p de homogenizado (HF) y 

medio filtrado (MF) de Alternaria alternata, Fusarium solani y Verticillium dahliae. No 

se observó incremento en la producción azaridactina utilizando los diferentes HF o 

MF de los hongos utilizados, excepto  HF de F. solani que incrementó 2 veces la 
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producción del metabolito sobre el control (2.4  0.56 mg/L). Satdive et al,  (2006), 

utilizando cultivos de raíces transformadas de A. indica y homogenizados de 

Claviceps purpurea incrementaron 0.074 % (p/p) la producción de azaridactina, 5 

veces más que los cultivos control. Srivastava y Srivastava (2014),  utilizando 

diferentes elicitores fúngicos como Phoma herbarium, Alternaria alternata, 

Myrothecium sp., Fusarium solani, C. lunata, y Sclerotium rolfsii incrementaron la 

producción de azadiractina. Al adicionar 1 % v/v de C. lunata, obteniendo 7mg/g 

P.S. como la máxima producción alcanzada bajo el régimen de elicitación fúngica. 

 

10.2.3. Efecto de la respuesta enzimática relacionada a PAL 

 

Una vez obtenidos los resultados del contenido de proteína en cada muestra se 

realizaron las pruebas enzimáticas conforme a lo descrito en la sección 8.7.3. 

 

En la Figura 15 se observan los resultados de actividad de la enzima PAL. El control 

no presenta cambios, siendo la mayoría de sus valores muy semejantes (~0.024 

U/mg proteína); excepto por un pico de actividad a las 36h (0.028 U/mg proteína). 

El tratamiento con 1.16 µg de OPC mL-1 tiene dos valores bajos de 0.016 y 0.0208 

U/mg de proteína a las 24h y 36h, los demás valores se mantienen en promedio en 

un valor de 0.025 U/mg proteína. El tratamiento con 2.32 µg de OPC mL-1 tiene tres 

picos a las 6h (0.027 U/mg proteína), 18h (0.029 U/mg proteína) y 36h (0.032 U/mg 

proteína); los demás datos tienen un valor promedio de 0.021 U/mg proteína.  

 

Todos los tratamientos presentan al menos un pico de actividad antes de las 24h, 

que es cuando sucedieron los picos máximos de producción de compuestos 

fenólicos y también presentan valores bajos a las 24h respecto a sus medias. Las 

variaciones en los valores de actividad de PAL pueden ser causadas por el corto 

tiempo en que fueron tomadas las muestras.  
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Figura 15. Cinética de actividad enzimática PAL en cultivos elicitados de callos de 

A. indica. Cultivos control (●), cultivos elicitados con 1.16 µg de OPC mL-1 (25 g de 

micelio mL-1) () y 2.32 µg de OPC mL-1(50 g de micelio mL-1) (▲) 

 

Diversos estudios han demostrado la relación directa que existe entre la actividad 

de PAL con la acumulación de compuestos fenólicos, siendo una enzima importante 

en su ruta de biosíntesis. Bahabadi et al. (2011, 2012) detectaron un aumento en la 

expresión del gen que codifica para PAL en cultivos elicitados con F. gramineum 

que producían una alta concentración de lignanos y podofilotoxinas. Los estudios 

hechos por Baldi et al. (2008) demuestran que el nivel de actividad de PAL 

determina la concentración de podofilotoxinas y sus derivados. También la 

investigación realizada por Simic et al. (2015) relacionó la actividad de PAL con la 

acumulación de compuestos fenilpropanoides (compuestos fenólicos, flavonoides, 

flavonoles)  

 

En este estudio, no se detectó aumento de la actividad en la enzima PAL en ninguno 
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producción de fenoles (Fig. 13). Al no aumentar la actividad de PAL podría verse 

afectada la producción de otros compuestos como los flavonoides que han sido 

encontrados en A. indica, tales como dihidrochalcona, taninos, flavanonas y otros 

compuestos como cumarinas (Biswas et al., 2002; Nakahara et al., 2003). Este 

comportamiento podría significar que los callos elicitados de A. indica no se valen 

de compuestos fenólicos para contrarrestar los efectos de especies oxidantes sin 

tener que activar ninguna de las vías mostradas en la Figura 16.  

 

Figura 16. Compuestos derivados de la actividad de PAL en A. indica 

 

 

10.2.4. Efecto de la elicitación en la respuesta antioxidante 

enzimática 

 

En la figura 17 se muestran los valores de actividad específica de CAT, POD y APX.  

La actividad de CAT muestra diferencia entre los tratamientos (Figura 17 A). La 

actividad en el control fue semejante en toda a cinética con un valor promedio de 

~5.62 U/mg proteína. En los callos tratados con 1.16 µg de OPC mL-1 los niveles de 

actividad incrementan a las 18h, encontrando su máximo a las 36h (21.8 U/mg 

proteína) para luego descender. El tratamiento con 2.32 µg de OPC mL-1 presenta 

dos picos de actividad, el primero a las 18h (19.1 U/mg proteína) y el máximo a las 

36h (28.6 U/mg proteína).  

 

La actividad de la enzima POD fue la más alta del mecanismo antioxidante 

enzimático y se vuelve a presentar el comportamiento bifásico de actividad, que 

posiblemente sirvió para contrarrestar la producción de ERO (Figura 17 B). El 

control tiene una actividad semejante durante toda la cinética (~20604 U/mg 
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proteína, en promedio). El tratamiento con 1.16 µg de OPC mL-1 muestra un 

aumento desde las 18h y alcanza su máximo hasta las 36h (79261 U/mg proteína). 

El tratamiento con 2.32 µg de OPC mL-1  tiene un primer pico a las 18h (193359 

U/mg proteína) y uno máximo a las 36h (365037 U/mg proteína). 

 

En la Figura 17 C se puede apreciar el comportamiento de la enzima APX a lo largo 

de la cinética. El control mantiene valores semejantes desde las 0 hasta las 12h (~ 

9.27 U/mg proteína) que van disminuyendo hasta alcanzar su mínimo a las 72h 

(0.053 U/mg proteína). El tratamiento con 1.16 µg de OPC mL-1 muestra un valor 

mínimo a las 12h (1.42 U/mg proteína) y un incremento a las 36h (14.51 U/mg 

proteína), los demás valores mantienen valores semejantes con un promedio de 

actividad de 7.22 U/mg proteína. La actividad en el tratamiento con 2.32 µg de OPC 

mL-1 empezó a aumentar a las 24h (32.60 U/mg proteína) alcanzando el máximo a 

las 36h (82.79 U/mg proteína). 
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Figura 17. Cinética de actividad enzimática de las enzimas CAT (A), POD (B) y APX 

(C) en cultivos elicitados de callos de A. indica. Cultivos control (●), cultivos 

elicitados con1.16 µg de OPC mL-1 () y 2.32 µg de OPC mL-1 (▲) 
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El aumento en la actividad de varias enzimas del mecanismo antioxidante ha sido 

detectado anteriormente en procesos de elicitación fúngica. Gao et al. (2011) 

elicitaron cultivos en suspensión de Euphorbia perkinensis con Fusarium sp. y 

detectaron un aumento de 166 % en la actividad de CAT  y de 1003 % en la actividad 

de POD,  desde el segundo día y a  las 36 h, respectivamente con respecto al 

control. Por otro lado, en cultivos en suspensión de Hypericum perforatum elicitados 

con Fusarium oxysporum, Phoma exigua y Botrytis cinerea condujeron a un 

aumento en la actividad de CAT y de POD. En este estudio POD fue la principal 

enzima encargada de la detoxificacion de ERO aumentando desde el primer día 

hasta en un 37.5 % respecto al control. CAT se presentó de forma tardía sin 

aumento significativo sino hasta el séptimo día después de la exposición a los 

elicitores (Simic et al., 2015). Morkunas et al. (2007) observaron un aumento de 

hasta el 33 % en la actividad de peroxidasas y un aumento de la actividad de APX 

citosólica comparadas con el control en embriones de Lupinus luteus elicitados con 

Fusarium oxysporum. La actividad de las enzimas antioxidantes de los estudios 

mencionados está relacionada a las respuestas defensivas de los cultivos. 

 

La actividad de CAT y POD (Fig. 17 A, B) en la presente investigación evidencía la 

presencia de H2O2 en los cultivos elicitados de A. indica. Los cultivos tratados con 

2.32 µg de OPC mL-1 presentaron un comportamiento bifásico con dos picos de 

actividad en las enzimas CAT y POD a las 18 y 36 horas después de la exposición. 

Esta conducta se presentó probablemente como una respuesta al comportamiento 

bifásico de la producción de especies reactivas de oxígeno, donde el primer pico 

sucede después de la adición del elicitor de forma no específica y el segundo es 

una respuesta determinada por el reconocimiento del patógeno. Este 

comportamiento es característico ante el ataque de patógenos incompatibles (Dat 

et al., 2000; Wojtaszek, 1997; Apel y Hirt, 2004). 

 

 

La actividad de APX (Fig. 17 C) en el tratamiento con 1.16 µg de OPC mL-1 tuvo un 

aumento mínimo, probablemente el nivel de estrés oxidativo no fue tan alto y no fue 
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necesario activar otro mecanismo para encargarse de las ERO, esta afirmación se 

basa en el comportamiento mostrado por las enzimas POD y CAT a la misma 

concentración. La actividad de APX fue mayor al aplicar 2.32 µg de OPC mL-1 

activando también las otras enzimas del mecanismo antioxidante enzimático, por 

tanto con un mayor estado de estrés oxidativo. APX es un componente central del 

ciclo del ascorbato-glutatión, su aumento refleja la activación del mismo y que estas 

dos moléculas forman parte de la maquinaria antioxidante no enzimática en callos 

de A. indica.  

 

Su actividad también tiene relación con la adquisición de resistencia sistémica que 

conduce a la producción de metabolitos secundarios con carácter defensivo 

(Gechev et al., 2003), como el incremento de AZRL que tienen actividad 

comprobada contra organismos patógenos (Dubey y Kumar, 2003; Xingli, 2006; 

Shaker y Darwish, 2005; Srivastava y Singh, 2009; Barsagade y Wagh, 2010; Park 

et al., 2014). 

 

El comportamiento de los callos de A. indica puede resumirse en el siguiente 

esquema (Figura 18). La actividad enzimática antioxidante aumentó al ser tratada 

con OPC de Fusarium spp. en comparación con el control, eso está de acuerdo con 

lo demostrado en estudios previos durante el ataque de hongos hacia plantas 

(Polkowska-Kowalczyk et al., 2007; Nowogórska y Patykowski,2015). Los niveles 

de actividad de las enzimas antioxidantes en cada tratamiento sugieren que el 

estado de estrés oxidativo generado con 2.32 µg de OPC mL-1 es más alto que el 

generado en el tratamiento con 1.16 µg de OPC mL-1
, probablemente por una mayor 

formación de ERO.  Las ERO pudieron haber servido como señales para la 

activación de genes defensivos para la producción de metabolitos secundarios, 

como limonoides, sin afectar la actividad de PAL y en consecuencia no hubo un 

aumento en la producción de compuestos fenólicos. Según los datos reportados por 

Cruz (2015) los callos de A. indica acumulan el limonoide azadiractina 

mayoritariamente, también podríamos suponer que se produjeron otros limonoides 

como nimbina o gedunina debido a sus cualidades antifúngicas, dada la naturaleza 
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del elicitor y algunos análogos o derivados de la azadiractina (azadiractol, 11-

demetoxicarbonil, 3-deacetil-3-cinnamoil, 3-tigtol azadiractina).  

 

Los altos niveles de ERO generados durante la elicitación podrían explicar también 

el retraso y el menor nivel de la producción de AZRL en los callos tratados con 2.32 

µg de OPC mL-1. La situación pudo haber provocado que el cultivo diera prioridad a 

sobrevivir y superar la situación de estrés oxidativo que podría llevarla a la muerte, 

y por tanto, retrasar la producción de metabolitos secundarios acorde con el 

comportamiento adaptativo de las plantas ante una situación de estrés 

(Lichtenthaler, 1998). Yu  et al.,  (2002) detectaron una concentración de taxol de 

≈6 mg/L (500 % respecto al control) en cultivos en suspensión de Taxus chinensis 

al ser elicitados con 100 mg/L de elicitor fúngico, sin embargo al aumentar la 

concentración hasta 200 mg/L de elicitor la concentración de taxol disminuyó hasta 

3.2 mg/L. Esta disminución coincidió con un aumento de casi el 30 % en la 

concentración de peróxido de hidrogeno respecto al elicitado con 100 mg/L. Los 

trabajos en los que se relacionan los niveles de ERO con la producción de 

metabolitos son escasos pero en las investigaciones de Srivastava y Srivastava 

(2014) sucedió algo similar que en el caso anterior. La producción de azadiractina 

en raíces transformadas elicitadas con 5 % v/v de Alternaria alternata, Fusarium 

solani, Curvularia lunata y Sclerotium rolfsii disminuyó en 52, 35, 76 y 77 %, 

respectivamente, en comparación a cuando fueron elicitadas con 1 % v/v. Esto 

significa que un exceso en la concentración de elicitor puede llevar a daños en el 

tejido que podrían derivar en una mayor situación de estrés, mayor concentración 

de ERO, menor acumulación de metabolitos y en casos extremos la muerte. 
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Figura 18. Esquema sugerido de la señalización en callos de A. indica durante la 

elicitación con Fusarium spp.  
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11. CONCLUSIONES 

 

La biosíntesis de AZRL en callos de A. indica fue estimulada por elicitación biótica 

(Fusarium spp), además es dependiente de la dosis y el tiempo de exposición al 

elicitor. 

 

La elicitación con OPC de Fusarium spp. no promueve la actividad de la enzima 

PAL y en consecuencia la producción de compuestos fenólicos. 

 

La elicitación con OPC de Fusarium spp. activó la respuesta antioxidante enzimática 

en los callos de A. indica, aumentando la actividad específica de POD, CAT y APX. 

Esto puso en evidencia el estallamiento oxidativo dentro de las células. 
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11. RECOMENDACIONES 

 

Caracterizar los OPC obtenidos a partir de Fusarium spp. para su posterior uso y 

así determinar cuál o cuáles son reconocidos por los receptores celulares.  

Identificar los limonoides producidos mayoritariamente en callos de A. indica 

elicitados con OPC de Fusarium spp. 

Usar agentes para bloquear el estallamiento oxidativo durante la elicitación para 

validar la participación de éste dentro de los mecanismos de señalización 

involucrados en la biosíntesis de AZRL. 

Se sugiere también el monitoreo del H2O2 como una forma directa de medir la 

producción de ERO y relacionarlo con el comportamiento del mecanismo 

antioxidante enzimático (POD, CAT). 

Utilizar otro tipo de elicitores de tipo biótico en callos de A. indica para comparar las 

respuestas generadas. 

Involucrar la expresión de algunos genes relacionados con la ruta de biosíntesis con 

el incremento en la producción de AZRL. 
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13. ANEXOS 

 

Anexo 1. Curva de calibración azadiractina

 

Anexo 2. Curva de calibración compuestos fenólicos totales 
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Anexo 3. Curva de calibración BSA 

Anexo 4. Análisis estadísticos y pruebas de medias 
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Compuestos fenólicos 

 

Limonoides 

 



 
 

 

 

 

 

Grouping Information Using Tukey Method

Irat_Tiem N Mean Grouping
11-72 3 1978.8 A
12-216 3 1490.9 B
c-72 3 1327.9 C
11-48 3 995.2 D
Tl-216 3 983.9 D E
c-216 3 976.8 D E
T2-72 3 974.5 D E
12-48 3 966.7 D E F
Tl-36 3 943.6 D E F G
c-48 3 930.3 D E F G
Tl-24 3 928.8 D E F G
11-18 3 916.8 D E F G H
Tl-12 3 904.9 D E F G H I
12-36 3 898.5 D E F G H I
Tl-6 3 891.9 D E F G H I
c-36 3 881.8 D E F G H I
T2-6 3 860.6 E F G H I J
12-24 3 860.6 E F G H I J
T2-18 3 845.5 F G H I J
12-12 3 832.3 G H I J
c-24 3 804.0 H I J
c-18 3 784.8 I J
c-12 3 781.8 I J
c-6 3 743.4 J
T2-0 3 596.5
Tl-0 3 596.5
c-0 3 596.5

Means that do not share a letter are significantly different

Fenil amonio liasa

Analysis of Variance for Cl, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Tiempo 7 0.0003079 0.0003079 0.0000440 4.58 0.000
Trat 2 0.0000278 0.0000278 0.0000139 1.45 0.243
Error 62 0.0005949 0.0005949 0.0000096
Total 71 0.0009305

S = 0. 00309753 R-Sq = 36.07% R-Sq(adj) = 26.79%
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Grouping Information Ü3ing Tukey Method

Trat lien N Mean Grouping
12-36 3 0.032062 A
12-18 3 0.029810 A B
c-36 3 0.028920 ABC
11-6 3 0.028453 ABC
12-6 3 0.027790 B C D
c-12 3 0.026054 B C D E
11-12 3 0.026000 B C D E
11-72 3 D.025821 C D E F
0-24 3 0.025250 C D E F
11-18 3 0.024303 D E F G
0-72 3 0.024237 D E F G
11-40 3 0.022941 E F G
12-12 3 0.022792 E F G
c-lB 3 0.022751 E F G
12-24 3 0.022691 E F G
11-0 3 0.022387 E F G
12-0 3 0.022307 E F G
c-0 3 0.022387 E F G
o-6 3 0.022160 F G
0-48 3 0.020953 G
12-72 3 0.020924 G
11-36 3 0.020830 G
12-40 3 0.020709 G
11-24 3 0.016278 H

Me ana that do not share a letter are 3ignificantly different

Peroxidasa

Total 71 4.12031E+11

Analysis □f Variance for Cl, using Adjusted SS for Tests

Source DE Seq SS Adj SS Adj MS F P
Tiempo 7 1.28764E+11 1.28764E+11 18394794039 5.82 0.000
Trat 2 87283917389 87283917389 43641958695 13.81 0.000
Error 62 1.95983E+11 1.95983E+11 3161023433

S = 56223.0 R-Sq = 52.43% R-Sq(adj) = 45.53%
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Grouping Information Usin:i luiré y Methcd

Trat_Tiem N Mean Grouping
12-36 3 365037 A
12-13 3 193360 B
11-36 3 79262 C
12-24 3 68075 D
12-48 3 63066 D E
11-24 3 55793 E
12-12 3 32997 F
11-18 3 32588 F G
12-6 3 27774 F G ti
12-0 3 26509 F G El I
11-0 3 26509 F G H I
c-0 3 26509 F G ti I
0-24 3 25209 F G El I
0-6 3 25136 F G El I
c-4B 3 24189 F G El I
11-72 3 21720 G El I J
11-6 3 20970 El I J
11-12 3 18411 El I J
11-48 3 17877 El I J
0-12 3 17235 El I J K
C-1S 3 16201 I J K
12-72 3 12503 J K L
0-72 3 6444 K L
0-36 3 3914 L

Mean3 that do not share a letter are 3ignificantly different

Catalasa

Analysis of Variance for Clf using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Tiempo 7 1393.77 1393.77 199.11 15.01 0.000
Irat 2 518.09 518.09 259.05 19.53 0.000
Error 62 822.32 822.32 13.26
Total 71 2734.19

S = 3.64188 R-Sq = 69.92% R-Sq(adj) = 65 .56%

77



 
 

 

 

 

Grouping Information U3ing Tukey Method

Trat Tiem N Mean Grouping
12-36 3 23.601 A
Tl-36 3 21.816 B
12-18 3 19.104 C
11-24 3 17.296 D
12-24 3 14.427 E
11-18 3 10.845 F
11-6 3 S , 061 3
12-6 3 7.717 3 I
12-48 3 7,433 3 H I
11-12 3 7.123 3 H I J
T1-4S 3 7.053 3 H I J
12-12 3 6.737 3 H I J
11-72 3 6.574 H I J
c-12 3 6.562 H I J
T2-0 3 6.260 I J
11-0 3 6,260 I J
C-0 3 6.260 I J
c-6 3 6,123 I J
c-24 3 6.041 I J
c-36 3 5,347 J K
c-18 3 5.769 J K
c-48 3 4.571 K L
12-72 3 4.197 L
c-72 3 3.792 L

Mean3 that dn not share a letter ,are significantly different.

Ascorbato peroxidasa

Analysis of Variance for Cl, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Tiempo 7 6056.0 6056.0 865.1 6.04 0.000
Trat 2 3725.5 3725.5 1862.7 13.01 0.000
Error 62 8878.5 8878.5 143.2
Total 71 18659.9

S = 11. 9667 R-Sq = 52.42% R-Sq(adj) =45¡.51%
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Grouping Information Using lukey Methcd

Irat_Iiem N Mean Grouping
12-36 3 82.798 A
12-24 3 32.601 B
11-36 3 14.519 c
12-12 3 14.122 c
12-6 3 12.292 c D
T2-0 3 9.838 D E
11-0 3 9.838 D E
c-0 3 9.838 D E
c-6 3 9.800 D E
12-18 3 8.737 E F
11-24 3 8.601 E F
11-6 3 8.472 E F
12-45 3 8.276 E F
c-12 3 8.172 E F
11-18 3 7.449 E F G
c-24 3 6.252 F G H
T1-4S 3 5.431 G H I
12-72 3 4.986 G H I
c-lB 3 4.719 H I
c-36 3 4.437 I
11-72 3 3.560 I J
11-12 3 1.428 J K
c-48 3 1.345 J K
c-72 3 0.537 K

Mean3 that do nct share a letter are significantly different.
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