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RESUMEN

Las plantas de damiana (Turnera diffusa Willd) se emplean en medicina tradicional
para tratar enfermedades genitourinarias, y los productos elaborados a partir de extractos de
esta planta se consideran como afrodisiacos. Ademas, se considera que la damiana que
crece en Baja California Sur (BCS) exhibe mayores propiedades medicinales que las
plantas de damiana de otros Estados. Sin embargo, se desconocen la composicion y
concentracion de los compuestos antioxidantes que pueden brindarle estas propiedades a la
damiana. Por ello, en este estudio se determind el contenido de los principales antioxidantes
en plantas de damiana de poblaciones silvestres y cultivadas (BCS), de diferentes zonas de
cultivo (BCS y Nuevo Ledn, NL) y posterior al proceso de deshidratacion para su
almacenamiento. Debido a las diferencias encontradas en el contenido antioxidante entre
las poblaciones y a que el principal agente ambiental que modifica el contenido
antioxidante en las plantas es la radiacion ultravioleta (UV), se determiné el efecto de
diferentes dosis de radiacion UV-B y UV-C en plantulas de damiana en condiciones in
vitro. Se cuantificé la actividad de las enzimas antioxidantes (superdxido dismutasa,
catalasa y peroxidasas totales), la concentracion de antioxidantes no enzimaticos (clorofila
a y b, carotenoides totales, vitamina C y E, flavonoides y compuestos fendlicos totales) y la
capacidad antioxidante total; la peroxidacién de lipidos (TBARS) y carbonilos protéicos se
midieron como indicadores del dafio oxidativo en hojas y tallos de damiana. Las plantas
cultivadas presentaron un mayor contenido antioxidante en comparacion con las plantas
silvestres; esto puede estar relacionado a las condiciones ambientales y de cultivo, tales
como humedad y contenido de nutrientes en el suelo. La damiana de BCS present6 un
mayor contenido antioxidante que las plantas de NL. Los resultados sugieren que el
contenido antioxidante de la damiana Sudcaliforniana contribuye a que ésta sea considerada
por los consumidores como la mejor en comparacion con las plantas que crecen o se
cultivan en otros Estados de la Republica Mexicana. Los resultados de este estudio sugieren
que el contenido de compuestos fendlicos y el contenido de antioxidantes de la damiana
dependen de la poblacion, de factores ambientales y de cultivo, y que algunos antioxidantes
(enzimas y pigmentos fotosintéticos) son sensibles a factores abidticos como la
deshidratacion y la radiacion UV. Los resultados encontrados en este estudio mostraron que
la damiana no es capaz de adaptarse a condiciones severas de irradacion UV-B. Con base
en los resultados de este estudio, se propone que un manejo controlado de radiacion UV-C
puede utilizarse como una alternativa para incrementar el contenido de antioxidantes como
los compuestos fendlicos en damiana.

Palabras clave: Antioxidantes, carotenoides, damiana, dafio oxidativo, factores
ambientales, fenoles, vitamina C, vitamina E.



ABSTRACT

Damiana (Turnera diffusa Willd) plants are used to treat genitourinary diseases, and
its products are considered to be aphrodisiac. In addition, damiana grown in Baja California
Sur (BCS) is considered to have stronger effects than plants grown in other States.
However, the composition and concentration of antioxidant compounds that may confer
damiana these properties are unknown. Therefore, in this study the content of antioxidants
in damiana plants from different populations (wild and cultivated) (BCS), from different
areas (BCS and Nuevo Leon, NL) and after the dehydration process for storage were
determined. Due to differences in antioxidant content between populations and that the
main environmental agent that modifies antioxidant content in plants is ultraviolet radiation
(UV), effects of different doses of UV-B and UV-C radiation were analized on damiana
seedlings in vitro. Enzymatic antioxidant activities (superoxide dismutase, catalase, and
total peroxidases), non-enzymatic antioxidant (chlorophyll a and b, total carotenoids,
vitamin C and E, flavonoids and total phenolic compounds) concentrations, total
antioxidant capacity, lipid peroxide (TBARS) and protein carbonyl content (as indicators of
oxidative damage) were quantified in damiana leaves and stems. Cultivated plants had
higher antioxidant content than wild plants; this may be related to environmental and
culture conditions, such as moisture and nutrient content in soil. Damiana from BCS had
higher antioxidant content than NL plants. These results suggest that the antioxidant
content contributes to the consumers’ perception of damiana from BCS being more
effective compared to plants from other sites. The results of this study suggest that the
phenolic compounds and antioxidant content of damiana depend on population,
environmental factors and cultivation, and that some antioxidants (enzymes and
photosynthetic pigments) are very sensitive to abiotic factors, such as dehydration and UV
radiation. The results of experimental UV exposure suggest that damiana cannot adapt to
severe conditions of UV-B radiation. Based on the results of this study, it is proposed that a
controlled exposure to UV-C radiation can be used as an alternative to increase phenolic
compounds content on damiana.

Key words: Antioxidants, carotenoids, damiana, environmental factors, oxidative damage,
phenolic compounds, vitamin C, vitamin E.



Dedicatoria

A mi esposo Alejandro
y a mis hijos Alexandroy Aleph.



AGRADECIMIENTOS

Al Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, S. C. (CIBNOR), a la Direccion
de Estudios de Posgrado, al Departamento de Control Escolar, al Departamento de Becas y
Apoyo Estudiantil, al Laboratorio de Computo, al Laboratorio de Absorcién Atomica, al
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal y al Laboratorio de Estres Oxidativo (Biomedicina y
Salud Ambiental), por todo su apoyo durante la realizacion de este trabajo.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), por la beca de doctorado
otorgada (205249).

Al Comité Tutorial y Comite revisor del documento de tesis: Dra. Tania Zenteno Savin,
Dr. Fernando Rivera Cabrera, Dra. Lilia Alcaraz Meléndez, Dra. Lia C. Méndez Rodriguez,
Dra. Maria Esther Puente, por toda su ayuda, tiempo, apoyo, esfuerzo, interés, conocimiento,
sugerencias, comentarios, animo, observaciones, etc. Muchas gracias por todos estos afios de
logros y de trabajo. Especialmente a las Dras. Tania y Lily por estar muy al pendiente del
progreso de este trabajo y de mi de una manera muy carifiosa, atenta y agradable. Gracias por
toda su ayuda en la obtencion de muestras, su conocimiento, técnicas proporcionadas, apoyo
incondicional y amistad.

Al Dr. Andrés Eduardo Estrada Castillon de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, por la ayuda en la colecta de muestras de Damiana en
el Estado de Nuevo Leon.

A los encargados Yy técnicos de los laboratorios donde se llevé a cabo este trabajo:
Margarito Rodriguez Alvarez, Sergio Real Cosio, Orlando Lugo Lugo, Norma Olimpia
Olguin, Ariel Cruz Villacorta, Baudilio Acosta Vargas, Griselda Pefia Armenta y Roberto
Hernandez Herrera; gracias por toda su ayuda y apoyo técnico en la realizacion de éste
trabajo.

A todos los comparieros de los laboratorios en los que estuve: Margarito, Sergio,
Miriam, Orlando, Norma, Baudilio, Griselda, Ramon, Vanessa, Roberto, Patricia, Paola,
Juan Carlos, Marcela, Monica, Angélica, Arianna, Mirna y Carolina. En especial a Miriam
por la ayuda en el procesamiento de muestras.

A mi esposo Jests Alejandro y a mis hijos Jesus Alexandro y Aleph Moroni, mi
mayor fuente de lucha e inspiracion. A mis hermanos Mahonri Hossian y Hennessis
Adangeli Kyrie Eleison, y a mis hermanas Azul Cristal, Maura Kathleen Aimara y Lirio
Carmesi por sus &nimos. A mi abuela Damacia por sus palabras para seguir adelante y por
Ser un gran apoyo.

A todas las personas que directa o indirectamente estuvieron apoyandome y que por
falta de cabeza no los inclui, gracias, porque cada uno de ustedes son parte importante de

este trabajo. Gracias a todos... . .
L_luvia de Abril



CONTENIDO

LISTA DE FIGURAS ...ttt sttt et anb et e nte et e seeennes I
LISTA DE TABLAS ...ttt ettt e st et e e e et e e beeanteenneaenree s \%
ABREVIATURAS ...ttt et e be e re e e teesnt e e beenree s VI
1. INTRODUGCCION. ..ottt 1
2. ANTECEDENTES. ... oottt ettt e et e et e anseenseaennee s 4
2.1, ESrES OXIHALIVO ....veiiieiiiieciie ettt sttt ante e ne e 4
2.2. ComMPUESLOS ANLIOXIAANTES ......veeiiiieiiiee ettt e e e 6
2.3. Capacidad ANLIOXIAANTE .........eiiiiiieiiie e seaee e 15
2.4. Factores que Modifican la Concentracion de los Compuestos Antioxidantes .......... 15
2.4.1. PODIACIONES ...t 15
2.4.2. Almacenamiento Y/0 ProCeSAMIENTO. .........eveiuiieriieeiiie e 16
2.4.3. Condiciones AMDIENTAIES .........coouiiiiiie i 17
2.5. Propiedades de las Plantas MediCinales ............ccoouveeiiiiiiiiiiie e 19
O B 7110 -1 - PP PPTPRTRROTRN 20
3. JUSTIFICACION . ....coiiiiiiicte ettt 28
@] N N Y O 1 TSP 29
4.1, ODJELIVO GENEIAL ..ot e 29
4.2. ODJEtiVOS PartICUIAIES. .......veeeiiii it 29
B, HIPOTESIS ... ittt 30
6. MATERIAL Y METODOS.........cocvititiieieieieietee e es st ets et en s s s s 31
6.1 Material BiolOgiCO Y Tratamientos ........c.veiveeiiveiiieiie e 31
6.2. Disefio EXPEriMENtal ..........ooiiiiiiiie e 32
6.3, ANALISIS FISICO....cvviiiieiiiieiie sttt ae et e e e nneaeanee s 32
6.3.1. Determinacion del Porcentaje de Humedad ............ccovvveiviieiiieniin e 32
6.4. ANALISIS BIOQUIMICO ....civviiiieiiieciie ettt ree et e sneeenee s 32
6.4.1. Determinacion de Macroelementos y Microelementos..........ccoovveveeiiiveneeeienenn 32
6.4.2. Determinacion de la Actividad de las Enzimas Antioxidantes...........c.cccocevervnnns 33
6.4.2.1. Actividad Enzimética de Superoxido Dismutasa Total .............c.cceveverinennen. 33
6.4.2.2. Actividad Enzimatica de Catalasa ............ccoceervriieiiieiiieiie e 34
6.4.2.3. Actividad Enzimatica de las Peroxidasas Totales ............ccccevvvvvieeiiesinennnn, 34
6.4.3. Determinacién de Compuestos Antioxidantes No Enzimaticos...............c.c........ 35
6.4.3.1. Clorofila a, Clorofila b y Carotenoides Totales .............cccovviriiiiiiiieniiiens 35
6.4.3.2. Determinacion de Vitamina C (Acido Ascorbico) por HPLC........................ 36
6.4.3.3. Determinacion de Vitamina E (a-Tocoferol) por HPLC .........c.cccevvvvevinenee. 37
6.4.3.4. Determinacion de Compuestos Fendlicos (Flavonoides) por HPLC.............. 38

6.4.3.5. Determinacion de Compuestos Fendlicos Totales..........ccooveveeiiieiieciinennne, 39



6.4.4. Determinacion de la Capacidad Antioxidante Total ..........ccccccvevviiiieiiee e 40

6.4.5. LIPOPEIOXIAACION ......eevvieiieiii ettt et ae et aeesneeeeee s 40
6.4.6. CarbDONIOS PrOTEICOS .......vvveiiiieiiiie sttt e e 42
6.4.7. Determinacion de Proteinas TOtalesS.........ccveiveiiieiiieiie e 43
6.5. TratamientoS CON UV ....ooiiiiiiii et a e 43
6.5.1. Tratamientos CON UV-B .........cooiiiiiiiiii e 43
6.5.1.1. Determinacion de Pardmetros Morfoldgicos.........ccccvvvvveiiiiiieiiie e 44
6.5.1.1.1. NUmero de Hojas Y Area FOIAr.............cooeveeeieereeereeeeeeeeeeeenennans 44
6.5.1.1.2. Crecimiento de 1as plantas...........coccveiiiiiiiiii e 45
6.5.1.1.3. Analisis de Estomas y GIANdUIES...........ccccoveririiiiiie e 45
6.5.2. Tratamientos CON UV-C .......cuiiiiiiiiiiie et 45
6.6. ANALISIS EStATISTICO ......eeiiiieiiie et 46
7. RESULTADOS. ...ttt ettt sttt te et et e et eanteeaneeenteesneeeanaee e 47
7.1. Factores de Cultivo y Mangjo POSCOSECNA .........cciueieiiiieiiiieiiiiee e 47
7.1.1. Contenido de Humedad en las Plantas de Damiana Silvestres y Cultivadas ....... 47
7.1.2. Contenido de Macroelementos y Microelementos ............ccccovvveiiieeniiieeiiineene 48
7.1.3. Actividad de Enzimas ANtIOXIAANTES .........eveiiiieiiiieiiie e 49
7.1.3.1. Actividad Enzimatica de Superoxido DiSmMULasa ..........cceevvvervenieeiieeiieannn 49
7.1.3.2. Actividad Enzimatica de Catalasa ............ccovervrrieiieesiieiie e 51
7.1.3.3. Actividad Enzimatica de las Peroxidasas Totales ............cccccevvvvviveniesinennne, 52
7.1.4. Antioxidantes NO ENZIMALICOS ........c.eovriiiieiieiiiesiie et 53
7.1.4.1. Contenido de Clorofilaa y Clorofilab ... 53
7.1.4.2. Contenido de Carotenoides TOtales .........coovvveiiiieriiieiiiee e 55
7.1.4.3. Contenido de Vitamina C (Acido ASCOIDICO) ........cceveveverereeeeeeeeiereienae, 56
7.1.4.4. Contenido de Vitamina E (oi-TOCOTErol) .........oovvieiiiiiiiiiiie i 57
7.1.4.5. Contenido de Compuestos Fenolicos Totales..........cocvvveviiiiieiiieiiie e, 58
7.1.5. Capacidad ANIOXIAANTE ..........eeiiiiieiiiie et 60
7.1.6. LIPOPEIOXIAACION .....vveviieiie ettt e et e e e snee e 61
7.1.7. CarbDONIIOS PrOTEICOS .....c.vvieiiiieiiiie ittt e e nnee e 63
7.1.8. COITEIACIONES ... ..vviie ittt e e e et e e e ane s 64
7.2. Factores Ambientales: RadiaCion UV-B .............cccooiviiiiiiiiiii e 64
7.2.1. Actividad de Enzimas ANtIOXIAANTES .........eveivieeiiiieiiie e 64
7.2.1.1. Actividad Enziméatica de Superoxido DiSmMULasa ..........ccevvvereeiieenieeinennnns 64
7.2.1.2. Actividad Enzimatica de Catalasa ............ccovererrieiieesiieiie e 65
7.2.1.3. Actividad Enzimatica de las Peroxidasas Totales ............cccccevvvvvvieiiiesinennnn, 66
7.2.2. Determinacion de Compuestos Antioxidantes No Enzimaticos............cccccveeveens 67
7.2.2.1. Contenido de Clorofilaa y Clorofila b ... 67
7.2.2.2. Contenido de Carotenoides TOtales .........coovvveiiiiieiiiieiiiee e 70

7.2.2.3. Contenido de Vitamina C (Acido ASCOrDICO) .........ceveveerereeeeeeeereiereieae, 71



7.2.2.4. Contenido de Vitamina E (a-TOCOTErol) ........ccocoveiiiiiiiii i 72

7.2.2.5. Compuestos FENOIICOS TOLAIES ........ccvveiiieriieiiieiie e 73
7.2.3. Capacidad AntioXidante Total ...........cceeuiiiriiiiiiiiie e 74
7.2.4. LIPOPEIOXIAACION .....veevvieiie ittt e et et e e e snee e 76
7.2.5. Carbonilos ProteICOS .......ccoiviiiiiiiiiic ettt 78
7.2.6. Contenido de Proteinas TOtales .........cccoiueeiiiieeiiee e 79
7.2.7. Pardmetros MorfolOgiCOoS ......cuviiiiiiieiiiecii et 80

7.3. Factores Ambientales: Radiacion UV-C ..........ccccooiieiiiiiiiie e 82
7.3.1. Actividad de Enzimas AntioXidantes ..........ccocvuvreeiiiieeeeiiiiiee e 83

7.3.1.1. Actividad Enzimética de Superoxido DiSmMULasa ...........cceevvvereeieeeieeeineanne 83

7.3.1.2. Actividad Enzimatica de Catalasa .............ccceeeiieeiiieei i 84

7.3.1.3. Actividad Enzimatica de las Peroxidasas Totales ..........c..cccocveeviieeiiieeeeninnnn, 85
7.3.2. Determinacién de Compuestos Antioxidantes No Enzimaticos.......................... 86

7.3.2.1. Contenido de Clorofilaa y Clorofila b ... 86

7.3.2.2. Contenido de Carotenoides Totales ............ccovvveeiiiiiieiiiiieee e 89

7.3.2.3. Contenido de Vitamina C (Acido ASCOrDICO) .........ceeveverereeeeceeieereeiae, 90

7.3.2.4. Contenido de Vitamina E (oi-TOCOTErol)........coovvieiiiiiiiiiiiiiec i 91

7.3.2.5. Compuestos FENOIICOS TOLAIES ........covveiiieriiiiiieiie e 92
7.3.3. Capacidad AntioXidante Total ...........cceiiuiiiiiiiiiieie e 94
7.3.4. LIPOPEIOXIAACION .....veeivvieiii sttt e ettt e aaesnee e e 95
7.3.5. Carbonilos ProtICOS .......ccoiuiiieiiiiiie et 97
7.3.6. Contenido de Proteinas TOtales .........cecoiuiiiiiie e 98
7.3.7. Pardmetros MorfolOgiCos .......uoiviiiieiiieiie e s 100

8. DISCUSION ...ttt sttt sttt 101
8.1. Factores de Cultivo y Mangjo POSCOSECNA .........ccvviieriiieiiiieiiiiee e 101
8.2. Factores Ambientales: Radiacion UV-B ............ccccceeiiieiiiiie e 113
8.3. Factores Ambientales: Radiacion UV-C ............cccoveeiiieeiiic e 117

9. CONCLUSIONES..... ..ottt ettt e rte e e stae e e aaeee e 121

10. LITERATURA CITADA ..ottt e 124

ANEXOS L 148



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Generacidn de especies reactivas de oxigeno durante la reduccion del oxigeno

2 [0 UL PP PPPPPPPPPPPPPP 4
Figura 2. Mecanismo de la lipoperoxidacion del &cido linolénico y &cido linoléico............ 6
Figura 3. Sintesis de glutation (GSH) a partir de glutamato y cisteina por la enzima vy-
glutamilcisteina sintetasa (y-ECS) y glutation sintetasa (GS). ......ccevvvirieiieeieniieeeiie s 9
Figura 4. Ciclo glutation-ascorbato o de Halliwell-Asada. APX.........ccccovveviieiieeiiieennnn, 11
Figura 5. Ciclos de compuestos antioxidantes como vitaminas C y E, y glutation. ........... 12
Figura 6. Morfologia de las plantas de damiana (Turnera diffusa)............ccccocvivveiineennnn, 21
Figura 7. Productos elaborados a base de damiana (Turnera diffusa) en el estado de Baja
California Sur (Grupo Araride B.C.S., SLA. de C.V.) i 24
Figura 8. Ubicacion de poblaciones silvestres de damiana en el estado de Baja
(O 11 (o] £ o1 T U PRSPPI 26
Figura 9. Reaccion entre el radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH") vy
antioxidantes para la formacion de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo no radical (DPPH).......... 40
Figura 10. Formacion del complejo colorido malondialdehido-acido tiobarbiturico
(IMDACTBA). .ottt r e et e st e et e e st e bt e e st e et e ante e e beeenbeenteeanes 41
Figura 11. Contenido de humedad expresada en porcentaje en hojas y tallos de damiana
(Turnera diffusa) de CIBNOR, El Carrizal, Todos Santos y Nuevo Ledn..............c.......... 47

Figura 12. Contenido (mg kg™) de macroelementos y microelementos: magnesio (Mg),
cobre (Cu), hierro (Fe) y zinc (Zn) en hojas y tallos en base seca de damiana (Turnera
diffusa) de CIBNOR, El Carrizal, Todos Santos y NUEVO LeON..........cccccvevivverieeiieeinnnnnn, 49

Figura 13. Actividad enzimética especifica de superéxido dismutasa (SOD, U mg™ de
proteina) en (A) hojas y tallos frescos, y en (B) hojas y tallos secos de damiana
(Turnera diffusa) de CIBNOR, El Carrizal, Todos Santos y Nuevo Ledn.............cc.......... 51

Figura 14. Actividad enzimética especifica de catalasa (CAT, U mg™ de proteina) en
tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) de CIBNOR, EI Carrizal, Todos Santos y
NUBVO LBON.......eiiiie ettt e e et e e et e e e be e e e ebe e e snbeeearaea e 52

Figura 15. Actividad enzimatica especifica de peroxidasa (POX, U mg™ de proteina) en
tallos secos de El Carrizal y en hojas frescas y secas de damiana (Turnera diffusa) de
CIBNOR, El Carrizal, Todos Santos Y NUEVO LEON........ccccoveiiuieiieeiiieiiie e sieesiee e 53

Figura 16. Contenido de (A) clorofila a y (B) clorofila b (ug de clorofila g™ de tejido)

en hojas y tallos en fresco y en seco de damiana (Turnera diffusa) de CIBNOR, El
Carrizal, Todos SantoS Y NUEVO LEON........cciuiiiiiiiieiieeiiie e 55



Figura 17. Contenido de carotenoides totales (ug de carotenoides totales g™ de tejido)
en hojas y tallos en fresco y en seco de damiana (Turnera diffusa) de CIBNOR, El
Carrizal, Todos SantoS Y NUEVO LEON........cccuieiiiiiieiii ettt 56

Figura 18. Contenido de vitamina C (mg de 4cido ascorbico g de tejido) en hojas y
tallos en fresco y en seco de damiana (Turnera diffusa) de CIBNOR, El Carrizal, Todos
SANLOS Y NUEBVO LEON ...ttt e et e e s 57

Figura 19. Contenido de vitamina E (mg de a-tocoferol g™ de tejido) en hojas y tallos en
fresco y en seco de damiana (Turnera diffusa) de CIBNOR, El Carrizal, Todos Santos y
NUBVO LBON.......eeiiie ettt e e et e e et e e e be e e e etee e snbeeesrrea e 58

Figura 20. Contenido de compuestos fendlicos totales equivalentes de acido galico (mg
EAG g* de tejido) en (A) hojas frescas y secas, y en (B) tallos frescos y secos de
damiana (Turnera diffusa) de CIBNOR, El Carrizal, Todos Santos y Nuevo Leédn........... 59

Figura 21. Capacidad antioxidante total (equivalentes de acido galico, mM EAG g™ de
tejido) en (A) hojas en fresco y en seco, y (B) tallos en fresco y en seco de damiana
(Turnera diffusa) de CIBNOR, El Carrizal, Todos Santos y Nuevo Ledn.............c.......... 61

Figura 22. Lipoperoxidacién (nmol especies reactivas al &cido tiobarbiturico [TBARS]
mg™ de proteina) en (A) hojas y tallos en fresco, y (B) hojas y tallos en seco de damiana
(Turnera diffusa) CIBNOR, El Carrizal, Todos Santos y Nuevo Leon.. .........ccccceveeneen. 62

Figura 23. Carbonilos proteicos (mmol g™ de tejido) en hojas y tallos en fresco y en
seco de damiana (Turnera diffusa) CIBNOR, El Carrizal, Todos Santos y Nuevo Leon... 63

Figura 24. Actividad enzimética especifica de superéxido dismutasa (SOD, U mg™ de
proteina) en (A) hojas y (B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz
blanca) e irradiados con ultravioleta tipo B (UV-B) 0.5 mW cm?2h, 1 mW cm?2hy

Figura 25. Actividad enzimética especifica de peroxidasas totales (POX, U mg™ de
proteina) en (A) hojas y (B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz
blanca) e irradiados con ultravioleta tipo B (UV-B) 0.5 mW cm?2h, 1 mW cm?2hy

Figura 26. Contenido de clorofila a (ng de clorofila a g™ de peso fresco) en (A) hojas y
(B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e irradiados con
ultravioleta tipo B (UV-B) 0.5 mW cm?2h, 1mWcm?2hy1mWcm?24h.......... 68

Figura 27. Contenido de clorofila b (ug de clorofila b g de peso fresco) en (A) hojas y
(B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e irradiados con
ultravioleta tipo B (UV-B) 0.5 mW cm?2h, 1mWcm?2hy1mWcm?24h........... 70



Figura 28. Contenido de carotenoides totales (ug de carotenoides g™ de peso fresco) en
(A) hojas y (B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e
irradiados con ultravioleta tipo B (UV-B) 0.5 mW cm?2h, 1 mWcm?2hy 1 mW cm’

Figura 29. Contenido de vitamina C (mg equivalentes de &cido ascérbico g™ de peso
fresco) en hojas frescas de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e irradiados
con ultravioleta tipo B (UV-B) 0.5 mW cm?2h, 1mWcm?2hy 1l mWcem?4h.......... 72

Figura 30. Compuestos fenélicos totales equivalentes de 4cido galico (mg EAG g™ de
peso fresco) en (A) hojas y (B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz
blanca) e irradiados con ultravioleta tipo B (UV-B) 0.5 mW cm?2h, 1 mW cm?2hy

Figura 31. Capacidad antioxidante total (equivalentes de acido galico, mM EAG g™ de
peso fresco) en (A) hojas y (B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz
blanca) e irradiados con ultravioleta tipo B (UV-B) 0.5 mW cm?2h, 1 mW cm?2hy

Figura 32. Lipoperoxidacion (nmol de especies reactivas al &cido tiobarbiturico
[TBARS] mg™ de proteina) en (A) hojas y (B) tallos frescos de damiana (Turnera
diffusa) control (luz blanca) e irradiados con ultravioleta tipo B (UV-B) 0.5 mW cm™ 2
h, 1MW EmMZ 2y 1 MW CMZ 4 Nt 77

Figura 33. Carbonilos proteicos (umol g de peso fresco) en (A) hojas y (B) tallos
frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e irradiados con ultravioleta
tipo B (UV-B) 0.5 mW cm?2h, 1 mWem22hy I mWem?Z4 e 79

Figura 34. Contenido de proteinas totales (mg g™ de peso fresco) en (A) hojas y (B)
tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e irradiados con
ultravioleta tipo B (UV-B) 0.5 mW cm?2h, 1mWcm?2hy1mWcm?24h......... 80

Figura 35. Efecto de los diferentes tratamientos de radiacion ultravioleta tipo B (UV-B,
0.5 mWcm?2h, 1 mWcem?2hy1mWcm?4hy control) sobre damiana (Turnera
diffusa) in vitro durante el periodo experimental. ...........cccceiiiiiiiiiiiiee e, 81

Figura 36. Morfologia del envés de las hojas de damiana (Turnera diffusa Willd) in
vitro obtenidas por microscopia electronica a 300X, para observar el efecto de la
radiacion ultravioleta tipo B (UV-B, 0.5 MW cm? 2 h y CONtrol). ........ccccvvveveeeereeerennae, 82

Figura 37. Actividad enzimética especifica de superéxido dismutasa (SOD, U mg™ de
proteina) en (A) hojas y (B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz
blanca) e irradiados con ultravioleta tipo C (UV-C) durante 5, 10 y 20 min diarios........... 84



Figura 38. Actividad enzimética especifica de peroxidasas totales (POX, U mg™ de
proteina) en (A) hojas y (B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz
blanca) e irradiados con ultravioleta tipo C (UV-C) durante 5, 10 y 20 min diarios.......... 86

Figura 39. Contenido de clorofila a (ng de clorofila a g™ de peso fresco) en (A) hojas y
(B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e irradiados con
ultravioleta tipo C (UV-C) durante 5, 10y 20 min diarioS..........cccccvuvveeiiivreeeiiiiinnee s 87

Figura 40. Contenido de clorofila b (ug de clorofila b g de peso fresco) en (A) hojas y
(B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e irradiados con
ultravioleta tipo C (UV-C) durante 5, 10y 20 min diarios...........cccccuvveeiiiireeeiiiiiinee i, 88

Figura 41. Contenido de carotenoides totales (pg de carotenoides a g™ de peso fresco)
en (A) hojas y (B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e
irradiados con ultravioleta tipo C (UV-C) durante 5, 10 y 20 min diarios............cccceevenne 90

Figura 42. Contenido de vitamina C (mg equivalentes de &cido ascérbico g™ de peso
fresco) en hojas frescas de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e irradiados
con ultravioleta tipo C (UV-C) durante 5, 10 y 20 min diarios. .........cccceevviivreeeiivieeeeennn, 91

Figura 43. Contenido de vitamina E (mg equivalentes de a-tocoferol g™ de peso fresco)
en hojas frescas de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e irradiados con
ultravioleta tipo C (UV-C) durante 5, 10 y 20 min diarioS..........ccccverrvveenieeesiiieeeniieeeseen 92

Figura 44. Compuestos fenélicos totales equivalentes de 4cido galico (mg EAG g™ de
peso fresco) en (A) hojas y (B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz
blanca) e irradiados con ultravioleta tipo C (UV-C) durante 5, 10 y 20 min diarios........... 93

Figura 45. Capacidad antioxidante total (equivalentes de acido galico, mM EAG g™ de
peso fresco) en (A) hojas y (B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz
blanca) e irradiados con ultravioleta tipo C (UV-C) durante 5, 10 y 20 min diarios.......... 95

Figura 46. Lipoperoxidacién (nmol de especies reactivas al &cido tiobarbiturico
[TBARS] mg™ de proteina) en (A) hojas y (B) tallos frescos de damiana (Turnera
diffusa) control (luz blanca) e irradiados con ultravioleta tipo C (UV-C) durante 5, 10 y
20 MIN GIAMIOS ©.vvieee ittt ettt e e e e e e e e e e e e s et b e e e e e sabe e e e e aat e e e eeeasbaeeeeanees 96

Figura 47. Carbonilos proteicos (umol de g™ peso fresco) en (A) hojas y (B) tallos
frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e irradiados con ultravioleta
tipo C (UV-C) durante 5, 10 Y 20 MiN dIAII0S. ...ccovveeiieieiiiiesiie e siee e 98

Figura 48. Contenido de protefnas totales (mg de g™ de peso fresco) en (A) hojas y (B)

tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e irradiados con
ultravioleta tipo C (UV-C) durante 5, 10 y 20 Min diariosS..........ccccverrvveeniieesiiieeesiieeesneen 99



LISTA DE TABLAS
Tabla I. Principales especies reactivas de oxigeno (ERO) .........ccccoeiiiiiiiiiiiniiiennnn, 5
Tabla Il. Clasificacion taxondmica de la damiana (Turnera diffusa)..............c.ccoveen 22

Tabla Ill. Morfologia de las hojas de Damiana (Turnera diffusa) in vitro control (luz
blanca) e irradiadas con UV-B (0.5 mW cm?2 h) a0, 1y 7 dias de tratamiento............ 82



ABTS

APX

BCS

CAEAG

CAT

Cd

CIBNOR

Cu

DHA

DHAR

DPPH

EAG

EPA

ERO

Fe

FRAP

GPx

GR

GSH

GST

ABREVIATURAS

Oxigeno singulete

Acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
Ascorbato peroxidasa

Baja California Sur

Capacidad antioxidante equivalente de acido galico
Catalasa

Cadmio

Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S. C.
Cobre

Dehidroascorbato

Dehidroascorbato reductasa
2,2-difenil-2-picril-hidracil

Equivalentes de &cido galico

Environmental Protection Agency

Especies reactivas de oxigeno

Hierro

Pardmetro antioxidante de la reduccion del ion hierro
Glutation peroxidasa

Glutation reductasa

Glutation reducido

Glutatién S-transferasa

Vi



GSSG
H20;
HO-

HOCI

MDA
MDHA
MDHAR
Mg

Mn

MS

NL

Oy

ORAC

Pb
PF
POX
PS
PVP
RO’
Se

SOD

Glutation oxidado

Per6xido de hidrogeno

Radical hidroxilo

Acido hipocloroso

Potasio

Malondialdehido
Monodehidroascorbato
Monodehidroascorbato reductasa
Magnesio

Manganeso

Medio de cultivo Murashige-Skoog
Nuevo Leon

Radical superdxido

Capacidad de absorbancia del radical oxigeno
Fosforo

Plomo

Peso fresco

Peroxidasas totales

Peso seco

Polivinilpirrolidona insoluble
Radical peroxilo

Selenio

Superodxido dismutasa

VIl



TBARS

TEAC

uv

uVv-B

Uv-C

Zn

Especies reactivas al cido tiobarbiturico
Capacidad antioxidante equivalente a trolox
Radiacién ultravioleta

Radiacion ultravioleta tipo B

Radiacion ultravioleta tipo C

Zinc

VIl



1. INTRODUCCION

Se ha reportado que el consumo de frutas, hortalizas y plantas medicinales tiene un
amplio espectro de efectos sobre los seres vivos, tales como antibacterianos,
antiinflamatorios, antialergénicos, anticarcinogénicos, ademas de regular o controlar
enfermedades  incluyendo  diabetes, hipertension, enfermedades respiratorias,
cardiovasculares y cardiacas (Krishnaiah et al., 2011). Muchas de estas funciones se han
atribuido al contenido de compuestos antioxidantes que brindan proteccion contra el dafio
celular causado por la exposicion a altas concentraciones de especies reactivas y radicales
libres (Rietveld y Wiseman, 2003; Svilaas et al., 2004; Karou et al., 2005; Pourmorad et
al., 2006; Khalaf et al., 2008; Krishnaiah et al., 2011).

En las plantas el sistema de defensa contra las especies reactivas y los radicales libres
estd constituido por compuestos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Algunos de
los antioxidantes enzimaticos en plantas son superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),
glutatién peroxidasa (GPx), ascorbato peroxidasa (APX), glutation reductasa (GR) y
glutation S-transferasa (GST). Los antioxidantes no enzimaticos en plantas incluyen el
glutatién reducido (GSH), la vitamina C (&cido ascorbico), la vitamina E (a-tocoferol), los
carotenoides (B-caroteno) y los compuestos fendlicos, incluyendo a los flavonoides (Aqil et
al., 2006). Otros compuestos que per se no son antioxidantes, pero que al ser cofactores de
enzimas antioxidantes también contribuyen a las propiedades antioxidantes, son los
elementos quimicos, como selenio (Se), cobre (Cu), hierro (Fe), zinc (Zn) y manganeso

(Mn) (Aqil et al., 2006).
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Cuando los mecanismos de defensa antioxidante no son suficientes para mantener el
equilibrio bioquimico de los organismos, se genera una condicion conocida como estrés
oxidativo (Sies, 1997; Arora, et al., 2002). El estrés oxidativo se define como el
desequilibrio entre la produccién de especies reactivas y los mecanismos antioxidantes,
manifestandose como dafio oxidativo a macromoléculas como lipidos, proteinas y ADN, lo
cual puede provocar disfuncién y/o muerte celular (Mittler, 2002; Lozada y Garcia, 2009).

Durante los ultimos afios se ha incrementado el interés por investigar la eficacia de
compuestos naturales con propiedades antioxidantes y, sobre todo, de caracterizar el
potencial antioxidante de frutas, hortalizas y plantas medicinales, con el fin de incrementar
el consumo de dichos productos (Kim et al., 2005; Haripyaree et al., 2010; Hassanbaglou et
al., 2012). El conocimiento de los compuestos antioxidantes y los factores que los
modifican puede aplicarse en la fabricacion sintética de compuestos nutracéuticos de
interés (Jacobo-Veldzquez y Cisneros-Zevallos, 2012). Por ejemplo, las condiciones
climaticas, como altas temperaturas y radiacion solar, favorecen una mayor sintesis de
compuestos antioxidantes en las plantas, como un mecanismo de defensa a ese estimulo
abidtico (Torabinejad y Caldwell, 2000; Frohnmayer y Staiger, 2003; Dinkova-Kostova,
2008).

El estado de Baja California Sur (BCS), junto con Baja California, Sonora y
Chihuahua, son considerados como los estados de la Republica Mexicana con mayor
radiacion solar (Solartronic, S.A. de C.V., 2003; Bermudez-Contreras et al., 2008;
Vazquez-Yafiez, 2009). Por lo que las plantas nativas de BCS podrian poseer mayores

cantidades de compuestos antioxidantes en comparacion con las plantas desarrolladas en
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otros Estados, y los factores ambientales de esta zona podrian ser los responsables del
contenido antioxidante.

La damiana, Turnera diffusa, es una especie econémicamente importante para BCS, ya
que se emplea en la elaboracién de una cantidad de productos tales como bebidas de
infusion, saborizantes, licores, productos cosméticos, gelatinas, chocolates, yogurt, entre
otros. Estos productos son de consumo nacional e internacional y la produccion potencial
estimada de hojas de damiana en seco es de 500 toneladas anuales (Alcaraz-Meléndez y
Véliz-Murillo, 2006). La damiana se emplea dentro de la herbolaria mexicana tradicional
como estimulante nervioso, afrodisiaco, diurético y para el tratamiento de afecciones
genitourinarias (Osuna-Leal y Meza-Sanchez, 2000; Alcaraz-Meléndez y Véliz-Murillo,
2006). Aungue la damiana crece y se cultiva en varios estados de la Republica Mexicana, la
que se emplea con mas frecuencia es la que proviene de BCS, argumentandose que posee
mejor calidad que la que procede de otras regiones (Alcaraz-Meléndez y Real-Cosio, 1992;
Gamez et al., 2010). Sin embargo, se desconoce cual es el principio activo que brinda sus
multiples cualidades como planta medicinal, asi como las diferencias en la composicion
quimica de la damiana de origen sudcaliforniano para que se considere de mejor calidad
que la que se desarrolla en otros estados de la Republica Mexicana. Los objetivos de este
estudio fueron cuantificar y comparar los compuestos antioxidantes, la capacidad
antioxidante total y el dafio oxidativo en damiana (T. diffusa) en BCS bajo diferentes
condiciones ambientales, de cultivo y manejo poscosecha, y cuantificar y comparar la

capacidad antioxidante de damiana crecida en distintas zonas geogréficas de México.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo es considerado como un desbalance entre la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) y los sistemas de defensa antioxidante, a favor de los primeros,
que induce dafio oxidativo (Sies, 1997; Arora, et al., 2002; Lozada y Garcia, 2009; Gill y
Tuteja, 2010). Las ERO son moléculas altamente reactivas que reaccionan con y pueden
causar dafio a diferentes moléculas y, por ende, a células y/o tejidos (Mittler, 2002; Gill y
Tuteja, 2010). Durante los procesos metabdlicos de los organismos se producen varias ERO

(Fig. 1) (Sies, 1997; Apel y Hirt, 2004; Gill y Tuteja, 2010).

Oxigeno Radical lon lon lon
N superoxido peroxido . Oxeno ) Oxido
I IH+ l 2H’ 2H' 1H+ l2H’
1 . .
0 HO, Hz0; HO  OH H,0
Singlete de Radical Peraxido de Agua Radical Agua
oxigeno perhidroxilo hidrogeno hidroxilo

Figura 1. Generacion de especies reactivas de oxigeno durante la reduccion del oxigeno a
agua (Apel y Hirt, 2004). H*, protones; e, electrones; *0,, oxigeno; O.*, radical
superéxido; O,%, i6n peréxido; O, i6n oxeno; O%, ién 6xido. *0,, oxigeno singlete; HO,",
radical perhidroxilo; H,O,, péroxido de hidrogeno; H,O, agua; OH®*, radical hidrdxilo.

Las ERO son moléculas que actian como agentes oxidantes, pueden ser radicales
libres y no radicales; estos altimos son facilmente convertidos a radicales libres. Los

radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen un electron desapareado, por lo

que son muy reactivos. En la tabla 1 se muestran las principales ERO.
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Tabla I. Principales especies reactivas de oxigeno (ERO).

Radicales No radicales
Superdxido 0,"  Perdxido de hidrogeno H,0,
Hidroxilo HO"  Acido hipocloroso HOCI
Peroxilo RO,” 0Ozono O3
Alcoxilo RO’  Oxigeno singlete 0,
Hidroperoxilo HO," Peroxinitrito ONOO

En las plantas, los mecanismos de respuesta a diversos estimulos bidticos (agentes
patdbgenos, microorganismos, etc.) y abidticos (clima, temperatura, salinidad,
precipitaciones, radiacion ultravioleta, etc.) aumentan la produccion de ERO (Dat et al.,
2000; Ahmad et al., 2010; Gill y Tuteja, 2010). Las ERO provocan la oxidacion de los
acidos grasos insaturados (peroxidacion de lipidos), proceso que conduce a la formacion y
propagacion de radicales lipidicos produciendo dafio, principalmente, a nivel de membrana
celular (Snaich, 1992). La peroxidacion de lipidos (lipoperoxidacion) es una consecuencia
natural de los procesos metabdlicos en la célula, que ocurre tanto en plantas como en
animales (Shewfelt y Del-Rosario, 2000). La peroxidacion de lipidos involucra reacciones
de iniciacion, propagacion y término. La formacion y propagacion de radicales lipidicos
generan diversos productos de degradacién, que incluyen malondialdehido (MDA),
alcoholes, cetonas, aldehidos, entre otros (Mittler, 2002; Moon y Shibamoto, 2009; Gill y
Tuteja, 2010). Los acidos linoléico (18:2) y linolénico (18:3) son los mas susceptibles a
ataques por ERO (Fig. 2) (Gill y Tuteja, 2010). La medicion o cuantificacion del MDA se
ha usado como indicador de lipoperoxidacion y éste a su vez se ha usado como indicador

de dafio oxidativo en células y tejidos (Esterbauer et al., 1991).
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e ERO o. o
(CH,),CO0H ...“i--/ﬁ"m,‘f.’"'
acido linolénico Moo i detid
OH
ERO | o

TN TN o e
HuCs (CH,),CO0OH H,,Cs \/ e

acido linoleico 4-Hidroxi-2-nonenal (HNE)

Figura 2. Mecanismo de la lipoperoxidaciéon del acido linolénico y acido linoléico para la
formacion de los productos secundarios de oxidacion, malondialdehido (MDA) y 4-hidroxi-
2-nonenal (HNE). Adaptado de Gill y Tuteja (2010). ERO, Especies reactivas del oxigeno.
2.2. Compuestos Antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos que pueden detener, retardar o prevenir la oxidacion
de otras moléculas, inhibiendo la iniciacion y/o propagacion de las reacciones en cadena de
los radicales libres (Moon y Shibamoto, 2009). Los antioxidantes se clasifican en
enzimaticos y no enzimaticos. Los mecanismos enzimaticos de eliminacion de ERO en las
plantas incluyen, entre otras, a la enzima superdxido dismutasa (SOD), ascorbato
peroxidasa (APX), glutation peroxidasa (GPx), glutation S-transferasa (GST) y catalasa
(CAT), las cuales permiten remover, neutralizar o depurar las ERO (Mohamed et al., 2007;
Tavarini et al., 2008; Liu et al., 2009). La enzima SOD es la primera en detoxificar a los
radicales libres convirtiendo el O,” a H,0, (Scandalios, 1993). Una vez que la SOD genera
el H,0O,, éste es reducido a agua por la APX usando al ascorbato como un donador de
electrones (Bowler et al., 1992). Posteriormente, el ascorbato oxidado es reducido por las
reacciones catalizadas por la monodehidroascorbato reductasa (MDHAR) y la GR (Bowler

et al., 1992; Scandalios, 1993; Sen-Gupta et al., 1993; Liu et al., 2009).



Soriano Melgar, Lluvia de Abril Alexandra 7

Por otro lado, algunos compuestos antioxidantes enzimaticos requieren de cofactores
para ser activos. Estos cofactores son oligoelementos, como zinc (Zn), cobre (Cu),
manganeso (Mn), selenio (Se) y hierro (Fe). ElI Cu y Zn se encuentran presentes en la
estructura de enzimas antioxidantes como CAT y SOD (Liu et al., 2007). La isoforma de
SOD dependiente de Cu y Zn (Cu,Zn-SOD) se encuentra en cloroplastos y en citosol,
mientras que la isoforma dependiente de Mn (Mn-SOD) se localiza principalmente en la
mitocondria y en los cloroplastos (Sen-Gupta et al., 1993). En la Cu,Zn-SOD, el Cu forma
parte del sitio activo y el Zn actla estabilizando la proteina. La estructura de la CAT
contiene Fe en un grupo hemo, y la GPx es dependiente de Se (Liu et al., 2007). El Zn tiene
propiedades antioxidantes por si mismo, ya que protege a los grupos sulfhidrilo contra la
oxidacion y previene la generacion de ERO mediante competencia por los sitios de union

con metales prooxidantes (Cu y Fe) (Martinez-Gonzélez et al., 2002).

Dentro de los antioxidantes no enzimaticos, se encuentran los antioxidantes
liposolubles asociados a la membrana (carotenoides y vitamina E o o-tocoferol) y
compuestos reductores solubles en agua, como el glutation (GSH) y el acido ascorbico
(vitamina C) (Noctor y Foyer, 1998; Mittler, 2002; Carletti et al., 2003). Ademas, existen
otros compuestos antioxidantes como los compuestos fendlicos simples (acido caféico y
acido clorogénico) o complejos, como los flavonoides (quercetina, catequina) vy
antocianinas (Aqil et al., 2006; Turyanitsa et al., 2006; Moon y Shibamoto, 2009; Ahmad

et al., 2010).
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Aunque el principal papel reconocido para las clorofilas y los carotenoides es actuar
como pigmentos antena fotoreceptores para la fotosintesis recolectando longitudes de onda
de luz, también se ha reconocido que poseen funciones protectoras contra el dafio oxidativo
(Krinsky, 1993). Los carotenoides, como el 3-caroteno, son supresores de ERO vy, a bajas
concentraciones, pueden proteger a los lipidos de la oxidacion (Larson, 1988; Gill y Tuteja,
2010). Los carotenoides desempefian un papel importante en el ensamblaje de los
complejos captadores de luz y tienen una funcién indispensable, ya que protegen al aparato
fotosintético del dafio fotooxidativo (Paiva and Rusell, 1999; Taiz y Zeiger, 2006; Rao y
Rao, 2007). Se ha reportado que, en condiciones de estrés oxidativo, la relacién
clorofila:carotenoide disminuye, por lo que puede ser considerada como un biomarcador de

dicha condicién (Macpherson et al., 2001).

El glutation (y-glutamilcistenilglicina, GSH) es un tripéptido abundante en las celulas
vegetales, que se localiza en todos los compartimentos intracelulares (Mendoza-Coézatl y
Moreno-Sénchez, 2006). EI GSH es sintetizado por dos enzimas, y-glutamilcisteina
sintetasa (y-ECS) y glutation sintetasa (GS). La y-ECS forma y-glutamilcisteina (y-EC) a
partir de glutamato y cisteina, mientras la GS forma GSH a partir de y-EC vy glicina (Fig.
3). Ambas enzimas utilizan ATP-Mg para catalizar su reaccion. EI mayor punto de
regulacion de esta via metabolica es la inhibicion de la y-ECS por GSH (retroinhibicidn).
Esta inhibicion es de tipo competitiva respecto al glutamato, por lo que se ha determinado
que la enzima y-ECS es la etapa limitante de esta via (Mendoza-Co6zatl y Moreno-Sanchez,

2006).
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Figura 3. Sintesis de glutation (GSH) a partir de glutamato y cisteina por la enzima y-
glutamilcisteina sintetasa (y-ECS) y glutation sintetasa (GS), ambas utilizan adenina
trifosfato acoplado a magnesio (ATP-Mg). La y-ECS forma gama-glutamilcisteina (y-EC),
mientras la GS forma GSH a partir de y-glutamilcisteina (y-EC) y glicina. La glutation
reductasa (GR) reduce al glutation oxidado (GSSG) a GSH, para ser empleado por la
glutatién S-transferasa (GSTs) en la detoxificacion de xenobidticos (Xe). También se
observa la retroinhibicion por GSH. ADP= Adenina difosfato, Pi= fosforo inorgénico,
NADP*= nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa, NADPH= nicotinamida
adenina dinucleotido fosfato reducido, GPx= glutation peroxidasa, GS-Xe= complejo
glutation-xenobidtico, H,O,= perdxido de hidrégeno. Adaptado de Mendoza-Cézatl y
Moreno-Sanchez, 2006.

El GSH es la forma principal de almacenamiento del sulfuro y actda como un potente
detoxificador de xenobidticos, a través de reacciones de conjugacion (Schiitzendibel y
Polle, 2002; Blokhina et al., 2003; Mendoza-Cdzatl y Moreno-Sanchez, 2006; Mishra et
al., 2009). Junto con su forma oxidada (GSSG), el GSH mantiene el equilibrio redox en los
compartimentos celulares (Mendoza-Cézatl y Moreno-Sanchez, 2006; Mishra et al., 2009),
y participa en la regulacion del ciclo celular (Schitzendiibel y Polle, 2002). EI GSH
reacciona con las ERO para prevenir la oxidacién de grupos tiol en enzimas, por lo que es
importante en la estabilizacién de muchas enzimas (Szalai et al., 2009). EI GSH ha sido
implicado en la adaptacion de las plantas a condiciones ambientales desfavorables, tales

como la sequia, contaminacién y temperaturas extremas (Mishra et al., 2009; Szalai et al.,

2009).
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El ascorbato (acido ascorbico o vitamina C) es un antioxidante que se encuentra en la
mayoria de las células vegetales, organelos y apoplasto (Noctor y Foyer, 1998). Bajo
condiciones fisiologicas, el ascorbato existe principalmente en forma reducida en hojas y
cloroplastos (Noctor y Foyer, 1998). El ascorbato esta presente en frutas y verduras en
forma de &cido L-ascérbico y acido dehidroascorbico. Ademas, se ha demostrado que es un
aceptor de radicales libres efectivo frente a O,", H,0, HOCI, HO', RO, y 'O,
(Yanishlieva-Maslarova, 2001). La capacidad de donar electrones en un amplio rango de
reacciones enzimaticas y no enzimaticas hace al &cido ascorbico un detoxificador de ERO

en fase acuosa (Blokhina et al., 2003).

El ascorbato previene el dafio oxidativo atrapando a las ERO y, como consecuencia,
produciendo un radical libre, el monodehidroascorbato (MDHA), una molécula
relativamente estable que reacciona preferentemente consigo misma, previniendo la
propagacion de radicales libres (Noctor y Foyer, 1998). El ascorbato también actia con
GSH en el ciclo glutation-ascorbato o de Halliwell-Asada (Fig. 4). Mediante la oxidacion
del ascorbato a MDHA por la APX el H,O, se convierte a H,O; el ascorbato se regenera
por la enzima monodehidroascorbato reductasa (MDHAR), usando NADPH como poder
reductor, el MDHA se transforma espontdneamente en dehidroascorbato (DHA), y el
ascorbato se regenera en una reaccion catalizada por la dehidroascorbato reductasa
(DHAR), que oxida el GSH a GSSG; finalmente, la GR puede regenerar el GSH a partir del
GSSG en presencia de NADPH (Cho y Seo, 2005; Mishra et al., 2009). La GPx también
convierte el H,O, en H,0, pero usa el GSH directamente como agente reductor. El ciclo de

la GPx termina cuando el GSH es regenerado a partir del GSSH por la GR (Fig. 4, Gratdo,
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2005; Mishra et al., 2009; Bgnsayer et al., 2010). El ciclo glutation-ascorbato es esencial
para la remocion del H,0,, localizado en varios compartimentos subcelulares incluyendo el
cloroplasto, la mitocondria, el peroxisoma, el glioxisoma y en la membrana plasmatica. Las
actividades de la APX y de la GR son vitales en la operacién de este ciclo (Cho y Seo,

2005; Bgnsayer et al., 2010).

H,0, AsA NADP
APX MDHAR
H,O MDHA NADPH
Ash + DHA G5H NADP
DHAR GR
AsA GSSG NADPH

Figura 4. Ciclo glutation-ascorbato o de Halliwell-Asada. APX, ascorbato peroxidasa; AsA,
acido ascérbico; DHA, dehidroascorbato; DHAR, dehidroascorbato reductasa; GSH,
glutatiobn; GSSG, glutation oxidado; GR, glutation reductasa; MDHA,
monodehidroascorbato; MDHAR, monodehidroascorbato reductasa; NADP, nicotinamida
adenina difosfato oxidado; NADPH, nicotinamida adenina difosfato reducido; H,O»,
perdxido de hidrégeno. Tomado de Bgnsayer et al., 2010.

La principal funcion del a-tocoferol o vitamina E en todas las membranas bioldgicas es
terminar la reaccion en cadena de los radicales de acidos grasos poliinsaturados generados
durante la lipoperoxidacion. Debido a que la vitamina E se incorpora en las membranas
celulares, ejerce su actividad antioxidante evitando la propagacion de los radicales libres,
como el radical RO;" entre los lipidos de membrana (Packer et al., 2001). La vitamina E es
parte de un sistema de ciclos redox (Fig. 5) (Constantinescu et al., 1993; Packer et al.,

2001). La vitamina E reduce a las ERO que se generan después de detener la

lipoperoxidacion, para volver de nuevo a su estado nativo reducido. Ello ocurre mediante
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interacciones entre las sustancias hidro- y liposolubles, junto con mecanismos enzimaticos
y no enziméticos, regenerando el radical tocotrienoxilo o tocoferoxilo de nuevo a
tocotrienol o tocoferol, respectivamente. La vitamina C puede regenerar a la vitamina E
directamente; los antioxidantes como el GSH pueden regenerar a la vitamina E

indirectamente mediante la via de la vitamina C (Fig. 5) (Packer et al., 2001).

ntioxidan
(1 =Tocoferoxilo t‘ ;“X dante

(1 -Tecotrienalxile

/ NAD(PH

Radical Interface Tioredoina®™
%ipidofﬁgua Glutation TRX Reductasa
Ciclode la scorbato Disulfito GSH Reductasa

‘u‘itamina E Lipoato Lipc:!amida N
Dehidrogenasa
~ Ciclo de la Ciclo
1l - Tocoferol . +3 M+
ngg:' o -LT:::t:i:nul Vitamina C | TIGI NAD(P} ' H
Semi- / Glutation
ROQ-, RO+ Ascorind Dihidrolipoato
\ ; y Tioredoxina™?
PUFA Radical
\ Enzimas
02'- Otros radicales Dehidro-
@ ‘\ ascorbato

UVA, UVB, Ozono

Figura 5. Ciclos de compuestos antioxidantes como vitaminas C y E, y glutation. ROOH,
hidroperoxido orgénico; ROH, alcoxilo; ROO", radical peroxilo; RO’ radical alcoxilo;
PUFA, é&cidos grasos poliinsaturados; O™, radical superdxido; UVA, ultravioleta tipo A;
UVB, ultravioleta tipo B; NAD(P)H, nicotinamida adenina difosfato oxidado; NAD(P)",
nicotinamida adenina difosfato reducido; H*, protén; GSH, glutation; TRX, tioredoxina.
Adaptado de Packer et al., 2001.

Los compuestos fendlicos se pueden agrupar dependiendo de su estructura. Los acidos

fendlicos (acidos caféico, feralico, cumarico y sinaptico) derivados del acido
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hidroxicinamico, y los flavonoides (chalconas, flavonas, flavonoles, flavandioles,
antocianinas y taninos condensados) que comparten una estructura comin de difenil
piranos, permitiendo generar una multitud de variaciones para dar lugar a una gran cantidad
de compuestos (Karou et al., 2005; Prakash et al., 2007). El vocablo flavonoide se refiere a
un grupo aromatico, el cual genera la mayoria de los colores amarillo, rojo y azul en plantas
y frutas (Geleijnse y Hollman, 2008). Los flavonoides se encuentran en abundancia en
frutas y verduras tales como uvas, manzanas, cebollas, cerezas, repollos, y té verde
(Camellia sinensis) (Rietveld y Wiseman, 2003; Pourmorad et al., 2006). Los flavonoides,
ademas de su accion antioxidante, poseen una diversidad de efectos terapéuticos,
incluyendo actividades cardioténica y hepatoprotectora (Narayama et al., 2001). De ellos,
las flavonas (apigenina, luteolina y diosmetina) y los flavonoles (quercetina, mirecitina,
kampferol) son los compuestos mas abundantes en los vegetales (Sultana y Anwar, 2008).
La luteolina y quercetina son fuertes antioxidantes, cuya actividad antioxidante se debe a la
facilidad que poseen los compuestos fendlicos para ceder atomos de hidrégeno de un grupo
hidroxilo aromatico a un radical libre (German, 1999; Kumar y Kumar, 2009). Se considera
que la propiedad antioxidante de los flavonoides resulta de una combinacion de su
capacidad para quelar Fe y atrapar radicales libres, ademas de inhibir enzimas oxidasas,
como lipooxigenasa, ciclooxigenasa, mieloperoxidasa y xantina oxidasa. Estas propiedades
contribuyen a evitar la formacién de ERO y de hidroxiperéxidos organicos (Escamilla-

Jiménez et al., 2009).

Se ha reportado que los flavonoides también inhiben procesos de lipoperoxidacion

generados por radicales libres y metales como iones quelados de Cu y Fe, protegen de la
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oxidacion a lipoproteinas y estimulan la sintesis de enzimas involucradas en la
detoxificacion de sustancias carcinogénicas (Hounsome et al., 2008). Ademas, los
flavonoides estimulan fosfolipasas involucradas indirectamente en los procesos oxidativos,
que hidrolizan el enlace éster de los glicerofosfolipidos liberando acidos grasos, y al mismo
tiempo estimulan otras enzimas antioxidantes como la CAT y la SOD (Groot y Rauen,

1998; Sudheesh et al., 1999).

Los compuestos fendlicos, en general, pueden ser modificados por varios factores,
incluyendo genéticos, ambientales, de crecimiento, de almacenamiento y/o procesamiento
(Pandjaitan et al., 2005; Aberoumand y Deokule, 2008). En particular, la biosintesis y
regulacion de los flavonoides esta influenciada por factores ambientales como la radiacion

ultravioleta (UV), en particular la radiacion UV tipo B (UV-B) (Zhang y Bjérn, 2009).

Los compuestos fendlicos, como los flavonoides, acidos fendlicos y taninos, son
considerados como los mejores contribuyentes de la actividad antioxidante en plantas
medicinales chinas (Wong et al., 2006; Geleijnse y Hollman, 2008). En una serie de
ensayos de antioxidantes, incluyendo DPPH, ABTS, ORAC, FRAP sobre extractos de 30
plantas, se encontrd una relacion significativa entre la capacidad antioxidante y el
contenido de compuestos fendlicos totales, lo que sugiere que los compuestos fendlicos son
los principales contribuyentes de las propiedades antioxidantes en las plantas (Dudonn et
al., 2009). Diversos estudios apoyan la idea de que existe una alta correlacion entre los
compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante presente en las plantas (Pandjaitan et al.,
2005; Djeridane et al., 2006; Stratil et al., 2007; Du et al., 2009; Dudonn et al., 2009;

Huda-Faujan et al., 2009; Kumar y Kumar, 2009).
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2.3. Capacidad Antioxidante

La capacidad antioxidante total es una estimacion del aporte de antioxidantes y de la
calidad nutracéutica de un alimento, y se considera como la actividad bioldgica responsable
del efecto preventivo contra el dafio oxidativo (Arnao et al., 1996; Heo et al., 2007). Se ha
propuesto que los compuestos antioxidantes presentes en plantas, y utilizados como
aditivos alimentarios o suplementos farmaceuticos, pueden neutralizar el efecto dafiino de
los radicales libres a nivel celular y, por lo tanto, podrian prevenir muchas de las
enfermedades asociadas a las ERO (Shewfelt y del Rosario, 2000; Elkahoui et al., 2005;
Sinha et al., 2005; Moon y Shibamoto, 2009; Krishnaiah et al., 2011: Hassanbaglou et al.,
2012). Sin embargo, diversos factores como el procesamiento y las condiciones de
almacenamiento pueden propiciar cambios en la composicién quimica de los productos de

origen vegetal alterando sus compuestos antioxidantes (Abushita et al., 1997).

2.4. Factores que Modifican la Concentracion de los Compuestos Antioxidantes
2.4.1. Poblaciones

Existe una gran cantidad de factores que pueden modificar la composicion de las
propiedades antioxidantes de las plantas, muchos de estos factores ain no se han dilucidado
por completo; entre ellas se encuentran las condiciones de crecimiento o cultivo,
almacenamiento y/o procesamiento y ambientales (Frohnmayer y Staiger, 2003; Dinkova-
Kostova, 2008; Hossain et al., 2010). Las plantas pueden desarrollarse en poblaciones
silvestres o cultivadas. En general, la mayoria de las plantas medicinales contindan siendo
cosechadas a partir de poblaciones silvestres, lo que genera en muchos casos que éstas sean

sobreexplotadas. Para disminuir el impacto sobre estas poblaciones, se ha sugerido
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propiciar alternativas para cultivar plantas que se utilizan en medicina tradicional
(Schippmann, et al., 2006). EIl cultivo bajo condiciones de riego, suelo y temperaturas
controlados puede alterar la composicién quimica de las plantas; la percepcion general es
que las plantas silvestres son mas eficaces o potentes en cuanto a sus propiedades curativas
en comparacién con las plantas de poblaciones cultivadas (Lubbe y Verpoorte, 2011). Por
ejemplo, se ha reportado que el uso de fertilizantes modifica el contenido antioxidante y de
los macro- y microelementos (estos ultimos también llamados oligoelementos) en las
poblaciones cultivadas con respecto a las poblaciones silvestres (Toor et al., 2006; Stajner

et al., 2008; Hu et al., 2010).

2.4.2. Almacenamiento y/o Procesamiento

Desde tiempos ancestrales los productos vegetales se han sometido a diversos tipos de
procesamiento para conservarlos o almacenarlos; ello puede inducir modificaciones en los
productos hortofruticolas (Gupta et al.,, 2011). Uno de los métodos mas antiguos de
preservacion de productos vegetales es el secado o deshidratacion; la disminucion del
contenido de agua aumenta el periodo de almacenamiento y retarda el crecimiento
microbiano (Sobukola et al., 2007; Hossain et al., 2010). Sin embargo, este método puede
degradar y alterar la composicion y apariencia de los productos hortofruticolas mediante el
estimulo de procesos enzimaticos y no enzimaticos, que pueden reflejarse en cambios en la
composicion de fitoquimicos y otros nutrimentos (Figiel et al., 2010; Hossain et al., 2010;

Gupta et al., 2011).
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2.4.3. Condiciones Ambientales

Se ha reportado que la variacion de las condiciones medioambientales y climaticas
puede influir significativamente en los perfiles de composicidon quimica y nutracéutica de
diferentes frutas, hortalizas y plantas medicinales (Torabinejad y Caldwell, 2000;
Frohnmayer y Staiger, 2003; Raffo et al., 2006; Dinkova-Kostova, 2008; Jacobo-Velazquez
y Cisneros-Zevallos, 2012). Dentro de las condiciones ambientales, se encuentran:
temperatura, precipitaciones, humedad, viento, radiacion solar y radiacién UV. Pandjaitan
et al. (2005) sugieren que las condiciones climaticas propias de las zonas tropicales con
altas temperaturas y fuerte radiacion solar favorecen la sintesis de compuestos

antioxidantes en las plantas como un mecanismo de defensa.

La radiacién solar en la region de UV (100-400 nm) se subdivide en tres tipos; UV-A
(315-400 nm), UV-B (280-315 nm) y UV-C (100-280 nm) (Diffey, 1991; Frohnmayer y
Staiger, 2003). Sin embargo, la atmésfera y las condiciones ambientales (nubosidad, viento,
contaminacién, etc.) alteran la composicion de la radiacion UV que llega a la superficie
terrestre, la que también puede ser afectada por factores estacionales (clima), geogréficos
(altitud y latitud) y meteoroldgicos (angulo de incidencia del sol y las particulas presentes)

(Diffey, 1991).

La radiacion solar tiene efectos anatémicos, fisioldgicos, morfoldgicos y bioquimicos
sobre los organismos terrestres. En las plantas éste factor es trascendental al ser organismos
fotoautdtrofos, ya que las plantas son totalmente dependientes de la luz como fuente de
energia (Nasibi y Kalantari, 2005). Lo anterior afecta procesos fisiolégicos, morfoldgicos,

metabdlicos y bioquimicos, incluyendo la fotosintesis, la produccién de biomasa, la
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estructura y la composicion nutricional y nutracéutica de las plantas (Torabinejad y
Caldwell, 2000; Hess et al., 2002; Frohnmayer y Staiger, 2003; Tevini, 2004; Dinkova-

Kostova, 2008).

La radiacion UV-A atraviesa la capa de ozono casi en su totalidad y es responsable de
algunos procesos en las plantas, como la sintesis de pigmentos y apertura o cierre
estomatico (Meisel et al., 2011). La radiaciéon UV-B es absorbida parcialmente por el
ozono estratosférico; por lo cual, s6lo una porcién es transmitida a la superficie terrestre
(Salama et al., 2010) y es la responsable de generar las mayores modificaciones en las
plantas. Entre estas modificaciones se observan el incremento en el contenido de
compuestos antioxidantes y modificaciones en los pigmentos fotosintéticos (Torabinejad y
Caldwell, 2000; Hess et al., 2002; Tevini, 2004; Xu et al., 2008; Kumari et al., 2009;
Salama et al., 2010) y dependen, no s6lo de la especie, sino de la variedad o cultivar de la
misma (Zhang y Bjorn, 2009). La radiacion UV-C se absorbe por el ozono y, por ello, la
cantidad de este tipo de radiacion en la tierra es minima, y sus efectos han sido poco
estudiados (Meisel et al., 2011). Sin embargo, se ha empleado la exposicion a radiacion
UV-C como tratamiento poscosecha a manera de germicida; se encontré que este
tratamiento puede modificar el contenido de compuestos fendlicos en las plantas (Wang et

al., 2009).

El estudio de los efectos de la exposicion a radiacion UV-B en plantas se ha enfocado
en su mayoria a plantas de importancia econémica utilizadas para consumo (frutas y
hortalizas) o incluso a plantas de ornato. La exposicion a radiacion UV-B modifica el

contenido de los compuestos fendlicos en las plantas (Zhang y Bjorn, 2009). Son pocos los
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estudios enfocados a los mecanismos de defensa que presentan las plantas medicinales
frente a un incremento en la radiacion UV (Kumari et al., 2009; Kumari et al., 2010;
Jacobo-Velazquez y Cisneros-Zevallos, 2012). Se recomienda estudiar el efecto que
pudiera tener la exposicion a radiacion UV-A y UV-C sobre las plantas, ya que, en algunos
casos, podria ser mas conveniente que la exposicién a radiacion UV-B para aumentar la
produccién de metabolitos secundarios responsables de las propiedades curativas de las

plantas medicinales (Zhang y Bjorn, 2009).

2.5. Propiedades de las Plantas Medicinales

Las tendencias mundiales en la alimentacion, en los Gltimos afios, indican un interés de
los consumidores hacia alimentos que, ademas de contener nutrientes, contengan sustancias
fisiolégicamente activas que cumplan una funcion benéfica ante enfermedades (Kaur y
Kapoor, 2001: Hassanbaglou et al., 2012; Mercado-Mercado et al., 2013). Muchas especies
vegetales poseen caracteristicas medicinales debido a sus propiedades antioxidantes, ya que
contienen grandes cantidades de compuestos fendlicos o polifenoles (Djeridane et al.,
2006). El contenido de antioxidantes naturales en los alimentos y su funcidn en los sistemas
bioldgicos ha recibido mucha atencion durante la Gltima década (Mahattanatawee et al.,
2006; Pourmorad et al., 2006; Fonnegra et al., 2007; Tavarini et al., 2008: Hassanbaglou et

al., 2012; Mercado-Mercado et al., 2013).

Se ha sugerido que los alimentos de origen vegetal desempefian un papel importante en
la dieta brindando proteccion contra el dafio celular causado por la exposicion a altas
concentraciones de radicales libres. Este efecto benéfico en la salud se ha atribuido

principalmente al hecho de que estos alimentos contienen una serie de antioxidantes, como
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vitamina C (&cido ascorbico) y vitamina E (a-tocoferol), carotenoides, compuestos
fendlicos, flavonoides y carbohidratos complejos (Tavarini et al., 2008: Mercado-Mercado
et al., 2013). Por otra parte, los extractos crudos de las plantas medicinales, hierbas y
especias, asi como otros vegetales ricos en resinas fendlicas, se utilizan en la industria
alimentaria porque retardan la degradacion de lipidos, mejorando la calidad y el valor

alimenticio del producto (Salazar et al., 2008).

Los estudios realizados en plantas medicinales y vegetales apoyan la idea de que los
constituyentes de las plantas con actividad antioxidante son capaces de tener efectos
protectores contra el estrés oxidativo en los sistemas bioldgicos, neutralizando el efecto
dafiino de los radicales libres y previniendo las enfermedades asociadas a las ERO
(Rietveld y Wiseman, 2003; Svilaas et al., 2004; Karou et al., 2005; Pourmorad et al.,
2006; Khalaf et al., 2008; Veeru et al., 2009; Krishnaiah et al., 2011: Hassanbaglou et al.,
2012). En los ultimos afios, el conocimiento de los antioxidantes en las plantas y los
factores que los modifican, ha generado la expectativa de que el empleo de ciertos factores
abidticos (por ejemplo, la radiacion UV) sobre las plantas de manera inducida y controlada,
sea una alternativa efectiva para incrementar el contenido de algunos compuestos de
interés, haciendo de las plantas biofabricas de compuestos nutracéuticos (Jacobo-Velazquez

y Cisneros-Zevallos, 2012).

2.6. Damiana
La damiana es un arbusto caducifolio perteneciente a la familia Turneraceae (Fig. 6,

Tabla II). Esta familia incluye a las especies Turnera pumilia, T. vetulina, T. callosa, T.
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ulmifolia, T. diffusa y T. palmeri (Alcaraz-Meléndez et al., 2003). T. diffusa es la especie de
de mayor importancia econdmica (Alcaraz-Meléndez y Real-Cosio, 1992; Vazquez, 1993;
Alcaraz-Meléndez et al., 2003). Esta planta se ha identificado bajo los nombres populares
de hierba de la pastora, hierba del venado, itamo real, y pastorcilla. Sin embargo, se
considera el nombre comin en México como damiana y su nombre cientifico Turnera
diffusa Willd, clasificada en 1820 (Alcaraz-Meléndez et al., 2003; Alcaraz-Meléndez et al.,

2011).

Flor de céliz tubular y corola con cinco pétalos.

Hoja de color verde olivo brillante, con bordes
aserrados y glandulas resinosas.

Tallos lisos y derechos, amarillos o pardo-rojizos;
ramillas aterciopeladas cuando jovenes y lisas en
posteriores etapas.

Figura 6. Morfologia de las plantas de damiana (Turnera diffusa). Imagen propia.
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Tabla 1l. Clasificacion taxonomica de la damiana (Turnera diffusa, Alcaraz-Meléndez et
al., 2011).

Reino: Vegetal
Division: Tracheopyta
Subdivision: Angiospermas
Clase: Dicotiledoneae
Subclase: Arquiclamideas
Orden: Violales
Familia: Turneracea
Género: Turnera
Especie: Diffusa

Esta planta generalmente mide entre 0.3 y 2 m de altura. Los tallos lisos y derechos,
son amarillos o pardo-rojizos, con ramillas aterciopeladas cuando jévenes y lisas en etapas
tardias o de maduracion (Thomson, 1980). Las hojas de la damiana son simples, de color
verde olivo brillante, con bordes aserrados que miden de 1.0 a 2.5 cm, y presentan
nervaduras prominentes por el envés e impresas en el haz (Fig. 6) (Alcaraz-Meléndez et al.,
2003). Las flores son amarillas con cinco pétalos, solitarias y miden aproximadamente 8
mm (Fig. 6) (Alcaraz-Meléndez et al., 2003). Los frutos de T. diffusa son capsulares,
ovoides, con tres valvas de aproximadamente 5 mm, que al madurar se abren para liberar de
tres a cuatro semillas de 2 mm de longitud (Wiggins, 1980; Le6n y Coria, 1992; Pifia-
Puente, 1993; Vazquez, 1993; Osuna-Leal y Meza-Sanchez, 2000; Alcaraz-Meléndez et al.,

2003; Alcaraz-Meléndez y Véliz-Murillo, 2006).

La explotacion de damiana en el estado de BCS continta siendo en rodales silvestres,
pudiendo ser cosechada Unicamente cuando la planta tiene hojas, en temporadas de lluvias.
Las lluvias en BCS son escasas Y erraticas, lo cual genera que la temporada de recoleccién
y la cantidad de cosecha varie considerablemente entre estaciones y de un afio a otro

(Osuna-Leal y Meza-Sanchez, 2000; Alcaraz-Meléndez y Véliz-Murillo, 2006). A pesar de
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que no existen datos oficiales en cuanto a la produccién y exportacion de la cosecha de
damiana (Gamez et al., 2010), se estima una produccion potencial de 500 toneladas anuales

(Alcaraz-Meléndez y Veliz-Murillo, 2006).

Los tallos y hojas de T. diffusa se cortan para hacer manojos que se trasladan al lugar
de secado, a la sombra a temperatura ambiente (40-45°C), ya que las hojas pierden el color
adecuado para el mercado si son secadas directamente al sol (Sandoval, 1982; Alcaraz-
Meléndez y Véliz-Murillo, 2006). La produccién de hojas secas de damiana en el mercado
procede de las poblaciones silvestres de varios Estados, pero entre los consumidores hay
una clara preferencia por la procedente de BCS (Sandoval, 1982; Osuna-Leal y Meza-

Séanchez, 2000; Alcaraz-Meléndez y Véliz-Murillo, 2006; Gamez et al., 2010).

La damiana se ha utilizado desde 1874 como planta medicinal dentro de la herbolaria
mexicana tradicional (Sandoval, 1982). Esta planta se consume especialmente en la
peninsula de Baja California por sus aparentes propiedades benéficas en el aparato
génitourinario, especificamente 6rganos como la vejiga y los rifiones. Ademas, se le
considera como una planta con propiedades afrodisiacas (Sandoval, 1982; Osuna-Leal y

Meza-Sanchez, 2000).

La especie T. diffusa es de importancia econdmica a escala industrial, ya que las hojas
y sub-productos son objeto de consumo en varios paises (Sandoval, 1982; Osuna-Leal y
Meza-Sanchez, 2000; Alcaraz-Meléndez et al, 2003; Alcaraz-Meléndez y Véliz-Murillo,
2006). Su uso principal es en la elaboracion de bebidas de infusion (tés) y el tradicional

licor de damiana (Sandoval, 1982; Alcaraz-Meléndez y Real-Cosio, 1992; Ledn y Coria,
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1992; Parra-Hake, 1993; Pifia-Puente, 1993; Alcaraz-Meléndez et al, 2003). En la
actualidad, se pueden encontrar en el mercado una serie de productos con damiana o
elaborados a base de ésta; como por ejemplo, licor, crema, helado, yogur, chocolates y

jabones de barra (Fig. 7).

Figura 7. Productos elaborados a base de damiana (Turnera diffusa) en el estado de Baja
California Sur (Grupo Arari de B.C.S., S.A. de C.V.). Parte superior izquierda: licores y
crema de damiana; parte superior derecha: té en sobre y tés frios embotellados; parte
inferior izquierda: chocolates; parte inferior central: jabones; parte inferior derecha: jalea.

La damiana es un arbusto caducifolio que se desarrolla en zonas aridas y semi-aridas,

encontrdndose en varios paises de América, incluyendo las Antillas, América del Sur,
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Estados Unidos y México (Wiggins, 1980; Alcaraz-Meléndez y Real-Cosio, 1992; Lebn y
Coria, 1992; Alcaraz-Meléndez et al., 2003). En México, se distribuye principalmente en
climas calurosos, en zonas aridas y semiéridas, en los estados de BCS, Nuevo Leon (NL),
Guerrero, San Luis Potosi, Coahuila, Chihuahua, Sinaloa, Sonora, Nayarit, Tamaulipas,

Querétaro y Zacatecas (Alcaraz-Meléndez et al., 2011).

En BCS, la damiana se encuentra en la region de Los Cabos, donde la vegetacion es
matorral xerofilo y selva baja caducifolia. También se encuentra en el area de
amortiguamiento de la reserva de la biosfera de la Sierra de La Laguna (Fig. 8) (Arriaga y
Ortega, 1988; Alcaraz-Meléndez et al., 2003). En las zonas de desarrollo de la damiana, la
temperatura media anual es de 22 a 24°C y la precipitacion media anual de 180 a 267 mm;
los suelos son de textura ligera, de migajon arenoso a arena migajonosa, con pH
ligeramente alcalino, y pobres en nitrégeno (N) (Wiggins, 1980; Alcaraz-Meléndez et al.,

2003).

Debido a que la forma de explotacion de la damiana continda siendo en rodales
silvestres, ademas de ser sobreexplotada por los recolectores, encontrar esta planta es cada
vez mas dificil. Se han realizado investigaciones para domesticar o propagar a las plantas
de damiana y, de esta forma, incrementar las poblaciones naturales implementando
programas de reforestacion a gran escala y bajo sistemas de cultivo (Alcaraz-Meléndez y
Real-Cosio, 1992). Con ello, se han transformado a las poblaciones silvestres en
ecocultivos, los cuales en la actualidad se encuentran en las zonas de El Carrizal y Todos

Santos, al Sur de la Ciudad de La Paz (Alcaraz-Meléndez, 1999).
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Figura 8. Ubicacion de poblaciones silvestres de damiana (e) en el Estado de Baja
California Sur. Modificado de Alcaraz-Meléndez y Véliz-Murillo (2006).

Las plantas de damiana contienen clorofila, resinas (una amarga y una colorante),

goma, almidon, taninos y sales minerales (Cabrera, 1986). Las hojas secas y los extractos
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de la damiana son muy aromaticos debido a los aceites esenciales que contienen (Alcaraz-
Meléndez, 1999; Alcaraz-Meléndez et al., 2004; Alcaraz-Meléndez et al., 2007; Saranz-
Camargo, et al., 2008). Dominguez e Hinojosa (1976) detectaron en extractos etanolicos de
damiana la presencia de a-pineno, B-pineno, triacontano, P-sitosterol, triacosanona,
acetovainillina, hexacosanol-1 y 5-hidroxi-7, 3",4"-trimetroxiflavona, y en un extracto con
etanol y cloroformo detectaron (-sitosterol y un flavonoide denominado gonzalitosin |I.
Spencer y Seigler (1981) detectaron la presencia de un glicoésido cianogénico identificado

como tetrafilina B.

En infusiones de las partes aéreas de T. diffusa se obtuvieron y determinaron, mediante
cromatografia en columna de Sephadex LH-20, las estructuras de compuestos flavonoides,
incluyendo un compuesto llamado luteolin-8-C-a-I-ramnopiranosil(152)quinovopiranosido
(Piacente et al., 2002). Este mismo compuesto, que no se ha reportado en otra especie
vegetal, ha sido descrito recientemente como 8-C-B-[6-deoxi-2-O-(a-1-ramnopiranosil)-
xilohexopiranos-3-ulosido] de luteolina, presenta actividad antioxidante similar a la
quercetina y los autores sugieren que este compuesto puede ser un biomarcador para
identificar plantas de damiana y la calidad de éstas (Garza-Juarez et al., 2010). Se ha
sugerido que las propiedades antiulcerogénicas de la damiana se deben a su alto contenido
de compuestos flavonoides (Lewis y Hanson, 1991; Yesilada et al., 2000; Piacente et al.,

2002).
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3. JUSTIFICACION

Las propiedades bioldgicas de plantas medicinales, como la damiana, se atribuyen
principalmente a la cantidad y diversidad de compuestos antioxidantes que poseen. La
composicion de las plantas medicinales depende de factores bidticos y abidticos, entre los
cuales figuran las caracteristicas edaficas de la region de cultivo, las condiciones de cultivo,
las condiciones del clima o condiciones medioambientales, la fase vegetativa, las
condiciones de almacenamiento y/o procesamiento. El analisis y comparacion de la
composicion y contenido antioxidante de la flora de diferentes sitios de cultivo, paises y
zonas geograficas, asi como los cambios generados por factores medioambientales, de
procesamiento y de almacenamiento, permite establecer las mejores condiciones de cultivo

para maximizar el contenido de antioxidantes en plantas medicinales.

Se han atribuido a la damiana propiedades medicinales; sin embargo, se desconoce el
sustento bioquimico de estas cualidades. El andlisis de la composicion nutricional y
propiedades antioxidantes de la damiana contribuye al conocimiento de los compuestos
responsables de sus propiedades medicinales. La comparacion de la composicién vy
contenido antioxidante de la damiana bajo diferentes condiciones de cultivo, de diferentes
zonas geograficas, y el efecto de la exposicion a dosis conocidas de UV permite sugerir
condiciones de cultivo para aumentar el contenido de antioxidantes y la eficacia de la
planta. Por lo tanto, la meta de este trabajo fue generar informacion critica para el cultivo,

uso y comercializacién de la damiana.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Determinar los compuestos antioxidantes enzimaticos (SOD, CAT y POX) y no
enzimaticos (macro- y microelementos, pigmentos fotosintéticos, vitaminas C y E,
compuestos fenolicos), la capacidad antioxidante total y el dafio oxidativo (TBARS vy
carbonilos proteicos) en damiana (T. diffusa) bajo diferentes condiciones ambientales, de

cultivo y manejo poscosecha.

4.2. Objetivos Particulares

1.- Determinar los compuestos antioxidantes enzimaticos y no enzimaéticos, la
capacidad antioxidante total y el dafio oxidativo en damiana (T. diffusa) de dos poblaciones
silvestres (EI Carrizal y Todos Santos) del Estado de Baja California Sur y compararla con
plantas cultivadas en condiciones experimentales (CIBNOR).

2.- Determinar y comparar los compuestos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos,
la capacidad antioxidante total y el dafio oxidativo en damiana (T. diffusa) en fresco y en
seco (procesada o deshidratada).

3.- Determinar y comparar los compuestos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos,
la capacidad antioxidante total y el dafio oxidativo en damiana (T. diffusa) de los Estados
de Baja California Sur y Nuevo Leon.

4.- Determinar el efecto de la radiacion UV (B y C) sobre la concentracion de los
compuestos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, la capacidad antioxidante total y el

dafo oxidativo en damiana (T. diffusa) en condiciones in vitro.
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5. HIPOTESIS

Si las condiciones ambientales, de cultivo y manejo poscosecha propician un estado de
estrés oxidativo, entonces las plantas de damiana (T. diffusa) de diferentes poblaciones,
deshidratadas y expuestas a radiacion UV modificaran su contenido antioxidante como

mecanismo de defensa.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Material Bioldgico y Tratamientos

Se colectaron muestras de 15 plantas de damiana (n=15 por sitio de colecta) del campo
experimental del CIBNOR (24° 08" N, 110° 25" W, 5 msnm), EIl Carrizal (23° 45" N, 110°
16~ W, 180 msnm) y Todos Santos (23° 27" N, 110° 13" W, 45 msnm) en BCS en
Diciembre de 2009. Las plantas (n=15) de la regién Bustamante-Villaldama (26°09.4'N,
100°20.2°"W, 590 msnm) en el estado de NL fueron colectadas en agosto de 2010. Las
plantas de damiana del CIBNOR son cultivadas y proceden de plantas silvestres
introducidas de las localidades estudiadas (El Carrizal y Todos Santos) y cultivadas desde
el 2001. Estas plantas son regularmente regadas (riego 1 vez por semana) y fertilizadas (con
triple 17 cada 2 afos). De estas plantas cultivadas se colectaron 15 muestras en total (El
Carrizal, n=10 y Todos Santos, n=5). Los resultados no mostraron diferencias significativas
entre las plantas cultivadas originadas de dos sitios diferentes; por lo cual, para este estudio
fueron agrupadas y consideradas como una misma poblacién (CIBNOR). Todas las
muestras fueron colectadas, guardadas en bolsas de plastico y colocadas en hielo para su
transporte al laboratorio donde fueron almacenadas en ultracongelacion a -80°C hasta su
posterior analisis. De cada planta se separaron las hojas y los tallos; una porcion del
material se proceso en fresco y otra se seco a 40°C durante 48 horas (h) en un horno, y
todas las muestras fueron pulverizadas previamente al analisis; las muestras frescas con N,
liquido y las muestras secas mediante el uso de un procesador de alimentos. Todos los

ensayos se hicieron por triplicado.
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6.2. Disefio Experimental

Se utiliz6 un disefio experimental completamente aleatorizado, con un disefio factorial
de 15 plantas por 4 zonas de cultivo (CIBNOR, Todos Santos, El Carrizal, NL) en 2
diferentes tejidos (hojas y tallos), en 2 condiciones (fresco y seco) y con 3 repeticiones. La
unidad experimental fue la mezcla homogénea de tallos u hojas de cada una de las plantas

de damiana.

6.3. Analisis Fisico
6.3.1. Determinacion del Porcentaje de Humedad

Se llevo a cabo la determinacién del contenido de humedad, tanto en hojas como en
tallos, de las plantas de damiana. Para ello, se consideré el peso inicial y el peso después de
la deshidratacion de los tejidos a 40°C durante 48 h. El contenido de humedad fue
calculado a partir de la pérdida de peso y expresado en porcentaje (Sathishkumar et al.,

2009).

6.4. Analisis Bioquimico
6.4.1. Determinacion de Macroelementos y Microelementos

Para la determinacion de los macro- y microelementos, se pesaron 500 mg de cada uno
de los tejidos de damiana, Unicamente en base seca. Estos fueron digeridos durante 10 min
con 10 mL de HNO3 y 2 mL de H,O; en un horno de microondas (CEM MARS 5X, EUA).
Posteriormente, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y las muestras fueron aforadas a
50 mL con agua desionizada. Las muestras se analizaron por espectrofotometria de
absorcion atomica con flama de aire/acetileno (GBC, Avanta, Australia) y lampara

multielemento. Se analizaron en paralelo curvas de calibracién de estandares para Mg, Cu,
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Zn, Fe, Cd y Pb (Sigma). Se utilizaron estandares certificados de algas (International
Atomic Energy Agency, Analytical Quality Control Services, Vienna, Austria) y la
recuperacion fue >96% para los elementos estudiados. Los limites de deteccion fueron para
[Fe] >0.125 mg Kg™?, [Zn] >0.030 mg Kg, [Mg] >2 mg Kg™, [Cu] >0.060 mg Kg*, [Cd]
>0.05 mg Kg* y [Pb] >0.125 mg Kg™. La digestién y determinacién de macro- y
microelementos se basé en la normatividad de la Environmental Protection Agency (EPA)

(1994 y 1996).

6.4.2. Determinacion de la Actividad de las Enzimas Antioxidantes

Para la determinacién de la actividad de las enzimas SOD y CAT, se pesaron 500 mg
de cada uno de los tejidos de damiana bajo las condiciones antes especificadas, y se
homogenizaron en frio con 4 mL de la solucién amortiguadora de fosfatos (K;HPO,, 50
mM, pH 6.8) y 0.2 g de polivilnilpirrollidona (PVP). El homogenizado se centrifugd a
2,200 x g por 20 min a 4°C (Sorvall Legend RT, Newtown, CT, EUA) Beyer y Fridovich,
1987). El sobrenadante se empled inmediatamente para cuantificar la actividad de las

enzimas antioxidantes.

6.4.2.1. Actividad Enzimatica de Superoxido Dismutasa Total

Para determinar la actividad enzimatica de SOD se empled el método propuesto por
Suzuki (2000) generando O,” de manera constante mediante el sistema xantina/xantina
oxidasa. Cuando el O," entra en contacto con el nitroazul de tetrazolio (NBT) lo reduce,
formando asi un compuesto Ilamado formazan, cuyo cambio en la absorbancia es detectado

cuando la SOD inhibe la reduccién del NBT. Una unidad de SOD se define como la

cantidad de enzima necesaria para inhibir el 50% de la reduccion de O," con el NBT. En
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una celda de plastico se mezcld 1.45 mL de la solucion de trabajo (solucion amortiguadora
sodio-carbonato 50 mM, xantina 0.1 mM, NBT 0.025 mM, EDTA 0.1 mM), xantina
oxidasa (1 U mL™ en sulfato de amonio) y 25 pL del extracto enzimatico. Posteriormente,
se registrd6 el cambio en la absorbancia cada 30 seg durante 5 minutos en un
espectrofotometro (Beckman Coulter DU-800, CA, EUA) a 560 nm. Una unidad de
actividad se defini6 como la cantidad de SOD necesaria para inhibir el 50% de la maxima
reaccién del O,” con el NBT. La actividad de SOD se expresé en U de SOD mg™ de

proteina.

6.4.2.2. Actividad Enzimatica de Catalasa

La determinacion de la actividad de la enzima CAT se basa en su capacidad para
descomponer el H,O, en agua y oxigeno, por lo que se cuantifico el decremento de la
concentracion del H,0; a 240 nm siguiendo la metodologia propuesta por Aebi (1984). Los
reactivos se mantuvieron en un bafio de agua a 25°C. La solucion de trabajo se prepar6 en
fresco utilizando H,O, (20 mM) y solucion amortiguadora de fosfatos (100 mM). En una
celda de cuarzo se mezclo 1.5 mL de la solucién de trabajo con 10 pL del extracto
enzimatico y se registrd el cambio en la absorbancia a 215 nm cada 15 seg durante 3 min en
un espectrofotometro (Beckman Coulter DU 800). Una unidad de CAT se definié como la
cantidad de enzima necesaria para reducir 1 umol de H;O, por min. La actividad

enzimatica se expresé en U de CAT mg™ de proteina.

6.4.2.3. Actividad Enzimatica de las Peroxidasas Totales
La actividad de las enzimas POX se determind mediante la técnica descrita por Kar y

Mishra (1976). Hojas y tallos (1 g) fueron homogeneizados con solucion amortiguadora de
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fosfatos (0.1 M, pH 6.8). El homogeneizado fue centrifugado a 17,000 x g durante 15 min a
4°C (Sorvall Legend RT, Newtown, CT, EUA); el sobrenadante fue colectado y empleado
para los andlisis posteriores. La mezcla de reaccion contuvo de 1350 uL de agua, 125 ulL de
solucion amortiguadora de fosfatos (KHPO,4, 125 uM, pH 6.8), 150 uL de pirogalol (50
uM), 500 uL de H,0; (50 uM) y 500 uL del extracto enzimatico. Después, la mezcla de
reaccion fue incubada por 1 min a 25°C, la reaccion se detuvo con la adicién de 500 uL de
H,SO, (5%, v/v). La actividad fue determinada espectrofotométricamente a 420 nm
(Beckman Coulter DU 800). Una unidad de actividad de POX fue definida como la
cantidad de enzima requerida para incrementar 0.1 unidades de absorbancia. La actividad

de POX fue expresada como U de POX mg™ de proteina.

6.4.3. Determinacion de Compuestos Antioxidantes No Enzimaticos
6.4.3.1. Clorofila a, Clorofila b y Carotenoides Totales

Para el analisis de clorofilas (a y b) y carotenoides se empleé la técnica de
Lichtenthaler y Wellburn (1983). Se pesaron 250 mg de las muestras de damiana y se
utilizaron para la extraccién de los pigmentos y compuestos fendlicos empleando 2.5 mL
de una solucion de agua:metanol:acetona (2:3:5) en frio y con proteccion de la luz. Las
muestras fueron puestas en agitacion por 1 h y posteriormente se filtraron a través de filtros
de acetato de celulosa de 0.45 um de porosidad. Las clorofilas (a y b) y carotenoides
pueden determinarse mediante espectrofotometria colorimétrica registrando la absorbancia

a 666, 653 y 470 nm en un lector de microplacas (BioRad™

modelo 550, Japon). Las
concentraciones de clorofila a, clorofila b y carotenoides totales fueron calculadas mediante

la siguiente férmula:
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Ca =15.65 A666 -7.34 A653
Cb =27.05 A653 -11.21 A666
Cx+c = (1000 A470 — 2.86 C, — 129.2 Cy,)/245
En donde C,, Cp y Cxsc representan las concentraciones de clorofila a, clorofila b y
carotenoides totales (xantofilas + carotenos), respectivamente, expresadas en pug mL™ de

extracto. Estos valores fueron transformados para expresar finalmente los resultados de pg

de clorofila o carotenoides g™ de tejido.

6.4.3.2. Determinacion de Vitamina C (Acido Ascorbico) por HPLC

El contenido de vitamina C (L- acido ascorbico) en T. diffusa se determiné por
cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC), adaptado de Carvajal et al. (1997),
Ledezma-Gairaurd (2004) y Agilent Tecnologies (2001), utilizando un cromatografo
Waters (Waters, Milford, MA, EUA). Cada muestra (200 mg) se extrajo con 1 mL de la
solucion de extraccion (acido metafosforico al 3%, &cido acético al 8% y EDTA al 0.01 M).
Las muestras se homogenizaron, se dejaron en reposo 40 min en frio y protegidas de la luz.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 23,895 x g durante 15 min a 4°C (Sorvall
Legend RT, EUA) y el sobrenadante obtenido fue filtrado con ayuda de filtros de celulosa

de 0.45 um.

Se inyectaron 10 pL de cada muestra al HPLC (Waters, Milford, MA, EUA)
empleando una columna de separacion BDS HYPERSYL C8 de 5 um x 250 mm de
longitud x 4.6 mm de diametro interno. Se utiliz6 un sistema de separacion por gradiente
empleando 2 fases moviles de separacion, agua desionizada pH 2.4 con H,SO, y

acetonitrilo (grado HPLC al 100%). Todos los resultados fueron obtenidos a 245 nm de
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longitud de onda. Los calculos se realizaron utilizando la ecuacion de la recta mediante
graficos de area y concentracion derivados de una curva de calibracion de &cido L-
ascorbico (vitamina C, de 5 a 200 ng pL™, Sigma). Los resultados fueron expresados como

mg de 4cido ascérbico g™ de tejido.

6.4.3.3. Determinacién de Vitamina E (a-Tocoferol) por HPLC

Para la determinacion de vitamina E, se emplearon 0.5 g de tejido (hojas y/o tallos en
fresco y/o en seco) a los cuales se les afiadiéo 1 g de sulfato de sodio anhidro, 7 mL de
hexano, 4 mL de etanol (grados HPLC) y 2 mL de agua destilada. Después se homogenizé
durante 1 min (Polytron, PT 3100, EUA). Al homogenizado se le adicion6 200 pL de
butilhidroxitolueno (BHT, 12.5% p/v en acetona). La muestra fue centrifugada a 2,200 x g
por 10 min a 25°C (Sorvall Legend RT, Newtown, CT, EUA). Se separaron las dos fases
obtenidas y al sobrenadante se le adiciond 7 mL de hexano para volver a lavar el extracto.
Se agitd en un vortéx por 30 seg y se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones
(Sorvall Legend RT, EUA). Se recuperd el sobrenadante y se mezclé con el obtenido
anteriormente. La mezcla final se evapord (Centrivap evaporator LabConco, Missouri,
EUA) a 40°C por 30 min. Al concentrado obtenido se le adicion6 12 mL de etanol, 800 pL.
de pirogalol (1% p/v) y 2 mL de hidréxido de potasio (50% p/v), se mezcld y se coloco en
bafio de agua a 65°C por 15 min. Al terminar, se enfrid en bafio de hielo para detener la
reaccion. A cada muestra se le adicion6 800 pL de BHT (12.5% p/v en acetona), 7 mL de
hexano, 5 mL de agua desionizada y se agitd durante 10 seg para un nuevo lavado. Se
recupero el sobrenadante y se evapord a sequedad con corriente de nitr6geno. La muestra

obtenida se eluyd con 200 pL de acetonitrilo. La muestra se filtro con filtros de acetato de
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celulosa de 0.45 pm de porosidad. Durante todo el procesamiento, las muestras fueron
protegidas de la luz. Se inyect6 10 pL de la muestra en el HPLC (Waters, Milford, MA,

EUA) (Alava, et al., 1993).

Para la cuantificacion de la vitamina E se empled una columna de separacion BDS
HYPERSYL C8 de 5 um x 250 mm de longitud x 4.6 mm de didmetro interno en un
cromatdgrafo Waters (Waters, Milford, MA, EUA). Se utilizé un sistema de separacion con
acetonitrilo (grado HPLC al 100%). Todos los resultados fueron obtenidos a 280 nm de
longitud de onda. Los célculos se realizaron utilizando la ecuacién de la recta mediante
graficos de area y concentracion derivados de una curva de calibracion de o-tocoferol

(vitamina E, 5-200 ng pL™).

6.4.3.4. Determinacién de Compuestos Fendlicos (Flavonoides) por HPLC

La determinacién de flavonoides en plantas de damiana se realizé de acuerdo al
método descrito por Crozier et al. (1997). Los flavonoides de extrajeron utilizando 0.5 g de
hojas o tallos en fresco y/o seco, posteriormente se mezclaron con 20 mL de metanol al
60%; a cada extracto se le adicion6 5 mL de HCI (6N). Posteriormente, los extractos se
sometieron a reflujo continuo durante 2 h a 90°C. Finalmente, los extractos se filtraron con
papel filtro Whatman de 0.45 um antes de ser inyectados al HPLC (Waters, Milford, MA,
EUA) (Mustafa et al., 2010). Los flavonoides se cuantificaron usando HPLC fase-reversa
con una columna C18 con las siguientes dimensiones: 3.9 um x 300 mm y 10 um de
didmetro interno (Waters, Milford, MA, EUA). Se utiliz6 como fase mdvil una mezcla de

metanol/agua (50:50 v/v, pH 2.5 con &cido trifluoroacético, TFA) y un detector UV a 280
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nm con un flujo de 1 mL min™. Se utilizaron flavonoides comerciales como estandares
(catequina, epicatequina, kaemferol, quercetina y miricetina, Sigma-Aldrich) para
identificar el tiempo de retencion y cuantificar las areas de los compuestos presentes en los
extractos. La concentracion de los flavonoides fue calculada de acuerdo a Tee y Lim

(1990).

6.4.3.5. Determinacion de Compuestos Fendlicos Totales

Para la extraccion de los compuestos fendlicos se pesaron 250 mg de las muestras de
damiana, se les adicion6 2.5 mL de una solucién de agua:metanol:acetona (2:3:5) en frio y
se protegieron de la luz. Las muestras fueron incubadas en agitacion por 1 h a 4°C v,
posteriormente, se filtraron con jeringas y filtros de acetato de celulosa de 0.45 um de
porosidad. El contenido de compuestos fendlicos totales se determind usando el reactivo de
Folin—Ciocalteu mediante la técnica descrita por Singleton y Rossi (1965). En una
microplaca se mezcld una alicuota de cada uno de los extractos hidroalcohdlicos (10 pL)
con 15 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu (previamente diluido con agua desionizada a 1:1
v/v); se incubod por 1 min antes de adicionar 100 pL de carbonato de sodio (NayCOs, al 2%,
p/v) y 100 uL de una solucion de hidroxido de sodio (NaOH, al 0.4% p/v). La mezcla de
reaccion fue incubada por 20 min a temperatura ambiente y protegida de la luz antes de leer

la absorbancia a 750 nm en un lector de microplacas (BioRad™

modelo 550). Se generd
una curva patrén de &cido galico (de 50 a 300 mg mL™, Merck) para expresar el contenido
total de compuestos fenélicos como equivalentes de 4cido galico (EAG) en mg g™ de

tejido.
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6.4.4. Determinacion de la Capacidad Antioxidante Total

La determinacién de la capacidad antioxidante total se basa en la evaluacion de la
capacidad del extracto de las hojas y tallos de damiana para atrapar radicales libres, de
acuerdo al método descrito por Brand-Williams et al. (1995) (Fig. 9). Se prepar6 una
solucion de 2,2-difenil-2-picril-hidracil (DPPH 125 uM) en metanol. En microplacas, se
mezclaron 50 pL de cada extracto hidroalcohdlicos de damiana (de hojas o de tallos) y 150
uL de la solucion de DPPH. La capacidad antioxidante total fue determinada por el

d™ modelo

decremento de la absorbancia a 515 nm en un lector de microplacas (BioRa
550). Se realiz6 una curva patron de &cido galico (de 5 a 100 uM, Merck) para expresar los

resultados como la capacidad antioxidante equivalente de 4cido galico en uM g™ de tejido

(CAEA).
RH
NO, Q (Antioxidant) NO, Q
: \_ '
OzN QN —N \ = O,N N —N
o O L T O
2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl
free radical (DPPH+) (DPPH)

Figura 9. Reaccién entre el radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPHe) y
antioxidantes para la formacion de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo no radical (DPPH).
Modificado de Moon y Shibamoto (2009).
6.4.5. Lipoperoxidacion

Los hidroperoxidos y aldehidos lipidicos que resultan de la peroxidacion de la

membrana celular reaccionan con el acido tiobarbiturico (TBA) para formar un compuesto

colorido rosa cristalino con absorcion de 525 a 535 nm (Fig. 10) (Persky et al., 2000).
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Figura 10. Formacién del complejo colorido malondialdehido-acido tiobarbitarico (MDA-
TBA), adaptado de Moon y Shibamoto (2009).

Para la determinacién de la lipoperoxidacién se empled el método modificado por
Persky et al. (2000). Se pesaron 500 mg de las muestras de damiana y se homogenizaron
con solucién amortiguadora de fosfatos (K;HPO4, 50 mM, pH 6.8) y 0.2 g de PVP. El
homogenizado se centrifugd a 2,200 x g por 20 min a 4°C (Sorvall Legend RT, EUA). A
una alicuota de 250 pL de cada muestra se le adiciono acido tricloroacético al 20% (p/v) en
HCI (1 M), y TBA (1% p/v) y se agitaron. Las muestras se colocaron en bafio de agua a
90°C por 10 min en agitacion constante. La reaccion se detuvo en un bafio de hielo v,
posteriormente, se centrifugaron nuevamente las muestras a 2,200 x g a 4°C por 20 min
(Sorvall Legend RT, EUA). Se corri6 una curva estandar de 1-bis tetraetoxipropano (TEP,
0-20 nmoles mL™) en paralelo con las muestras. Finalmente, se cuantific
espectrofotométricamente (Beckman Coulter DU 800) a 535 y 600 nm. La
lipoperoxidacion se calculd a partir de la curva estandar y los resultados fueron expresados

en nmoles de especies reactivas al 4cido tiobarbitdrico (TBARS) mg™ de proteina.
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6.4.6. Carbonilos Proteicos
La oxidacion de carbohidratos o la propia lipoperoxidacion genera aldehidos que se
forman a partir de reacciones con proteina, derivados carbonilados de las proteinas. La
cuantificacion de estos grupos de carbonilos proteicos se hace derivandolos con 2,4-
dinitrofenil hidracina (DNPH), precipitandolos con acido tricloroacético (TCA) y midiendo
la absorbancia maxima entre 240 y 410 nm (Levine et al., 1994). Se homogenizaron 150
mg de tejido en 3 mL de acido sulfosalicilico al 5% (p/v). EI homogenizado fue dividido en
dos porciones y colocado en tubos eppendorf® para generar un blanco de la muestra y la
muestra. Posteriormente, se centrifugaron durante 5 min a 23,895 x g a 4°C (Sorvall
Legend RT, EUA) y se desecho el sobrenadante. Se adicionaron 500 uL de DNPH a las
muestras y 500 uL de HCI a los blancos, se agitaron durante 40 seg cada 15 min y a todos
se les adicion6 500 uL de TCA. Se centrifugaron nuevamente por 5 min a 23,895 rpm x g a
4°C (Sorvall Legend RT, EUA), se desecho el sobrenadante y se lavd el precipitado con 1
mL de etanol-acetato de etilo (1:1). El lavado se repitié 3 veces. Se le adicion6 a cada tubo
1 mL de clorato de guanidina (6 M en fosfato potasico 20 mM ajustado a pH 2.3), se agitd,
se incubd en un bafio de agua a 37°C durante 15 min y se centrifugaron a 23,895 rpm x g a
4°C (Sorvall Legend RT, EUA) durante 15 min. Se agregd 800 uL de sobrenadante en
celdas de plastico y se realizé un barrido entre 340 y 410 nm, se registré la absorbancia
méaxima a la longitud de onda maxima (Beckman coulter DU 800). El contenido de grupos
1

carbonilo se calculé utilizando un coeficiente de absorcion molar de 22000 Mt cm™,

expresandose los resultados en M de carbonilos proteicos g™ de tejido.
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6.4.7. Determinacion de Proteinas Totales

Para estandarizar los datos, se determiné la cantidad de proteinas totales utilizando un
kit comercial (BioRad Laboratories, Hercules, CA. EUA) adaptado a microplaca, basado en
el método descrito por Bradford (1976). Se utilizé el colorante azul de Coomasie® que, en
respuesta a la concentracion de proteinas, reacciona con los residuos de aminoécidos
basicos, especialmente con arginina, presentes en la muestra. Se pesaron 500 mg de cada
una de las muestras y se homogenizaron en frio con 5 mL de solucion amortiguadora de
fosfatos (K;HPO,4) 50 mM, a pH 6.8 y 0.2 g de PVP. El homogenizado se centrifugé a
2,200 x g por 20 min a 4°C (Sorvall Legend RT, EUA). El sobrenadante se empled en la
determinacion de proteinas totales. Al mismo tiempo, se corrié una curva de albimina
sérica bovina (ASB, Sigma) en un rango de concentraciones de 0.005 a 0.2 mg mL™. Los

resultados fueron expresados en mg de proteina g™ de tejido.

6.5. Tratamientos con UV
6.5.1. Tratamientos con UV-B

Se introdujeron plantas de damiana del campo experimental del CIBNOR en cultivo de
tejidos usando un medio Murashige-Skoog (MS) y siguiendo la técnica descrita por
Alcaraz-Meléndez et al. (1994). Una vez introducidas, se dejaron crecer las plantulas de
damiana durante 4 semanas. Después los frascos fueron tapados con plastico para emplayar
y se colocaron dentro de una caja de madera totalmente forrada en su parte interna con
papel aluminio. Posteriormente, se irradiaron con UV-B (F875 UV-B Lamp, 315 nm,
BioRad, Hercules, CA, EUA). Las lamparas se colocaron a 25 cm por encima de la copa de

las plantas de damiana (T. diffusa) manteniendo esta distancia constante durante todo el
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experimento. Los tratamientos fueron: a) Control (luz blanca por 24 h); b) 0.5 + 0.1 mW
cm? de UV-B por 2 hcada 24 h; ¢) 1 + 0.1 mW cm? de UV-B por 2 hcada 24 h, yd) 1 +
0.1 mW cm™ de UV-B por 4 h cada 24 h. Para cuantificar la radiacién de UV-B por debajo
de las lamparas y sobre las copas de las plantas de damiana (T. diffusa) se utiliz6 un
radiometro (ultraviolet intensity meter, General Tools and Instruments, NY, EUA). Se
colectaron muestras después de recién irradiadas las plantas y posteriormente cada semana,
durante 3 semanas de tratamiento. Se considerdé como base a las plantas testigo en el primer
dia de colecta (dia cero). Las muestras se separaron en hojas y tallos, se congelaron con N,
liguido y se almacenaron a -80°C hasta su posterior andlisis. Se llevd a cabo la
determinacion de clorofilas a y b, carotenos, actividad enzimatica de SOD, CAT y POX,
contenido de vitamina C y E, compuestos fendlicos, capacidad antioxidante,
lipoperoxidacion, carbonilos proteicos y proteinas totales, como se describié en parrafos
anteriores. Adicionalmente, se analiz6 la morfologia de las hojas mediante microscopia

electrénica, como se describe a continuacion.

6.5.1.1. Determinacién de Parametros Morfol6gicos
6.5.1.1.1. Numero de Hojas y Area Foliar

Cada dia de muestreo se contabiliz6 el nimero de hojas de 6 plantulas por tratamiento,
las cuales fueron monitoreadas durante todo el experimento. El area foliar se determiné en
dos hojas por planta en un integrador electronico (Leaf Area Meter LI-3100C, Li-COR Inc.

Nebraska, EUA).
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6.5.1.1.2. Crecimiento de las plantas
Durante los dias de muestreo se midié la longitud de 6 plantulas in vitro por
tratamiento durante todo el experimento, empleando un calibrador vernier de caratula

milimetrico Truper®.

6.5.1.1.3. Andlisis de Estomas y Glandulas

Se determind el ndimero de estomas y tricomas, asi como el cierre o apertura
estomatica, de las plantas irradiadas con UV-B para observar cambios morfoldgicos
generados por la radiacion. Se tomaron las 22 y 32 hojas, contando a partir del apice. Las
hojas se introdujeron en solucién amortiguadora de cacodilato y glutaraldehido al 2.5% por
24 h. Posteriormente, se lavaron con agua destilada en dos ocasiones, se deshidrataron con
etanol al 30% y 50% durante 30 min, y en dos ocasiones al 70% por 30 min. Las muestras
fueron llevadas a sequedad, cubiertas con paladio en una metalizadora (Denton Vacuum
Desk |1, Capovani Brothers Inc., NY, EUA) y se observo el haz y el envés de cada una de
las hojas en un microscopio electronico de barrido (Hitachi S-3000N Scanning Electron

Microscopy with EDX, Hitachi Science Systems, LTD, Japdn) a 100X, 300X y 600X.

6.5.2. Tratamientos con UV-C

Se cultivaron durante 6 semanas plantulas de damiana (T. diffusa) in vitro en medio de
cultivo MS de acuerdo a la metodologia descrita por Alcaraz-Meléndez et al. (1994). Los
frascos fueron tapados con plastico para emplayar y se colocaron dentro de una caja de
madera totalmente forrada en su parte interna con papel aluminio. Los tratamientos con
radiacion UV-C se realizaron utilizando lamparas germicidas (G15T8 de 253.7 nm The

Medical Technology. A division of Neuhausler. A. G.) con 0.38 mW cm™ de intensidad. La
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lampara de UV-C se colocd de manera fija a 45 cm sobre la copa de las plantas. Los
tratamientos fueron de 5, 10 y 20 min de exposicion a UV-C cada 24 h, utilizando como
control plantas con luz blanca continuas durante las 24 h. Se recolectaron las muestras
recién irradiadas y cada tercer dia, durante los 10 dias de tratamiento. Se emple6 como base
a las plantas testigo (Control) en el primer dia de colecta (dia cero). Las muestras se
separaron en hojas v tallos, y se congelaron con N liquido y se almacenaron a -80°C hasta
su posterior determinacion. En estas muestras se cuantificé la concentracién de clorofilas (a
y b) y carotenos, la actividad enzimatica de SOD, CAT y POX, el contenido de vitaminas
(C y E) y compuestos fendlicos, la capacidad antioxidante, y la lipoperoxidacion,

carbonilos proteicos y proteinas totales siguiendo las metodologias descritas anteriormente.

6.6. Analisis Estadistico

Se aplicaron pruebas de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) y homocedasticidad
(Barlett) para corroborar el cumplimiento de los supuestos de los datos. Se evaluaron
diferencias significativas en las concentraciones de antioxidantes, asi como los macro- y
microelementos entre poblaciones, entre tejidos (hojas, tallos), y por condicién (fresco,
seco) mediante pruebas de t de Student o U de Mann-Whitney. Ademas, se utilizo el
andlisis de varianza de una via (ANOVA, de acuerdo a un disefio complemente
aleatorizado) y analisis de Kruskall Wallis, con pruebas post-hoc de Tukey o Z de Kruskall
Wallis para comparaciones maltiples, dependiendo del cumplimiento de los supuestos. Se
determinaron los coeficientes de correlacion de Pearson o Spearman, segun fuera
pertinente. Para realizar los analisis estadisticos se utilizd el programa Statistica v6

(StatSoft, Inc., 2001). En todos los casos el nivel de significancia estadistica fue de a=0.05.
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7. RESULTADOS.

7.1. Factores de Cultivo y Manejo Poscosecha
7.1.1. Contenido de Humedad en las Plantas de Damiana Silvestres y Cultivadas

En la figura 11 se muestran los resultados del contenido de humedad en los tejidos
analizados de damiana. El contenido de humedad fue mayor en las hojas de damiana de las
poblaciones de CIBNOR y NL, seguida por las poblaciones silvestres de BCS (EIl Carrizal
y Todos Santos, p<0.0001, Fig. 11). La poblacion de NL present6 el mayor contenido de
humedad en tallos, en comparacion con las demas poblaciones (p<0.0001, Fig. 11). Se
observé un mayor contenido de humedad en las hojas con respecto a los tallos en todas las

poblaciones estudiadas (p<0.0001, Fig. 11).
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Figura 11. Contenido de humedad expresada en porcentaje en hojas y tallos de damiana
(Turnera diffusa) de CIBNOR, EIl Carrizal, Todos Santos y Nuevo Ledn. Los datos se
presentan como promedio + SE, n=15. Las letras diferentes indican diferencias
significativas entre poblaciones, los asteriscos denotan diferencias significativas entre
tejidos para cada poblacién, a=0.05.
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7.1.2. Contenido de Macroelementos y Microelementos

En la figura 12 se muestran los resultados obtenidos en el andlisis de macro- y
microelementos. Se observd un mayor contenido de los macro- y microelementos (Mg, Fe
y Zn) en hojas en comparacion con tallos de damiana de todas las poblaciones de BCS
analizadas (p<0.0001, p<0.0001 y p<0.0001, respectivamente, Fig. 12). Las
concentraciones de Fe son mayores en los tallos con respecto a las hojas en la poblacion de
NL (p=0.0299) y las concentraciones de Cu no mostraron diferencias significativas
(p=0.2753) entre hojas Yy tallos de la poblacion de NL. Se encontré un menor contenido de
todos los elementos analizados (macro- y microelementos), tanto en hojas como en tallos,
en la poblacién de EI Carrizal, en comparacion con las otras dos poblaciones de BCS y la
poblacion de NL (p<0.0001, Fig. 12). El contenido de Cu fue mayor en la poblacion NL
con respecto a las poblaciones de BCS tanto en hojas como en tallos (p<0.0001 y p<0.0001,

respectivamente, Fig. 12).

La concentracién de Zn fue mayor en las hojas de damiana de las poblaciones de
CIBNOR y NL (39.24 + 3.20 y 49.36 + 2.76 mg Kg™, respectivamente) que en aquellas de
Todos Santos (25.50 + 1.37 mg Kg™) y El Carrizal (19.11 + 1.04 mg Kg™, p<0.0001, Fig.
12). Las concentraciones de Cd y Pb en las poblaciones silvestres de damiana de BCS
estuvieron por debajo del limite de deteccion. ElI 30% de las plantas analizadas de la
poblacién de NL mostraron Pb en hojas con un promedio de 31.34 +16.69 mg Kg™; de
ésas, el 60% mostraron concentraciones de Pb en tallos con un promedio de 8.29 + 1.67 mg

de Pb Kg™ de peso seco (PS).
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Figura 12. Contenido (mg kg™) de macroelementos y microelementos: magnesio (Mg),
cobre (Cu), hierro (Fe) y zinc (Zn) en hojas y tallos en base seca de damiana (Turnera
diffusa) de CIBNOR, EIl Carrizal, Todos Santos y Nuevo Ledn. Los datos se presentan
como promedio = SE, n=15. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre
poblaciones, los asteriscos denotan diferencias significativas entre tejidos, a=0.05.
7.1.3. Actividad de Enzimas Antioxidantes
7.1.3.1. Actividad Enzimatica de Superoxido Dismutasa

La mayor actividad de SOD se observo en las plantas de damiana de la poblacion de

CIBNOR tanto en hojas como en tallos frescos, en comparacion con las otras 3 poblaciones

silvestres estudiadas (p<0.0001, Fig. 13A). La poblacion de NL mostré la actividad de SOD
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mas baja de todas las poblaciones analizadas en hojas frescas y secas (p<0.0001 y

p<0.0001, Fig. 13).

En la Figura 13B se presenta la actividad de SOD en hojas y tallos secos en las cuatro
poblaciones estudiadas. La mayor actividad de SOD se observé en hojas y tallos secos de la
poblacion CIBNOR en comparacién con las demés poblaciones (p<0.0001 y p<0.0001), y
la menor actividad de SOD se observé en hojas secas de la poblacion de NL (p<0.0001). En
general, la actividad de SOD en los tejidos secos fue significativamente mayor en
comparacion con los tejidos frescos en todas las poblaciones (hojas p<0.0001 y tallos
p<0.0008) (Fig. 13). Ademas, las hojas frescas presentaron una mayor actividad de SOD en
comparacion con los tallos frescos en todas las poblaciones estudiadas (en fresco p<0.0001

y en seco p<0.3230, Fig. 13).
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Figura 13. Actividad enzimatica especifica de superdxido dismutasa (SOD, U mg™ de
proteina) en (A) hojas y tallos frescos, y en (B) hojas y tallos secos de damiana (Turnera
diffusa) de CIBNOR, EIl Carrizal, Todos Santos y Nuevo Ledn. Los datos se presentan
como promedio + SE, n=15. Las letras indican diferencias significativas entre poblaciones,
los asteriscos denotan diferencias significativas entre tejidos, a=0.05.

7.1.3.2. Actividad Enzimética de Catalasa

La actividad enzimatica de CAT en hojas frescas asi como en hojas y tallos secos de

damiana de las cuatro poblaciones estudiadas estuvo por debajo del limite de deteccion de

la metodologia empleada. La actividad de CAT en tallos frescos fue de 1.31 +0.99 U g™ de
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proteina en la poblacién de CIBNOR, 0.59 + 0.42 U g™ de proteina para El Carrizal, y 1.55

+0.74 U g™ de proteina para plantas de Todos Santos (Fig. 14).
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Figura 14. Actividad enzimatica especifica de catalasa (CAT, U mg™ de proteina) en tallos
frescos de damiana (Turnera diffusa) de CIBNOR, El Carrizal, Todos Santos y Nuevo
Ledn. Los datos se presentan como promedio = SE, n=15. Las letras indican diferencias
significativas entre poblaciones, los asteriscos denotan diferencias significativas entre
tejidos, 0=0.05.
7.1.3.3. Actividad Enzimatica de las Peroxidasas Totales

La actividad enzimatica de POX en tallos frescos y secos de damiana de las tres
poblaciones de BCS y NL estudiadas estuvo por debajo del limite de deteccion de la
metodologia empleada. La actividad de POX en hojas frescas fue menor en comparacion
con hojas secas (p<0.0001). Las poblaciones del CIBNOR vy EI Carrizal, presentaron la

mayor actividad de POX en hojas frescas (p<0.0001, Fig. 15). Las plantas de NL

presentaron la menor actividad de POX en hojas secas (p=0.0035, Fig. 15).
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Figura 15. Actividad enzimatica especifica de peroxidasa (POX, U mg™ de proteina) en
tallos frescos de El Carrizal y en hojas frescas y secas de damiana (Turnera diffusa) de
CIBNOR, El Carrizal, Todos Santos y Nuevo Ledn. Los datos se presentan como promedio
+ SE, n=15. Las letras indican diferencias significativas entre poblaciones, los asteriscos
denotan diferencias significativas entre condiciones (fresco y seco), 0=0.05.
7.1.4. Antioxidantes No Enzimaticos
7.1.4.1. Contenido de Clorofila ay Clorofila b

Se observaron mayores concentraciones de clorofila a en hojas frescas de la poblacion
de NL en comparacion con las otras poblaciones estudiadas (p=0.0001, Fig. 16A). En
general, el contenido de clorofila a fue mayor en hojas frescas en comparacién con hojas
secas, tallos frescos y secos en todas las poblaciones analizadas (p<0.0001), con excepcion

de las hojas secas de la poblacion NL, donde el contenido de clorofila a fue

aproximadamente de 1.3 veces mayor al observado en hojas frescas (p=0.0001, Fig. 16A).

El contenido de clorofila b fue mayor en las hojas frescas de la poblacion de NL en

comparacion con las poblaciones de BCS (p=0.0001, Fig. 16B). En hojas (frescas y secas)
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el contenido de clorofila b fue mayor en todas las poblaciones (CIBNOR, El Carrizal,
Todos Santos y NL) analizadas en comparacion con tallos (frescos y secos) (p<0.0001, Fig.
16B). Se encontraron diferencias significativas en el contenido de clorofila b entre hojas
frescas y hojas secas de damiana solamente en las muestras de las poblaciones de Todos
Santos y NL; en Todos Santos el secado disminuy6 el contenido de clorofila b y en NL el

secado incrementé el contenido de clorofila b (p<0.0001 y p=0.0001, Fig. 16B).
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Figura 16. Contenido de (A) clorofila a y (B) clorofila b (ug de clorofila g™ de tejido) en
hojas y tallos en fresco y en seco de damiana (Turnera diffusa) de CIBNOR, El Carrizal,
Todos Santos y Nuevo Ledn. Los datos se presentan como promedio + SE, n=15. Las letras
indican diferencias significativas entre poblaciones, los asteriscos diferencias significativas
entre tejidos, a=0.05.
7.1.4.2. Contenido de Carotenoides Totales

El contenido de carotenoides totales fue significativamente mayor en hojas frescas de
la poblacion de EI Carrizal en comparacion con las otras 3 poblaciones estudiadas
(p=0.0001, Fig. 17). El contenido de carotenoides totales en hojas secas fue entre 2 y 14

veces menor en comparacion con hojas frescas, en todas las poblaciones analizadas (Fig.
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17). En los tallos se observd un menor contenido de carotenoides totales en comparacion
con las hojas en todas las poblaciones de damiana, tanto en fresco como en seco (p<0.0001

y p=0.012, Fig. 17).
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Figura 17. Contenido de carotenoides totales (ug de carotenoides totales g de tejido) en
hojas y tallos en fresco y en seco de damiana (Turnera diffusa) de CIBNOR, El Carrizal,
Todos Santos y Nuevo Ledn. Los datos se presentan como promedio + SE, n=15. Las letras
indican diferencias significativas entre poblaciones, los asteriscos denotan diferencias
significativas entre tejidos, a=0.05.
7.1.4.3. Contenido de Vitamina C (Acido Ascorbico)

No se observaron diferencias significativas en el contenido de vitamina C en hojas
frescas en las poblaciones analizadas (p=0.6308, Fig. 18). El contenido de vitamina C en
tallos frescos fue menor en las plantas de damiana de la poblacion de CIBNOR (p=0.0181,

Fig. 18) y el mayor contenido de vitamina C fue en las plantas de damiana de la poblacién

de El Carrizal (p=0.0181, Fig. 18). No se observaron diferencias significativas en el
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contenido de vitamina C entre las plantas secas y frescas de las diferentes poblaciones,

tejidos y condiciones analizadas en este estudio (Fig. 18).
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Figura 18. Contenido de vitamina C (mg de 4cido ascérbico g™ de tejido) en hojas y tallos
en fresco y en seco de damiana (Turnera diffusa) de CIBNOR, EI Carrizal, Todos Santos y
Nuevo Ledn. Los datos se presentan como promedio + SE, n=15. Las letras indican
diferencias significativas entre poblaciones, los asteriscos denotan diferencias significativas
entre condiciones (fresco y seco), a=0.05.

7.1.4.4. Contenido de Vitamina E (a.-Tocoferol)

El contenido de vitamina E en hojas frescas fue mayor en la poblacion de Todos Santos
(p=0.0032, Fig. 19). En hojas secas, la concentracion de vitamina E fue menor en
comparacion con hojas frescas en las poblaciones de Todos Santos y CIBNOR (p=0.0031,
Fig. 19). No se observaron diferencias significativas en el contenido de vitamina E entre

tallos en fresco y en seco (p=0.7842 y p=0.2039) en las diferentes poblaciones de damiana

analizadas en este estudio (Fig. 19).
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Figura 19. Contenido de vitamina E (mg de a-tocoferol g™ de tejido) en hojas y tallos en
fresco y en seco de damiana (Turnera diffusa) de CIBNOR, EIl Carrizal, Todos Santos y
Nuevo Ledn. Los datos se presentan como promedio + SE, n=15. Las letras indican
diferencias significativas entre poblaciones, los asteriscos denotan diferencias significativas
entre tejidos, a=0.05.
7.1.4.5. Contenido de Compuestos Fendlicos Totales

El contenido de compuestos fendlicos totales en hojas frescas fue mayor en las
poblaciones de CIBNOR y EI Carrizal que en las deméas poblaciones analizadas

(p<0.0001). Se encontré un menor contenido de estos compuestos en hojas, tallos frescos y

secos de la poblacion de NL que en las poblaciones de BCS (p<0.0001, Fig. 20).

El contenido de compuestos fendlicos fue mayor en hojas secas comparadas con hojas
frescas en todas las poblaciones de damiana analizadas (p=0.0001, Fig. 20A). Se observo
un mayor contenido de compuestos fendlicos en los tallos secos en comparacion con los
tallos frescos en las poblaciones de CIBNOR y Todos Santos (p=0.0003 y p=0.0002,

respectivamente; Fig. 20B). En tallos frescos el contenido de compuestos fendlicos totales
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fue mayor en la poblacion de EI Carrizal y menor en la poblacion de NL en comparacion
con las demas poblaciones (p=0.0001, Fig. 20B). El contenido de compuestos fendlicos fue
mayor en hojas (en fresco y en seco) que en los tallos en las dos diferentes condiciones (en

fresco y en seco) en todas las poblaciones estudiadas (p<0.0001, Fig. 20).
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Figura 20. Contenido de compuestos fendlicos totales equivalentes de acido galico (mg
EAG g™ de tejido) en (A) hojas frescas y secas, y en (B) tallos frescos y secos de damiana
(Turnera diffusa) de CIBNOR, EI Carrizal, Todos Santos y Nuevo Ledn. Los datos se
presentan como promedio + SE, n=15. Las letras indican diferencias significativas entre
poblaciones, los asteriscos denotan diferencias entre condiciones (fresco y seco), 0=0.05.
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7.1.5. Capacidad Antioxidante

Las hojas frescas de la poblacion de El Carrizal mostraron una mayor capacidad
antioxidante (p< 0.0001) en comparacion con el resto de las poblaciones estudiadas (Fig.
21A). La capacidad antioxidante fue menor en las hojas secas que en las frescas en damiana
de las poblaciones de Todos Santos y NL (p=0.0235 y p=0.0070, Fig. 21A). La capacidad
antioxidante en hojas frescas y secas fue mayor que en tallos frescos y secos (p<0.0001,
Fig. 21). En tallos frescos se observd una mayor capacidad antioxidante en plantas de las
poblaciones de CIBNOR y EIl Carrizal en comparacion con el resto de las poblaciones

(p<0.0001, Fig. 21B).
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Figura 21. Capacidad antioxidante total (equivalentes de &cido galico, mM EAG g* de
tejido) en (A) hojas en fresco y en seco, y (B) tallos en fresco y en seco de damiana
(Turnera diffusa) de CIBNOR, EI Carrizal, Todos Santos y Nuevo Ledn. Los datos se
presentan como promedio + SE, n=15. Las letras indican diferencias significativas entre
poblaciones, los asteriscos denotan diferencias significativas entre condiciones (fresco y
seco), 0=0.05.

7.1.6. Lipoperoxidacion
La concentracion de TBARS cuantificados en hojas frescas fue mayor en la

poblacién de Todos Santos y El Carrizal en comparacion con CIBNOR y NL (p<0.0001,

Fig. 22A). La concentracion de TBARS en tallos frescos fue mayor en la poblacion de NL
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y menores en la poblacion de Todos Santos (p=0.0048, Fig. 22A). Se observd mayor
concentracion de TBARS en los tejidos (hojas vy tallos) secos que en los tejidos frescos en
todas las poblaciones de BCS y NL analizadas (p=0.0030, Fig. 22). En los tejidos secos,
tanto en hojas como en tallos, se observd mayor concentracion de TBARS en la poblacion
de CIBNOR que en las demas poblaciones estudiadas (El Carrizal, Todos Santos y NL)

(p<0.0001, Fig. 22A).
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Figura 22. Lipoperoxidacién (nmol especies reactivas al 4cido tiobarbitdrico [TBARS] mg™
de proteina) en (A) hojas y tallos en fresco, y (B) hojas y tallos en seco de damiana
(Turnera diffusa) CIBNOR, El Carrizal, Todos Santos y Nuevo Ledn. Los datos se
presentan como promedio + SE, n=15. Las letras indican diferencias significativas entre
poblaciones, los asteriscos denotan diferencias significativas entre tejidos, a=0.05.
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7.1.7. Carbonilos Proteicos

La concentracion de carbonilos proteicos en hojas frescas fue CIBNOR>Todos
Santos y El Carrizal>NL (p<0.0001, Fig. 23). En hojas secas, las plantas de la poblacién de
Todos Santos presentaron una concentracion de carbonilos proteicos mayor que el resto de
las poblaciones estudiadas (CIBNOR, El Carrizal y NL) (p<0.0001, Fig. 23). La
concentracion de carbonilos proteicos en tallos frescos fue menor en las plantas de El
Carrizal en comparacion con las demas poblaciones (CIBNOR, Todos Santos y NL)
(p=0.0012, Fig. 23). La concentracion de carbonilos proteicos en tallos secos fue mayor en
las plantas de CIBNOR que en las deméas poblaciones analizadas en este estudio (El
Carrizal, Todos Santos y NL) (p<0.0001, Fig. 23). Los carbonilos proteicos fueron mayores
en hojas y, principalmente, en tallos secos en comparacion con los tejidos frescos

(p=0.0064, Fig. 23).
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Figura 23. Carbonilos proteicos (umol g™ de tejido) en hojas y tallos en fresco y en seco de
damiana (Turnera diffusa) CIBNOR, El Carrizal, Todos Santos y Nuevo Leon. Los datos se
presentan como promedio + SE, n=15. Las letras indican diferencias significativas entre
poblaciones, los asteriscos denotan diferencias significativas entre tejidos, a=0.05.
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7.1.8. Correlaciones

No se encontraron correlaciones significativas entre los microelementos (cofactores) y
la actividad de las enzimas antioxidantes analizadas, entre la concentracion de los
compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante total, ni entre la capacidad antioxidante y
la concentracion de lipoperoxidacion, para ninguno de los tejidos, poblaciones y
procesamientos estudiados. Solamente se encontré una correlacion entre el contenido de
compuestos fendlicos totales y la capacidad antioxidante en tallos frescos de damiana

colectada en El Carrizal (R?*=0.8453, F= 0.00007, p=0.000001).

7.2. Factores Ambientales: Radiacion UV-B
7.2.1. Actividad de Enzimas Antioxidantes
7.2.1.1. Actividad Enzimatica de Supero6xido Dismutasa

En los resultados obtenidos en plantas in vitro, la actividad de SOD en hojas y tallos
de damiana en respuesta a la exposicion a radiacién UV-B se presentan en la figura 24. En
hojas, la actividad de SOD se incrementd inmediatamente (recién irradiadas considerado
dia uno) con la exposicién de 1 mW cm™ de UV-B (2 y 4 h); esta actividad fue mayor en
comparacion con las plantas control y con aquellas expuestas al tratamiento de 0.5 mW cm’
2 de UV-B 2 h (p=0.0001). El aumento en la actividad de SOD en hojas de damiana se
mantuvo durante los 15 dias de exposicién a UV-B (p<0.0001, Fig. 24A). En tallos, se
observo un incremento de la actividad de SOD en las plantas recién irradiadas (dia uno) con
1 mW cm? de UV-B (2 h y 4 h, Fig. 24B) en comparacién con las plantas control
(p=0.0006). Este efecto se mantuvo durante los 15 dias del experimento, pero solamente en

las plantas que recibieron el tratamiento de 1 mW cm? de UV-B 2 h (Fig. 24B). Los
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estadisticos indican diferencias significativas en todos los tratamientos (control, 0.5 mwW

cm?2h, 1 mwWcm?2hy1mW cm?4 h) con una p=0.0095.
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Figura 24. Actividad enzimatica especifica de superéxido dismutasa (SOD, U mg™ de
proteina) en (A) hojas y (B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca)
e irradiados con ultravioleta tipo B (UV-B) 0.5 mW cm?2 h, 1 mWcm?2hy 1 mw cm®
4 h. Los datos se presentan como promedio + SE, n=3. Las letras indican diferencias
significativas entre tratamientos por dia de tratamiento, los asteriscos denotan diferencias
significativas entre tratamientos a lo largo de todo el periodo experimental, a=0.05.

7.2.1.2. Actividad Enzimatica de Catalasa
La actividad de CAT en hojas y en tallos de damiana en repuesta a los diferentes

tratamientos de UV-B estuvo por debajo del limite de deteccion.
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7.2.1.3. Actividad Enzimatica de las Peroxidasas Totales

La actividad de POX en hojas de T. diffusa durante el primer dia de tratamiento con
1 mW cm? de UV-B 2 h fue mayor que en el resto de los tratamientos (p=0.0004, Fig.
25A). Sin embargo, la actividad de POX en hojas de todos los tratamientos con UV-B
disminuy6 y se mantuvo en valores similares a los observados en las plantas control
durante el experimento (Fig. 25A; p=0.5472). En los tallos se observo una disminucion de
la actividad de POX en todos los tratamientos de UV-B vy las plantas control durante el
experimento (Fig. 25B). Sin embargo, en los tallos de las plantas irradiadas con 1 mW cm™
de UV-B 4 h la actividad de POX fue significativamente mayor que en los demas
tratamientos de UV-B (0.5 mW cm? 2 h 'y 1 mW cm™ 2 h) durante todo el periodo

experimental (p=0.0095, Fig. 25B).
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Figura 25. Actividad enzimatica especifica de peroxidasas totales (POX, U mg™ de
proteina) en (A) hojas y (B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca)
e irradiados con ultravioleta tipo B (UV-B) 0.5 mW cm?2 h, 1 mWcm?2hy 1 mwW cm®
4 h. Los datos se presentan como promedio + SE, n=3. Las letras indican diferencias
significativas entre tratamientos por dia de tratamiento, los asteriscos denotan diferencias
significativas entre tratamientos a lo largo de todo el periodo experimental, 0=0.05.

7.2.2. Determinacion de Compuestos Antioxidantes No Enziméticos
7.2.2.1. Contenido de Clorofila a 'y Clorofila b
En los resultados obtenidos en plantas in vitro, el contenido de clorofila a en hojas de

damiana irradiada con UV-B fue significativamente mayor durante el primer dia de

exposicién en las plantas tratadas con 0.5 mW cm? de UV-B 2 hy 1 mW cm? 4 h en
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comparacién con las hojas de las plantas control (p=0.0002, Fig. 26A). A partir del séptimo
dia de tratamiento, el contenido de clorofila a fue menor en las hojas de las plantas
irradiadas con UV-B (0.5 mW cm? 2 h, 1 mW c¢cm™? 2 y 1 mW cm™ 4 h) en comparacién
con las plantas control (p<0.0001, Fig. 26A). En tallos no se observé un efecto significativo
en el contenido de clorofila a por la irradiacion con UV-B (p=0.3741, Fig. 26B). Como en
los resultados anteriores de plantas de damiana de diferentes poblaciones (silvestres y

cultivadas), el contenido de clorofila a fue mayor en hojas con respecto a tallos (p<0.0001,

Fig. 26B).
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Figura 26. Contenido de clorofila a (ug de clorofila a g™ de peso fresco) en (A) hojas y (B)
tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e irradiados con ultravioleta
tipo B (UV-B) 0.5 mWcm?2h, 1 mWcem?2 hy 1 mW cm? 4 h. Los datos se presentan
como promedio = SE, n=3. Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos
por dia de tratamiento, los asteriscos denotan diferencias significativas entre tratamientos a
lo largo de todo el periodo experimental, a=0.05.
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Los resultados del andlisis de clorofila b muestran que en las plantas control
mantuvieron concentraciones constantes de clorofila b en hojas durante todo el periodo
experimental, mientras que las hojas de las plantas irradiadas con UV-B, a partir del
séptimo dia, presentaron valores de clorofila b por debajo de las plantas control (Fig. 272
p=0.0223). En tallos, las plantas control mantuvieron concentraciones constantes de
clorofila b a lo largo del periodo experimental (Fig. 27B). En las plantas expuestas a
radiacion UV-B la concentraciéon de clorofila b fue significativamente menor que en las
plantas control (p=0.0087). Al igual que en clorofila a las concentraciones de clorofila b

fueron mayores en hojas que en tallos (Fig. 27).
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Figura 27. Contenido de clorofila b (ug de clorofila b g™ de peso fresco) en (A) hojas y (B)
tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e irradiados con ultravioleta
tipo B (UV-B) 0.5 mWcm?2h, 1 mWcm?2 hy 1 mW cm? 4 h. Los datos se presentan
como promedio = SE, n=3. Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos
por dia de tratamiento, los asteriscos denotan diferencias significativas entre tratamientos a
lo largo de todo el periodo experimental, a=0.05.

7.2.2.2. Contenido de Carotenoides Totales

No se observo un efecto de los tratamientos con UV-B en el contenido de carotenoides

ni en hojas ni en tallos de damiana (p=0.3217 y p=0.3995, respectivamente, Fig. 28).
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Figura 28. Contenido de carotenoides totales (ug de carotenoides g™ de peso fresco) en (A)
hojas y (B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e irradiados con
ultravioleta tipo B (UV-B) 0.5 mW cm?2h, 1 mW cm?2 hy 1 mW cm?4 h. Los datos se
presentan como promedio £ SE, n=3. Las letras indican diferencias significativas entre
tratamientos por dia de tratamiento, los asteriscos denotan diferencias significativas entre
tratamientos a lo largo de todo el periodo experimental, 0=0.05.

7.2.2.3. Contenido de Vitamina C (Acido Ascérbico)
El contenido de vitamina C en hojas increment6 en las plantas de damiana expuestas

a radiaciéon UV-B, aparentemente, de manera dosis-dependiente durante los primeros 15

dias de tratamiento (p=0.0077, Fig. 29). En los tratamientos con mayor radiacion UV-B (1
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mW cm™ 2 h), este efecto se revirtio a los 21 dias (p<0.0001, Fig. 29). En el dia 14 se
observé que las plantas irradiadas con UV-B (tanto 0.5 mW c¢cm™ 2 h como 1 mW cm™ por
2 h y 4 h) tenian mayores concentraciones de vitamina C que las plantas control (p=0.0001,
Fig. 29). Este incremento continud hasta los 21 dias con la menor dosis de radiacion de
UV-B (0.5 mW cm? 2 h) (Fig. 29). En tallos no se determin el contenido de vitamina C
debido a que la cantidad de material biologico (tallos de 15 plantulas in vitro) no fue

suficiente.
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Figura 29. Contenido de vitamina C (mg equivalentes de &cido ascorbico g™ de peso fresco)
en hojas frescas de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e irradiados con
ultravioleta tipo B (UV-B) 0.5 mW cm?2h, 1 mW cm?2 hy 1 mW cm?4 h. Los datos se
presentan como promedio = SE, n=3. Las letras indican diferencias significativas entre
tratamientos por dia de tratamiento, los asteriscos denotan diferencias significativas entre
tratamientos a lo largo de todo el periodo experimental, a=0.05.

T
*k ’

Vitamina C (mg acido ascorbico g™ de peso fresco)

7.2.2.4. Contenido de Vitamina E (a-Tocoferol)
No se determiné el contenido de vitamina E en hojas y tallos de damiana irradiada
con UV-B debido a que la cantidad de material biologico (tallos de 15 plantulas in vitro) no

fue suficiente.
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7.2.2.5. Compuestos Fendlicos Totales

En general, el contenido de compuestos fendlicos totales en hojas de plantas
irradiadas con UV-B (tanto 0.5 mW cm? 2 h como 1 mW cm™? por 2 h y 4 h) se mantuvo
por debajo de las plantas control (p<0.0001, Fig. 30A). Al final del periodo experimental, el
contenido de compuestos fendlicos en las hojas irradiadas disminuy6é con respecto al
control (p<0.0001, Fig. 30A). El contenido de compuestos fenolicos en tallos de damiana
en el primer dia de tratamiento fue mayor en las plantas irradiadas con 1 mW c¢cm™ de UV-B
2 h en comparacion con las plantas control (p<0.0001, Fig. 30B). Sin embargo, durante los
siguiente dias de tratamiento, el contenido de compuestos fendlicos en las plantas tratadas
con UV-B (0.5 mW cm? 2 h, y 1 mW cm™ por 2 h y 4 h) fue menor en comparacién con
las plantas control, principalmente en las plantas irradiadas con UV-B 1 mW cm® 4 h

(p=0.0006; Fig. 30B).
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Dias de Irradiacion
Figura 30. Compuestos fendlicos totales equivalentes de 4cido galico (mg EAG g™ de peso
fresco) en (A) hojas y (B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e
irradiados con ultravioleta tipo B (UV-B) 0.5 mW cm?2h, 1 mWcm?2hy 1 mW cm* 4
h. Los datos se presentan como promedio = SE, n=3. Las letras indican diferencias
significativas entre tratamientos por dia de tratamiento, los asteriscos denotan diferencias

7.2.3. Capacidad Antioxidante Total

74

La capacidad antioxidante total en hojas de plantas irradiadas con 0.5 mW cm™ de

UV-B 2 h durante los primeros 7 dias de tratamiento fue mayor en comparacién con las

plantas control (p<0.0001, Fig. 31A). Para el resto de los tratamientos, principalmente 1
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mW cm™ de UV-B 4 h, y hacia el final del periodo experimental, la capacidad antioxidante
de las plantas irradiadas fue menor que la observada en las plantas control (p<0.0001, Fig.
31A). En tallos se observd un efecto similar al de hojas (Fig. 31B); en el primer dia del
tratamiento con 0.5 mW cm? de UV-B 2 h la capacidad antioxidante fue mayor en
comparacion con el control (p<0.0001, Fig. 31B). En el resto de los tratamientos,
predominantemente con 1 mW cm? de UV-B 4 h, y durante el resto del periodo
experimental, la capacidad antioxidante de las plantas irradiadas fue menor en comparacion
con las plantas control (p<0.0001, Fig. 31B). Se observo que en todos los tratamientos con
UV-B y plantas control, la capacidad antioxidante fue mayor en hojas que en tallos de

damiana (p=0.0002, Fig. 31).
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Figura 31. Capacidad antioxidante total (equivalentes de 4cido galico, mM EAG g™ de peso
fresco) en (A) hojas y (B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e
irradiados con ultravioleta tipo B (UV-B) 0.5 mW cm?2h, 1 mWcm?2hy 1 mW cm* 4
h. Los datos se presentan como promedio = SE, n=3. Las letras indican diferencias
significativas entre tratamientos por dia de tratamiento, los asteriscos denotan diferencias
significativas entre tratamientos a lo largo de todo el periodo experimental, a=0.05.

7.2.4. Lipoperoxidacion

El dafio oxidativo a lipidos, cuantificado como TBARS, vari6 a lo largo del periodo
experimental en hojas y tallos (Fig. 32). En hojas, a los 7 y 21 dias de tratamiento la
concentracion de TBARS fue mayor en las plantas irradiadas con UV-B (p<0.0001 y

p=0.0004, repectivamente), mientras que a los 15 dias fue menor que en las plantas control

(p<0.0001, Fig. 32A). Se observd mayor concentracion de TBARS en el tratamiento de 1
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mW cm? de UV-B por 2 h en comparacion con el resto de los tratamientos (p<0.0001, Fig.
32A). En tallos, la concentracion de TBARS de las plantas irradiadas con UV-B durante los
primeros 15 dias de tratamiento fue menor que aquellos en las plantas control (p=0.0323).
Sin embargo, al final del periodo experimental esta concentracion fue mayor en las plantas
irradiadas con 1 mW cm™ de UV-B 2 h que en el control, 0.5 mW cm?de UV-B2 hy 1

mW cm? de UV-B 4 h (p<0.0001, Fig. 32B).
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Figura 32. Lipoperoxidacion (nmol de especies reactivas al &cido tiobarbitirico [TBARS]
mg™ de proteina) en (A) hojas y (B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz
blanca) e irradiados con ultravioleta tipo B (UV-B) 0.5 mW cm?2 h, 1 mW cm?2hy1
mW cm? 4 h. Los datos se presentan como promedio + SE, n=3. Las letras indican
diferencias significativas entre tratamientos por dia de tratamiento, los asteriscos denotan
diferencias significativas entre tratamientos a lo largo de todo el periodo experimental,
0=0.05.
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7.2.5. Carbonilos Proteicos

La concentracion de carbonilos proteicos fue mayor durante el primer dia de
tratamiento en hojas de plantas irradiadas con respecto al control (p<0.0001, Fig. 33A). Sin
embargo, al final del periodo experimental, no se encontraron diferencias significativas en
las concentraciones de carbonilos proteicos en hojas de las plantas irradiadas con UV-B en
comparacion con las plantas control (p=0.4774, Fig. 33A). En tallos, las concentraciones de
carbonilos proteicos fueron mayores durante el primer dia de tratamiento en todos los
tratamientos de UV-B estudiados con respecto al control (p<0.0001, Fig. 33B). Sin
embargo, hacia el final del periodo experimental, la concentracion de carbonilos proteicos
en plantas irradiadas con UV-B fue menor que aquellos en las plantas control (p=0.5251,

Fig. 33B).
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Figura 33. Carbonilos proteicos (umol g™ de peso fresco) en (A) hojas y (B) tallos frescos
de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e irradiados con ultravioleta tipo B (UV-
B) 0.5 mWcm?2h, 1 mWcm?2hy1mW cm?4 h. Los datos se presentan como
promedio + SE, n=3. Los datos se presentan como promedio £ SE, n=3. Las letras indican
diferencias significativas entre tratamientos por dia de tratamiento, los asteriscos denotan
diferencias significativas entre tratamientos a lo largo de todo el periodo experimental,
0=0.05.

7.2.6. Contenido de Proteinas Totales
El contenido de proteinas totales en hojas fue menor en las plantas irradiadas con UV-
B, principalmente en aquellas que recibieron mayores dosis (1 mW cm? de UV-B 2 hy 4

h) a partir del séptimo dia y hacia el final del periodo experimental (p<0.0001, Fig. 34A).

En tallos no se observaron diferencias significativas en el contenido de proteinas totales
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entre las plantas control y aquellas expuestas a radiacion UV-B (p=0.0540, Fig. 34B). Las
concentraciones de proteinas totales fueron mayores en hojas en comparacion con tallos

(p<0.0001, Fig. 34B).
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Figura 34. Contenido de proteinas totales (mg g™ de peso fresco) en (A) hojas y (B) tallos
frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e irradiados con ultravioleta tipo
B (UV-B) 0.5 mWcm?2h, 1 mWcm?2hy1mW cm?4 h. Los datos se presentan como
promedio + SE, n=3. Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos por dia
de tratamiento, los asteriscos denotan diferencias significativas entre tratamientos a lo largo
de todo el periodo experimental, a=0.05.

7.2.7. Parametros Morfoldgicos
A partir de la primera semana de exposicion a radiacion UV-B, las plantas de damiana

in vitro empezaron a marchitarse y a tirar hojas (Fig. 35). En el tratamiento de 1 mW cm™
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de UV-B 4 h, las plantas murieron después de 15 dias de tratamiento (Fig. 35). En la figura
36 se muestran imagenes por microscopia electronica representativas de la morfologia de
las hojas de damiana in vitro, bajo diferentes tratamientos de UV-B. No se encontraron
diferencias significativas (p>0.05) en el nimero y area estomatica ni en el numero de
glandulas observados entre las plantas de damiana irradiadas con 0.5 mW cm™ de UV-B 2

hy las plantas control (Tabla I11).

Control -
(luz blanca) | &&,

0.5 mW cm™
deUV-B 2h

1 mW cm?
deUV-B4h

Figura 35. Efecto de los diferentes tratamientos de radiacion ultravioleta tipo B (UV-B, 0.5
mW cm? 2 h, 1 mW cm?2 h, 1 mW cm? 4 h diarias y control) sobre damiana (Turnera
diffusa) in vitro durante el periodo experimental.
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Figura 36. Morfologia del envés de las hojas de damiana (Turnera diffusa Willd) in vitro
obtenidas por microscopia electrénica a 300X, para observar el efecto de la radiacion
ultravioleta tipo B (UV-B, 0.5 mW cm™ 2 h diarias y control).

Tabla I1l. Morfologia de las hojas de Damiana (Turnera diffusa) in vitro control (luz
blanca) e irradiadas con UV-B (0.5 mW cm™ 2 h diarias) a 0, 1 y 7 dias de tratamiento.

. , ; » Apertura y cierre NUmero de
Tratamientos  NUmero de estomas Area estomatica 7 ,
estomatico glandulas
Dias 0 1 7 0 1 7 0 1 7 0 1 7
9889+ 0889+ 7667+ 2422+ 2422+ 1864+ %66+ 266+ 308+
Control  “igog  u0g  mg e me  we C C A be ne  ng
UV-B 989+ 433+ 37T8r 22+ 2W2% BLlr . A 286 205: 182:
baja 2 h 45090 882* 839 349 M4 ged e 648 19
uv-B
nd nd nd nd
alta 2h
uv-B
nd nd nd nd
alta 4h
p (dias) 01090 04682 0.6040 02770 0635 0385
p (tratamientos) 0.215029 0417091 0.317304

C=Cerrados; A= Abiertos; nd=no determinado. Datos muestran el promedio + DE; n=5 por triplicado. Diferentes letras indican
significancia estadistica entre tratamientos; * indican significancia estadistica entre dias de tratamiento, p<0.0s.
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7.3. Factores Ambientales: Radiacion UV-C
Debido a que la radiacion UV-C es mas dafiina que la UV-B para los tejidos de las
plantas, los tratamientos de UV-C empleados fueron aplicados por 5, 10 y 20 min diarios, a

diferencia de los tratamientos con UV-B los cuales fueron aplicados por 2 h 'y 4 h diarias.

7.3.1. Actividad de Enzimas Antioxidantes
7.3.1.1. Actividad Enzimatica de Superé6xido Dismutasa

La actividad de SOD total en hojas de plantas irradiadas con UV-C fue menor que
en las plantas control; sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre
tratamientos (p=0.0780, Fig. 37A). Se observé mayor actividad de SOD en las hojas de las
plantas control al séptimo dia de tratamiento (p<0.0001, Fig. 37A). En tallos se observé un
incremento significativo en la actividad de SOD durante 7 dias de tratamiento con radiacién

UV-C con dosis de 10 y 20 min (p=0.0010, Fig. 37B).
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Figura 37. Actividad enzimatica especifica de superéxido dismutasa (SOD, U mg™ de
proteina) en (A) hojas y (B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca)
e irradiados con ultravioleta tipo C (UV-C) durante 5, 10 y 20 min diarios. Los datos se
presentan como promedio + SE, n=3. Los datos se presentan como promedio + SE, n=3.
Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos por dia de tratamiento, los
asteriscos denotan diferencias significativas entre tratamientos a lo largo de todo el periodo
experimental, 0=0.05.

7.3.1.2. Actividad Enzimatica de Catalasa
La actividad de CAT en hojas y en tallos en los diferentes tratamientos de UV-C en

damiana estuvo por debajo del limite de deteccion.
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7.3.1.3. Actividad Enzimatica de las Peroxidasas Totales

La actividad de POX total en hojas fue menor en las plantas irradiadas con UV-C en
comparacién con las plantas control (p=0.0036, Fig. 38A). La actividad de POX fue mayor
en hojas de plantas control al séptimo dia de tratamiento (p<0.0.0001, Fig. 38). A mayor
radicion UV-C (dosis 20 min diarios) menor actividad de POX en hojas durante el
experimento (p=0.0036, Fig. 38A). La actividad de POX en tallos fue mayor con el
tratamiento de 5 min de exposicién diaria, a lo largo del periodo experimental (p=0.0026,
Fig. 38B). La actividad de POX fue mayor en hojas que en tallos en todos los tratamientos

a lo largo del periodo experimental (p<0.0001, Fig. 38).
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Figura 38. Actividad enzimatica especifica de peroxidasas totales (POX, U mg™ de
proteina) en (A) hojas y (B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca)
e irradiados con ultravioleta tipo C (UV-C) durante 5, 10 y 20 min diarios. Los datos se
presentan como promedio = SE, n=3. Las letras indican diferencias significativas entre
tratamientos por dia de tratamiento, los asteriscos denotan diferencias significativas entre
tratamientos a lo largo de todo el periodo experimental, a=0.05.

7.3.2. Determinacion de Compuestos Antioxidantes No Enziméticos
7.3.2.1. Contenido de Clorofila ay Clorofila b

El contenido de clorofila a fue menor en las hojas de plantas de damiana expuestas a

radiacion UV-C 20 min con respecto al control (p=0.0001, Fig. 39A). En tallos, el
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contenido de clorofila a fue mayor en plantas expuestas a 20 min de UV-C diario con
respecto al control (p=0.0009, Fig. 39B). No se observaron diferencias significativas en el
resto de los tratamientos con respecto al control. Finalmente, el contenido de clorofila a fue
mayor en hojas con respecto a tallos en todos los tratamientos a lo largo del periodo

experimental (p<0.0001, Fig. 39).

(A) :
400 -
* * é
Al A N
D
* [ 3
* Kk L]
300 A sk Kk a . *A* E .,
d F
*%
a3z & &
o LU
g .
L f
o
200 -
8
o
%o | | | | | [ | | o | | e | | e
—
‘o
© (B) [ Control
1 1 5min
§ 140 1 [ 10 min
o d N 20 min
O *%
3 A
120 A
g
*%
e
100 A X |*3
*%
- . o B
’E;‘ A ef F
80- *% %%
k% ok Kk %k *5** A *f* G
b * k|
A
60
oA 1) ) e )
Dia 0 Dia 1 Dia 4 Dia7 Dia 10

Dias de Irradiacion
Figura 39. Contenido de clorofila a (ug de clorofila a g™ de peso fresco) en (A) hojas y (B)
tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e irradiados con ultravioleta
tipo C (UV-C) durante 5, 10 y 20 min diarios. Los datos se presentan como promedio = SE,
n=3. Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos por dia de tratamiento,
los asteriscos denotan diferencias significativas entre tratamientos a lo largo de todo el
periodo experimental, a=0.05.
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El contenido de clorofila b fue menor en los tratamientos de 20 min de radiacién con
UV-C en hojas de damiana con respecto al control (p=0.0011, Fig. 40A). En tallos, no se
observaron diferencias significativas entre tratamientos a los largo del periodo experimental
(p=0.1240, Fig. 40B). El contenido de clorofila b fue mayor en hojas con respecto a tallos

en todos los tratamientos durante el periodo experimental (p<0.0001, Fig. 40).
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Figura 40. Contenido de clorofila b (ug de clorofila b g de peso fresco) en (A) hojas y (B)
tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e irradiados con ultravioleta
tipo C (UV-C) durante 5, 10 y 20 min diarios. Los datos se presentan como promedio = SE,
n=3. Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos por dia de tratamiento,
los asteriscos denotan diferencias significativas entre tratamientos a lo largo de todo el
periodo experimental, a=0.05.
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7.3.2.2. Contenido de Carotenoides Totales

El contenido de carotenoides fue menor en hojas de damiana expuesta a 20 min de
radiacion UV-C diarios en comparacion con las plantas control (p=0.0351, Fig. 41A). Al
dia 10 de irradiacion, con el tratamiento de 10 min de UV-C el contenido de carotenoides
en damiana aument6 a concentraciones similares al control (p=0.0033, Fig. 41A). En tallos,
se observaron diferencias significativas en el contenido de carotenoides totales entre
tratamientos (p<0.0001). El contenido de carotenoides fue mayor en plantas expuestas a 20
min de UV-C en comparacion con el resto de los tratamientos y el control (Fig. 41B). El
contenido de carotenoides totales fue mayor en hojas con respecto a tallos en todos los

tratamientos durante el periodo experimental (p<0.0001, Fig. 41).
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Figura 41. Contenido de carotenoides totales (ug de carotenoides a g™ de peso fresco) en
(A) hojas y (B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e irradiados
con ultravioleta tipo C (UV-C) durante 5, 10 y 20 min diarios. Los datos se presentan como
promedio + SE, n=3. Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos por dia
de tratamiento, los asteriscos denotan diferencias significativas entre tratamientos a lo largo
de todo el periodo experimental, a=0.05.

7.3.2.3. Contenido de Vitamina C (Acido Ascorbico)
Debido a la insuficiencia de material biolégico (tallos) el contenido de vitamina C
se analiz6 Unicamente en hojas. No se observaron diferencias significativas en el contenido

de vitamina C (equivalente a a-tocoferol) en hojas de damiana expuesta a radiacion UV-C
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a lo largo de todo el periodo experimental (p=0.9111, Fig. 42). Sin embargo, se observé
que el contenido de vitamina C tuvo una tendencia (p=0.9111) a disminuir a lo largo del
periodo experimental de exposicion a UV-C, tanto en plantas irradiadas como en plantas

control (Fig. 42).
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Figura 42. Contenido de vitamina C (mg equivalentes de &cido ascorbico g™ de peso fresco)
en hojas frescas de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e irradiados con
ultravioleta tipo C (UV-C) durante 5, 10 y 20 min diarios. Los datos se presentan como
promedio + SE, n=3. Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos por dia
de tratamiento, los asteriscos denotan diferencias significativas entre tratamientos a lo largo
de todo el periodo experimental, a=0.05.

7.3.2.4. Contenido de Vitamina E (o.-Tocoferol)
Debido a la insuficiencia de material bioldgico, el contenido de vitamina E se

analiz6 Unicamente en hojas. El contenido de vitamina E en plantas irradiadas por 20 min

diarios de UV-C fue mayor que en las plantas control (p=0.0487, Fig. 43).
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Figura 43. Contenido de vitamina E (mg equivalentes de o-tocoferol g™ de peso fresco) en

hojas frescas de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e irradiados con ultravioleta
tipo C (UV-C) durante 5, 10 y 20 min diarios. Los datos se presentan como promedio = SE,
n=3. Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos por dia de tratamiento,
los asteriscos denotan diferencias significativas entre tratamientos a lo largo de todo el
periodo experimental, 0=0.05.
7.3.2.5. Compuestos Fendlicos Totales

En hojas de las plantas recién irradiadas, el contenido de compuestos fenolicos fue
mayor en las damianas expuestas a UV-C por 5 min que en las plantas control (p<0.0001,
Fig. 44A). A partir de los 7 dias de tratamiento las plantas irradiadas con UV-C presentaron
un mayor contenido de compuestos fenolicos totales que las plantas control (p<0.0001 Fig.
44A). Al décimo dia de exposicion con dosis de 20 min con UV-C el contenido de
compuestos fenodlicos disminuyé en comparacion con las plantas expuestas por 5y 10 min
de UV-C (p<0.0001, Fig. 44A). No se observaron diferencias significativas en el contenido

de compuestos fendlicos totales entre tratamientos en tallos de damiana expuestos a

radiacion UV-C (p=0.2624, Fig. 44B). Se observé una tendencia de incremento en el
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contenido de compuestos fendlicos totales al final del periodo experimental, tal que al

décimo dia de exposicion bajo todos los tratamientos con UV-C el contenido de

compuestos fendlicos fue mayor en comparacion con el control (p=0.0004, Fig. 44B).
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Figura 44. Compuestos fendlicos totales equivalentes de 4cido galico (mg EAG g™ de peso
fresco) en (A) hojas y (B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e
irradiados con ultravioleta tipo C (UV-C) durante 5, 10 y 20 min diarios. Los datos se
presentan como promedio = SE, n=3. Las letras indican diferencias significativas entre
tratamientos por dia de tratamiento, los asteriscos denotan diferencias significativas entre
tratamientos a lo largo de todo el periodo experimental, a=0.05.
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7.3.3. Capacidad Antioxidante Total

Se observo una menor capacidad antioxidante total en hojas de damiana irradiadas
con UV-C por 5y 10 min diarios en comparacion con el control (p=0.0001, Fig. 45A). Al
séptimo dia de tratamiento, la capacidad antioxidante total en las plantas irradiadas con
UV-C por 5, 10 y 20 min fue menor que el control (p=0.0001, Fig. 45A). No se observaron
diferencias significativas en la capacidad antioxidante total en tallos de damiana entre
tratamientos con radiacion UV-C por 5, 10 y 20 min (p=0.0771, Fig.45B). La capacidad
antioxidante total en las plantas tratadas con radiacion UV-C por 20 min diarios fue mayor
al séptimo dia de tratamiento que las plantas control e irradiadas con dosis de 5y 10 min
(p<0.0001, Fig. 45B). Al final del periodo experimental (décimo dia), la capacidad
antioxidante total fue significativamente menor en las plantas irradiadas con UV-C en
comparacién con las plantas control (p=0.0003, Fig. 45B). La capacidad antioxidante total
fue mayor en hojas con respecto a tallos en todos los tratamientos con radiacién UV-C a lo

largo del periodo experimental (p=0.0026, Fig. 45).
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Figura 45. Capacidad antioxidante total (equivalentes de 4cido galico, mM EAG g™ de peso
fresco) en (A) hojas y (B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e
irradiados con ultravioleta tipo C (UV-C) durante 5, 10 y 20 min diarios. Los datos se
presentan como promedio £ SE, n=3. Las letras indican diferencias significativas entre
tratamientos por dia de tratamiento, los asteriscos denotan diferencias significativas entre
tratamientos a lo largo de todo el periodo experimental, a=0.05.

7.3.4. Lipoperoxidacion
La concentracion de dafio oxidativo a lipidos, cuantificado como TBARS, no fue
significativamente diferente entre tratamientos a lo largo del periodo de exposicion en hojas

(p=0.7635, Fig. 46A) y en tallos (p=0.0780, Fig. 46B) de T. diffusa. Al final del

experimento los niveles de TBARS fueron iguales en las plantas control y los tratamientos
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(p=0.0001, Fig. 46A). En tallos, la concentracion de TBARS en las plantas recién
irradiadas (dia uno) con los tratamientos con UV-C por 5, 10 y 20 min diarios fue mayor
que en las plantas control (p=0.0001). Al décimo dia de tratamiento la concentracion de
TBARS en los tallos de las plantas irradiadas con UV-C por 5, 10 y 20 min diarios fue

mayor que en las plantas control (p=0.0001, Fig. 46B).
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Figura 46. Lipoperoxidacion (nmol de especies reactivas al &cido tiobarbitirico [TBARS]
mg™ de proteina) en (A) hojas y (B) tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz
blanca) e irradiados con ultravioleta tipo C (UV-C) durante 5, 10 y 20 min diarios. Los
datos se presentan como promedio + SE, n=3. Las letras indican diferencias significativas
entre tratamientos por dia de tratamiento, los asteriscos denotan diferencias significativas
entre tratamientos a lo largo de todo el periodo experimental, a=0.05.
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7.3.5. Carbonilos Proteicos

No se observaron diferencias significativas en la concentracién de carbonilos proteicos
en hojas de las plantas control y bajo tratamiento con UV-C por 5, 10 y 20 min (p=0.7436,
Fig.47A). La concentracion de carbonilos proteicos en hojas de damiana, tanto control
como bajo tratamiento con UV-C (5, 10 y 20 min), disminuyé a lo largo del periodo
experimental (Fig. 47A). Al décimo dia de tratamiento las plantas con mayor dosis de UV-
C (20 min) presenté mayor contenido de carbonilos proteicos en comparacion con el
control y los demas tratamientos (Fig. 47A). La concentracién de carbonilos proteicos en
los tallos de las plantas control, asi como de las plantas tratadas por 20 min diarios con UV-

C, fue significativamente mayor que en los demas tratamientos (p=0.0133, Fig. 47B).
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Figura 47. Carbonilos proteicos (umol de g™ peso fresco) en (A) hojas y (B) tallos frescos
de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e irradiados con ultravioleta tipo C (UV-
C) durante 5, 10 y 20 min diarios. Los datos se presentan como promedio £ SE, n=3. Las
letras indican diferencias significativas entre tratamientos por dia de tratamiento, los
asteriscos denotan diferencias significativas entre tratamientos a lo largo de todo el periodo
experimental, a=0.05.

7.3.6. Contenido de Proteinas Totales
Se encontrd mayor contenido de proteinas totales en las hojas de las plantas irradiadas

por 20 min diarios con UV-C en comparacion con el control (p=0.0120, Fig. 48A). En

tallos, no se observaron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos ni con
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respecto al control (p=0.0538, Fig. 48B). El contenido de proteinas totales fue mayor en los
tallos con respecto a hojas en todos los tratamientos durante el periodo experimental

(p=0.0201, Fig. 48).
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Figura 48. Contenido de proteinas totales (mg de g™ de peso fresco) en (A) hojas y (B)
tallos frescos de damiana (Turnera diffusa) control (luz blanca) e irradiados con ultravioleta
tipo C (UV-C) durante 5, 10 y 20 min diarios. Los datos se presentan como promedio * SE,
n=3. Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos por dia de tratamiento,
los asteriscos denotan diferencias significativas entre tratamientos a lo largo de todo el
periodo experimental, 0=0.05.
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7.3.7. Parametros Morfoldgicos
Las plantas expuestas a UV-C tendieron a deshidratarse mostrando hojas marchitas y
finalmente a perder sus hojas (Fig. 49). A mayor dosis o tiempo de exposicion diaria a UV-

C, la intensidad del efecto fue aparentemente mayor (Fig. 49).

Control

Figura 49. Efecto de los tratamientos de radiacion ultravioleta tipo C (UV-C, 5, 10, 20 min
diarios y control) sobre damiana (Turnera diffusa Willd) in vitro durante el periodo
experimental.
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8. DISCUSION

8.1. Factores de Cultivo y Manejo Poscosecha

En este estudio, las concentraciones mas bajas de todos los oligoelementos analizados
se observaron en hojas y en tallos de damiana de la poblacion de El Carrizal. Esto puede
estar relacionado con la nutricion de las plantas y la calidad del suelo (Fig. 12). El pH del
suelo afecta la disponibilidad de los nutrimentos y la solubilidad de minerales del suelo
(Luters y Salazar, 2000). Los valores de pH entre 6.0 y 7.5 son los 6ptimos para el
crecimiento de la mayoria de los cultivos de las plantas (Luters y Salazar, 2000). Los
valores de pH en el suelo de El Carrizal se encuentran en el rango de 7.8-8.9, en La Paz
7.3-8.4, y en Todos Santos 6.5-8.4 (Meza-Sanchez y Martinez-Rodriguez, 2004). Los
suelos mas alcalinos en la region del El Carrizal podrian afectar la disponibilidad de los

macro- y microelementos para las plantas de esta region.

Los suelos de textura media son considerados como los mas adecuados para la
agricultura, mientras que en los de textura gruesa o arenosa se deben de contemplar
practicas de mejoramiento de suelos o tratamientos que permitan a las plantas alcanzar los
niveles de produccion deseados (Meza-Sanchez y Martinez-Rodriguez, 2004). La textura
del suelo en EI Carrizal es gruesa o arenosa, mientras que en Todos Santos y La Paz es de
textura media (Meza-Sanchez y Martinez-Rodriguez, 2004). Por lo tanto, es posible que la
textura de los suelos afecte la disponibilidad de los nutrimentos para las plantas de damiana

de El Carrizal.

Los elementos minerales considerados como macronutrientes son requeridos por las

plantas en concentraciones de, por lo menos, 1000 mg Kg™ en base seca (Raven et al.,
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1992). Los datos obtenidos en este estudio muestran valores minimos de 1000 mg Kg™ en
base seca de Mg en todas las poblaciones de damiana analizadas, tanto en hojas como en
tallos (Fig. 12). Los micronutrientes son elementos que requieren las plantas en
concentraciones entre 0.1-100 mg Kg™ en base seca, dependiendo del mineral. Por ejemplo,
para Fe se manejan concentraciones de 100 mg Kg® (Raven et al., 1992). Las
concentraciones de Fe en las hojas de damiana de las poblaciones de CIBNOR y Todos
Santos fueron 228.18 + 48.91 y 185.60 + 52.98 mg Kg™, respectivamente, mientras que en
el resto de los tejidos y poblaciones se encontraron concentraciones de Fe por debajo de
este valor (Fig. 12). Para Zn se maneja 20 mg Kg™@ de base seca (Raven et al., 1992), lo
cual corresponde a los datos obtenidos para Zn en las hojas de todas las poblaciones
analizadas en este estudio. Sin embargo, las concentraciones de Zn en los tallos se

encontraron por debajo del valor requerido (Fig. 11).

Las concentraciones de Cu en hojas y tallos de damiana de las poblaciones de
CIBNOR vy Todos Santos fueron cercanos al valor de 6 mg Kg™ de base seca sugerido por
Raven et al. (1992). En damiana de El Carrizal se encontraron concentraciones de Cu por
debajo del valor de referencia (Fig. 12). Spears (1994) reportd que las concentraciones
bajas de Cu en las plantas pueden ser causadas por concentraciones elevadas de pH en los
suelos. La alcalinidad del suelo causa varios problemas nutricionales en las plantas, como
la clorosis, por la incapacidad de las plantas de absorber suficiente Fe o Mn; también
pueden ocurrir deficiencias de Cu, Zn, potasio (K) o fosforo (P) a causa de su baja
solubilidad, y de N debido al bajo contenido de materia organica (Meza-Sanchez y

Martinez-Rodriguez, 2004).
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Ramirez-Ordufia et al. (2005) estudiaron el contenido mineral de plantas empleadas en
el forraje en BCS, entre ellas la damiana del rancho “Palmar de Abajo” localizado entre El
Carrizal y Todos Santos. Dicho estudio reporta valores en los rangos de 1.6-3 g Mg Kg™,
325.9-405.1 g Fe Kg™, 6-6.4 g Cu Kg™ y 17-20.2 g Zn Kg™, en base seca de las hojas de
damiana de ese sitio, dependiendo de la estacionalidad (Ramirez-Ordufia et al., 2006). Las
concentraciones de Mg en base seca en el presente estudio coinciden con lo reportado por
Ramirez-Ordufia et al. (2006). El contenido del fertilizante que se le adiciona a las plantas
cultivadas en CIBNOR tiene una composicion de N 17%, P 17%, K 17%, Mg 1.7%, azufre
(S) 3.04%, boro (B) 0.10%, Cu 0.08%, Mn 0.08%, Fe 0.06% y Zn 0.04%. La adicion de
fertilizantes a la damiana cultivada en el CIBNOR puede incrementar la cantidad de macro-
y micronutrientes en las plantas. Hu et al. (2010) reportan un mayor contenido de N, P, Cu,
Zn, Fe y Mn en hojas que en tallos de maiz, y sugieren que la aplicacién de fertilizantes
modifica el contenido de oligoelementos en los diferentes érganos de tal manera que Cu
aumenta en las hojas, mientras que en los tallos disminuye, Fe disminuye en hojas Yy tallos,

y la concentracion de Zn depende del fertilizante empleado.

La actividad enzimatica de SOD fue mayor en las hojas que en los tallos de damiana
(Fig. 13A). Esto podria deberse a que, en general, en las hojas de las plantas hay una mayor
actividad metabdlica. En este tejido se desarrolla la mayor actividad fotosintética de las
plantas y, por lo tanto, puede esperarse una mayor produccién de ERO. Se observé mayor
actividad de SOD en los tejidos (hojas Yy tallos) secos en comparacion con los frescos (Fig.
13). Ello sugiere que los procesos de deshidratacion o manejo poscosecha modifican la

actividad de las enzimas antioxidantes. La accion de las enzimas presentes en los productos
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hortofruticolas durante los procesos de deshidratacion influyen directamente sobre la
calidad y cantidad de los compuestos activos o fitoquimicos de las plantas (Capecka et al.,
2005 Sellami et al., (2011). En particular, Hossain et al. (2010) mencionan que la actividad
de SOD y POX disminuye debido a la pérdida de agua. Se ha reportado que la actividad de
las enzimas SOD y POX incrementa como mecanismo de respuesta también en otros
procesos en donde se involucra la pérdida de agua, como es la desecacién (Moran et al.,
1994; Fazeli et al., 2007; Kumar et al., 2011). Esto probablemente se deba a que los genes
que codifican para las enzimas SOD, APX y GR se sobre-expresan durante el secado de los
tejidos vegetales (Yordanov et al., 2003). Por otra parte, debido a que los microelementos
como el Mn, Cu, Zn y Fe son cofactores de las enzimas SOD, POD y CAT (Aqil et al.,
2006), se llevo a cabo la correlacion entre el contenido de microelementos (Cu, Zny Fe) y
la actividad de las enzimas antioxidantes. Sin embargo, no se encontrd correlacion entre el
contenido de microelementos y la actividad enzimética en plantas de damiana.
Probablemente debido a que las concentraciones requeridas como cofactores son tan
pequefias que no fueron posibles determinar por el alto contenido de microelementos (Fig.

12).

Se observaron mayores concentraciones de clorofila a, clorofila b y carotenoides
totales en los tejidos (hojas y tallos) frescos que en los secos (Figs. 16 yl17). Estas
diferencias se deben, probablemente, al proceso de deshidratacion. Las clorofilas son
altamente susceptibles a la degradacion durante el procesamiento y el almacenamiento
(Lajolo y Lanfer-Marquez, 1982; Heaton et al., 1996; Monreal et al., 1999; King et al.,

2001). La desnaturalizacion de las clorofilas a feofitinas y otros derivados por accion de las
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lipoxigenasas, generan el cambio de la coloracion de los tejidos vegetales de verde olivo a
amarillo olivo (Gupte et al., 1963). Lo anterior, en ocasiones, es percibido por los
consumidores como pérdida de la calidad de los productos hortofruticolas o de origen
vegetal. Las propiedades de las clorofilas en los tejidos verdes dependen de la naturaleza de
la asociacién entre lipoproteinas y cloroplastos. EI rompimiento de esta asociacion genera
una desorganizacion en la estructura de las clorofilas, lo cual se genera durante el
procesamiento y almacenamiento de los tejidos vegetales, y va a depender de la
temperatura de almacenamiento, pH, tiempo, presencia de oxigeno y luz (Schwartz y

Lorenzo, 1991; Heaton et al., 1996; King et al., 2001).

Meléndez-Martinez et al. (2004) reportaron degradacion de los carotenoides debido a
reacciones de oxidacién, enzimaticas y no enzimaticas, durante el secado de frutas y
verduras, y a la pérdida de la integridad celular por el contacto con sustancias que pueden
modificar la estructura de los pigmentos. Rodriguez-Amaya (1999) sugiere que los
carotenoides, al ser altamente insaturados, son susceptibles a la isomerizacion y oxidacion,
promovidas por el calor y la luz durante el procesamiento, lo cual disminuye el color y la
actividad de la vitamina A de los alimentos. Aparentemente, el grado de destruccion de los
carotenoides aumenta con el grado de destruccion de las estructuras celulares, el
incremento del area superficial, porosidad, tiempo y severidad de las condiciones del

proceso, duracién, y temperatura de almacenamiento (Rodriguez-Amaya, 1999).

Lefsrud et al. (2008) reportaron que el contenido de luteina, pB-caroteno y clorofilas

para sus modelos de estudio (espinacas y col verde Kale) disminuyé en mas del 70% por
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efecto de la temperatura de secado o deshidratacion de los productos. Tai y Chen (2000)
reportaron que, como resultado de la deshidratacion con aire caliente, la concentracion de
luteina y B-caroteno disminuyeron 42% y 47%, respectivamente, en flores de azucena

amarilla o lirio de dia (Hemerocallis disticha).

En el presente estudio, no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre
poblaciones o por las condiciones de cultivo en el contenido de vitamina C en damiana
(Fig. 18). Sin embargo, el contenido de vitamina C oscilé en un rango de 0.1 a 3.2 mg de
4cido ascorbico g* de tejido en las poblaciones, tejidos y condiciones de procesamiento
estudiados. Estos valores son considerados altos en comparacién con los reportados en
otras plantas medicinales, como por ejemplo Oldenlandia corymbosa (Linn) con 0.86 mg
4cido ascorbico g™ en hojas frescas y Dissotis rotundifolia (SM) Triana con 0.9 mg &cido
ascorbico g de hojas frescas. Otros frutos y vegetales o subproductos de éstos con
concentraciones elevadas de vitamina C son el pimiento verde, con 1.28 mg é&cido
ascorbico g™ jugo de naranja, 0.50 mg &cido ascérbico g™; toronja, 0.38 mg &cido
ascorbico g™; cebollas, 0.15 mg 4cido ascorbico g*; tomates, 0.20 mg acido ascorbico g*, y

papa dulce, 0.23 mg 4cido ascérbico g™ (Okeri y Alonge, 2006).

La deshidratacion de las hojas de damiana parece incrementar el contenido de vitamina
C, principalmente en la poblacion de CIBNOR (hojas y tallos). Sin embargo, cuando se
considera el porcentaje de humedad presente en los tejidos de damiana (hojas y tallos), el
contenido de vitamina C disminuye hasta en un 90% en todas las poblaciones (CIBNOR, El

Carrizal, Todos Santos y NL) y tejidos (hojas y tallos) analizados (Fig. 18, ver anexo tabla
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1). La disminucion del contenido de vitamina C es mayor en tallos que en hojas. Al
respecto, Vega-Galvez et al. (2009) reportan que la vitamina C puede ser degradada por
procesos de oxidacion durante el almacenamiento o procesamiento ya que las vitaminas,
particularmente la vitamina C, son sensibles a la luz, temperatura, al secado y a diferentes
tratamientos poscosecha (Nindo et al., 2003; Capecka et al., 2005; Ldpez et al., 2010).
Diversos estudios han reportado modificaciones en la concentracion de vitamina C por
efecto de la deshidratacion, tanto en plantas medicinales como en productos hortofruticolas
(Mahanom et al., 1999; Capecka et al., 2005; Kim et al., 2006; Lépez et al., 2010; Orak et
al., 2011; Ozgur et al., 2011). A pesar de la disminucién del contenido de vitamina C por el
secado, éste sigue siendo alto en las plantas de damiana en comparacion con otras plantas

medicinales y otros productos hortofruticolas (Okeri y Alonge, 2006).

El contenido de vitamina E esta asociado a las condiciones ambientales de crecimiento
de las plantas de damiana, ya que se observé un mayor contenido de esta vitamina en las
poblaciones silvestres de BCS en comparacién con las plantas cultivadas en CIBNOR vy las
plantas del estado de NL (Fig. 19). Sin embargo, los estudios de las diferencias en el
contenido de vitamina E entre poblaciones de una misma especie de planta son escasos. El
contenido de vitaminas en las hojas de damiana es sensible a la deshidratacion (Fig. 19).
Ello puede deberse al contenido de agua o porcentaje de humedad (65.26% en hojas y

56.92% en tallo) de las plantas de damiana (ver anexo Tabla 1).

El contenido de compuestos fendlicos fue mayor en hojas que en tallos de damiana de
todas las poblaciones analizadas (Fig. 20). Estas diferencias pueden ser producto del

requerimiento fisiologico de cada uno de los tejidos, ya que se ha reportado que los
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compuestos fenolicos se encuentran en diferentes partes de las plantas, tanto partes
comestibles como no comestibles, como en el caso de frutas y cereales (Stratil et al., 2007).
Ademas, en las hojas de damiana se ha reportado la presencia de acido cianhidrico y de
aceites esenciales, pero no de alcaloides; mientras que en los tallos si se encuentran
alcaloides (Lara y Marquez, 1996). Lo anterior apoya la sugerencia de que los tejidos de las
plantas de damiana tienen diferentes requerimientos de metabolitos secundarios y
compuestos antioxidantes. Pandino et al. (2011) reportan diferencias en la cantidad y
calidad de los compuestos fendlicos en hojas y tallos florales de cardo (Cynara cardunculus
L.) silvestre y cultivado; en hojas se encontraron una mayor cantidad de flavonas, mientras
que en tallos florales el acido cafeoilquinico fue el mas abundante. Por lo que la
acumulacion de los compuestos fendlicos se genera en partes especificas de las plantas,
dependiendo del papel que desempefian. Es posible que algo similar ocurra en los
diferentes tejidos (hojas y tallos) de la damiana de BCS, lo que podria contribuir a explicar
las diferencias encontradas en la cantidad de compuestos fendlicos entre tejidos (hojas y

tallos).

Se encontrdé mayor contenido de compuestos fendlicos en hojas frescas de damiana de
CIBNOR vy EI Carrizal (Fig. 20A) y en tallos frescos de El Carrizal (Fig. 19B). El
contenido de los compuestos fendlicos en las plantas depende de un gran nimero de
factores extrinsecos (agronomico, ambiental, almacenamiento, etc.) e intrinsecos (género,
especie, poblaciones) (Pandjaitan et al., 2005; Aberoumand y Deokule, 2008). La
aplicacion de fertilizantes en las plantas cultivadas del CIBNOR podria modificar el

contenido de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante en las plantas de damiana.
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Stajner et al. (2008) obtuvieron en plantas del genero Allium una mayor cantidad de
compuestos fenolicos y flavonoides en plantas cultivadas (cultivadas bajo el uso de
fertilizantes) en comparacion con las silvestres y concluyen que la introduccién al cultivo
de algunas plantas de tipo silvestre, como A. ursinum, podria ser una actividad futura
importante para producir especies con mejores propiedades antioxidantes. La composicién
de los compuestos fendlicos en los tejidos de las plantas puede variar como consecuencia
de la interaccién entre el genotipo y el ambiente, y puede variar de manera intra-especifica
(Pinelli et al. 2007). Ademas, la diferencia en el contenido de compuestos fenolicos puede
ser una respuesta a las condiciones ambientales, tales como la radiacion solar y/o
temperatura, ya que se sabe que los compuestos fendlicos incrementan en las plantas como
respuesta a la radiacién de UV-B (Rozema et al., 1999). La damiana es una planta que se
desarrolla en climas aridos y semiaridos. En particular, las regiones de colecta de damiana
para éste estudio presentan altas dosis de radiacion solar: Nuevo Ledn presenta dosis de
radiacién solar diaria de entre 4.5-5.8 kWh m™ dia™ y Baja California Sur presenta dosis
superiores a los 7 kWh m™ dia® (Bermudez-Contreras et al., 2008; INEGI, 2011). Por lo
que la cantidad de radiacion solar presente en las diferentes zonas de colecta puede estar
influenciando el contenido de compuestos fendlicos en damiana; quiza por ello las plantas
de damiana provenientes poblaciones de BCS presentan mayor contenido de compuestos
fendlicos en comparacién con las plantas de damiana de NL. Estos resultados apoyan la
percepcion de los consumidores de que la damiana de BCS es mas eficiente en sus
propiedades farmaceuticas en comparacion con la de otros Estados de la Republica
Mexicana y por ello es preferida por los consumidores, a pesar de su mayor costo por

considerarse de mejor calidad (Gamez et al., 2010).
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El contenido de compuestos fendlicos se modifica por efecto de la deshidratacién o
secado, principalmente al considerar el porcentaje de humedad de los tejidos (Fig. 20, ver
anexo Tabla 1). Resultados similares de disminucién del contenido de compuestos
fendlicos con la deshidratacién han sido reportados en hojas y/o infusiones (té) de diversas
especies de gengibre (A. zerumbet, E. elatior, C. longa y K. galanga), asi como en Centella
asiatica, Enicostemma littorale, Himanthalia elongata, Arbutus unedo L., Allium porrum L.
y Cosmos caudatus (Chan et al., 2009; Mohd-Zainol et al., 2009; Sathishkumar et al.,
2009; Gupta et al., 2011; Orak et al., 2011; Ozgur et al., 2011; Sukrasno et al., 2011). Esta
disminucidn en el contenido de compuestos fendlicos puede deberse a la accion de enzimas
como las polifenol oxidasas. La polifenol oxidasa degrada compuestos polifendlicos y
cataliza la oxidacién de fenoles a o-quinonas causando, ademas de la disminucion de los
compuestos polifendlicos, el oscurecimiento de los productos hortofruticolas (Sathishkumar
et al., 2009). Ademas, se ha reportado que las temperaturas 6ptimas para la conservacion de
una mayor cantidad de compuestos fendlicos en diferentes plantas es entre 30 y 40°C
(Harbourne et al., 2009; Sukrasno et al., 2011). El contenido de compuestos fendlicos en
plantas de damiana se encuentra en concentraciones similares a otros productos
hortofruticolas, 19.54-25.80 mg GAE g™ peso fresco (PF) en pimienta; 22.53- 21.83 mg
GAE g™ PF en Melissa officinalis L.; 14.06-22.21 mg GAE g™ PF en oregano Origanum
vulgare L.; 1-5mg GAE g™ PF en nueces; 110.8-119.8 mg GAE g™ peso seco (PS) en
extractos de Filipendula ulmaria; y 62.3- 83.1 mg GAE g* PS en extractos de Salix alba
(Capecka et al., 2005; Lim y Murtijaya, 2007; Arcan y Yemenicioglu, 2009; Harbourne et

al., 2009).
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La capacidad antioxidante en damiana de El Carrizal es mayor comparada con las
plantas de damiana de los otros sitios estudiados de BCS y ésta, a su vez, presenta mayor
capacidad antioxidante que las plantas de NL (Fig. 21). El periodo y el ambiente de los
cultivos pueden generar diferencias en la composicién de principios activos y actividad
antioxidante entre las plantas silvestres y cultivadas (Jung et al. 2005). Es posible que las
condiciones climaticas y de cultivo modifiquen la capacidad antioxidante de la damiana. La
capacidad antioxidante total, se modifica al tomar en cuenta el porcentaje de humedad de
las plantas. En plantas de damiana deshidratadas la capacidad antioxidante fue menor que
en plantas frescas (Fig. 21). Resultados similares han sido reportados en tejidos
deshidratados de Satsuma mandarin y en hojas secas de gengibre (A. zerumbet, E. elatior,
C. longa y K. galanga), Allium porrum L. (Higashi-Okai et al., 2002; Chan et al., 2009;
Ozgur et al., 2011). Para evitar comprometer la calidad de los productos hortofruticolas, es
necesario conocer el efecto de la deshidratacion en la capacidad antioxidante de los

productos y elegir el mejor método de procesamiento (Nindo et al., 2003).

El contenido de compuestos fenélicos (expresados como g de catecol 100 g™ de tejido)
y la actividad antioxidante total en damiana colectada en el estado de NL fue mayor en
tallos que en hojas (Salazar et al. 2008). La diferencia en las unidades reportadas no
permite comparar el contenido de compuestos fendlicos en la damiana del trabajo de
Salazar et al. (2008) con aquellos del presente estudio (reportadas como equivalentes de

acido gélico).

La concentracion de MDA se ha empleado como indicador de dafio oxidativo, el cual

incrementa cuando las plantas se encuentran sujetas a ciertos retos ambientales. El alto
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contenido de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos se asocian, generalmente, a
concentraciones bajas de MDA (Mittova et al., 2004). La concentracion de TBARS fue
menor en hojas frescas de damiana de la poblacion de Todos Santos y en tallos frescos de la
poblacién de NL (Fig. 22A). Estas concentraciones de TBARS podrian ser resultado de la
mayor concentracion de compuestos fendlicos observada en los mismos tejidos vy

poblaciones (Fig. 20).

En la damiana, las actividades enzimaticas, principalmente CAT y POX fueron muy
bajas, en algunos casos por debajo del limite de deteccién (Figs. 14 y 15). Sin embargo, las
menores concentraciones de TBARS en los tallos de damiana de Todos Santos (Fig. 22A)
parecen estar relacionadas con la mayor actividad enzimatica registrada para el mismo
tejido y poblacion (Fig. 14). En hojas de damiana de Todos Santos, las concentraciones de
TBARS fueron mayores en comparacion con las otras poblaciones estudiadas, lo cual
podria deberse a la menor actividad de POX (Figs. 15 y 22A). Las concentraciones de
TBARS en tejidos secos son alrededor de 10 veces mayores que en tejidos frescos para
todas las poblaciones de damiana analizadas (Fig. 22), lo que podria resultar del proceso de
deshidratacion. La desecacién, que es un proceso en donde ocurre la pérdida de agua al
igual que en el secado o deshidratacion de las plantas, genera un desbalance en los
mecanismos de control y produccion de las ERO vy es considerado un factor abidtico que
induce estrés oxidativo (Kranner y Birtic, 2005), lo que apoyaria los resultados de TBARS

obtenidos en damiana en el presente estudio.

En damiana se observd una disminucion en el contenido de vitamina C y compuestos

fendlicos, asi como una disminucion en la capacidad antioxidante e incremento en el dafio



Soriano Melgar, Lluvia de Abril Alexandra 113

oxidativo (TBARS), después de la deshidratacion. Esto podria reducir la calidad
farmacoldgica y nutricional de las plantas de damiana, ya que las concentraciones altas de
lipoperoxidacion se asocian a la ranciedad de los productos alimenticios e impactan

negativamente su apariencia, sabor y olor (Belén-Camacho et al., 2007).

El contenido de carbonilos proteicos fue mayor en la damiana cultivada en
CIBNOR, seguido de las poblaciones silvestres de BCS vy, finalmente, las plantas silvestres
del estado de NL (Fig. 23). Es posible que las concentraciones de carbonilos proteicos en
hojas frescas estén relacionadas con la poblacién o ambiente en el cual se desarrollan las
plantas. Las concentraciones de carbonilos proteicos fueron mayores en tallos secos que en
tallos frescos de damiana (Fig. 23). Se sugiere elegir cuidadosamente el método de
procesamiento y secado de las plantas de damiana para evitar la pérdida del valor y la

calidad nutricional de la damiana.

8.2. Factores Ambientales: Radiacion UV-B

En hojas de damiana irradiada con UV-B (dosis de 1 mW cm? por 2 h'y 4 h) se
observo mayor actividad de la enzima SOD en comparacion con las plantas control (Fig.
24). Esto sugiere que una alta dosis de radiacion UV-B incrementa el contenido de ERO,
como el O,". La actividad de POX no vari6 en las plantas expuestas a radiacion UV-B (Fig.
25). Kumari et al. (2010) observaron un incremento en la actividad de SOD, CAT, APX y
GR al exponer a las plantas de Acorus a dosis de UV-B (1.8 ki m?d*y 3.6 kim?d? o
bien, 0.002 y 0.004 mW cm™) suplementarias. También, Hideg (2006) considera que la
UV-B (ambiental) induce cambios en la actividad de enzimas antioxidantes por accion de

las ERO, ya que un exceso de ERO puede inducir estrés oxidativo.
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La concentracion de los pigmentos fotosintéticos fue menor en las plantas con
exposicion a radiacion UV-B, efecto que aparentemente depende de la dosis (Figs. 26, 27 y
28). Salama et al. (2010) observaron una disminucion en el contenido de clorofila a y b por
efecto de la radiacion UV-B en comparacion con las plantas control en plantas anuales de
desierto expuestas a lamparas de UV-B (dosis de 6 h durante 6 dias). Katerova et al. (2009)
observaron que la exposicién a radiacién UV-B (4.4 y 13.3 ki m? d™, o bien, 0.005 y 0.015
mW cm®) y UV-C (0.1 y 0.3 ki m? d™) puede generar dafio a los pigmentos fotosintéticos,
proteinas, lipidos y ADN, debido a que la radiacion UV presenta la energia suficiente para
destruir los enlaces quimicos de estas moléculas. Es posible que las dosis de irradiacion
UV-B (0.5 y 1 mW cm™) artificial afiadida a las plantas de damiana en este estudio hayan
sido demasiado severas (de hasta 6 veces superior al ambiental), generando ruptura y
pérdida de los compuestos fotosintéticos. La exposicibn a UV-B incrementa la
concentracion de pigmentos captadores de luz, precisamente para poder captar toda la luz y
radiacion a la cual la planta es sometida (Hideg, 2006). Sin embargo, la radiacion excesiva
puede generar fotoinhibicion y dafio en la funcion y estructura de los fotosistemas,
principalmente el fotosistema Il (Hideg, 2006). Esto sugiere que los pigmentos
fotosintéticos podrian ser indicadores de la sensibilidad o tolerancia de las plantas a la

radiacion UV (Kumari et al., 2009).

Como se menciond anteriormente, las concentraciones de vitamina C en damiana son
altas en comparacion con otras especies de frutas y verduras. Ademas, la radiacién UV-B
(0.5 y 1 mW cm?) increment6 las concentraciones de vitamina C en plantas de damiana

(Fig. 29). La radiacion UV-B (0.002 y 0.004 mW cm?®) no tiene efecto en las
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concentraciones de vitamina C en plantas de Acorus (Kumari et al. 2010). Se sugiere que
una exposicion controlada a radiacion UV-B puede usarse para aumentar el contenido de

vitamina C, y por ende, el valor comercial de la damiana.

Los compuestos fendlicos, como los flavonoides, incrementan en respuesta a la
radiacion de UV-B (ambiental) ya que son pigmentos que absorben este tipo de radiacion
(Rozema et al., 1999). Sin embargo, los compuestos fendlicos disminuyen
significativamente en las plantas de damiana expuestas a radiacion UV-B (0.5 y 1 mW cm’
%) suplementaria o artificial (Fig. 30). Es posible que la cantidad de radiacion UV-B
aplicada en este estudio sea demasiado alta para las plantas de damiana; alternativamente,

la damiana es mas sensible a la radiacion UV-B que otras plantas.

La radiacion UV-B (ambiental y artificial) incrementa el contenido de ERO generando,
a su vez, un estado de estrés oxidativo en plantas, lo cual puede causar dafios importantes a
nivel de lipidos, proteinas, ADN, etc. (Xu et al., 2008; Kumari et al., 2009). El dafo
oxidativo a lipidos, medido como TBARS, fue mayor en damiana expuesta a radiacién UV-
B (0.5 y 1 mW cm) suplementaria (Fig. 32). Ello puede deberse a un incremento en ERO
(no cuantificados en este estudio), al menor contenido de compuestos fendlicos (Fig. 30) y
la menor capacidad antioxidante (Fig. 31) en las plantas de damiana expuestas a radiacion
UV-B (0.5 y 1 mW cm™). Kumari et al. (2010) observaron que la exposicién a UV-B
(0.002 y 0.004 mW cm™) incrementa la peroxidacién de lipidos, lo cual podria estar
asociado a la disminucién o pérdida de antioxidantes. Sin embargo, el dafio oxidativo a
proteinas, cuantificado como carbonilos proteicos en damiana expuesta a radiacion UV-B

0.5y 1 mW cm?) suplementaria, no fue significativamente diferente entre tratamientos
y
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(Fig. 33). El contenido de proteinas totales disminuyd en damiana expuesta a radiacion UV-
B (0.5 y 1 mW cm™) suplementaria (Fig. 34). Salama et al. (2010) en plantas anuales de
desierto reportan una disminucion en el contenido de proteinas totales por efecto de la UV-
B (dosis de 6 h durante 6 dias con lamparas UV-B) en comparacién con las plantas control.
Es posible que en tejidos de damiana la exposicion a radiacion UV-B genere la disminucion

de proteinas totales.

Kumari et al. (2010) concluyen que la irradiacion con dosis de UV-B (0.002 y 0.004
mW cm®) suplementaria en las plantas de Acorus estimula el sistema de defensa
antioxidante de la planta, tanto a nivel enzimatico como no enzimatico, siendo mayor el
incremento de antioxidantes a dosis mas bajas. En damiana irradiada con dosis de 1
mWem™ por 2 h diarias de UV-B el contenido de los antioxidantes enziméticos (actividad
de la SOD) y no enzimaticos (contenido de vitamina C) incrementd a 7 dias de tratamiento.
A dosis mayores de UV-B (1 mW cm? por 4 h diarias) se observé una disminucién en el
contenido de antioxidantes en los tejidos de damiana después de 10 dias de tratamiento.
Ravindran et al. (2010) observaron que la sintesis de compuestos antioxidantes, metabolitos
secundarios y pigmentos, tales como flavonoides y carotenoides en plantas de indigo
(Indigofera tinctoria) irradiadas con UV-B artificial (2 h durante 8 dias), contribuye a

disminuir el dafio oxidativo causado por la radiacion UV-B.

Las plantas pueden ser introducidas facilmente en cultivo de tejidos, pero la
produccién de metabolitos secundarios puede ser modificada por el ambiente generado
dentro del propio cultivo (Laurain-Mattar 2008). Ademaés, Jacobo-Velazquez y Cisneros-

Zevallos (2012) mencionan que las plantas son un modelo importante para la formacion de
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biofabricas productoras de compuestos deseados, los cuales pueden ser manipulados de
acuerdo al previo conocimiento de como se modifica la sintesis de compuestos por las
plantas en estudio. Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio, se sugiere
que pueden combinarse las condiciones de cultivo de tejidos con una exposicion controlada

a radiacién UV-B para inducir la sintesis de antioxidantes en damiana.

8.3. Factores Ambientales: Radiacion UV-C

La actividad de las enzimas antioxidantes, como POX, CAT y GR, aumenta como
parte de los mecanismos de respuesta y adaptacion en las plantas irradiadas con UV-B (5.8
Wm?, o bien, 0.58 mW cm™) y UV-C (5.7 Wm, o bien, 0.57 mW cm®) suplementarias
(Mahdavian et al., 2008) en plantas de chile (Capsicum annuum L.). En damiana, la
actividad de POX disminuyo en hojas e incrementé en tallos con exposicién a UV-C (dosis
de 5, 10 y 20 min diarios) (Fig. 38). Es posible que los tratamientos de UV-C utilizados en
este estudio sean severos causando la pérdida de la actividad enzimatica antioxidante en
damiana.

En damiana, la actividad de SOD no mostré diferencias significativas, entre las plantas
tratadas con UV-C (5, 10 y 20 min diarios) y las plantas control. Sin embargo, pareciera
existir una tendencia a disminuir la actividad de la enzima por efecto de la UV-C (Fig. 37).
La actividad enzimatica es una de las primeras sefiales de defensa que se activan en
respuesta a la radiacion, debido a que ésta genera un incremento en las ERO, como se
menciono anteriormente.

La exposicion a UV (tanto UV-B como UV-C) también genera otras modificaciones

de respuesta inmediata ante la radiacion; un incremento en la expresion de genes asociados
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a la sintesis de pigmentos para captar energia y blogquear el paso y dafio de la radiacién
(Casati y Andreo, 2001). Maharaj et al. (2010) observaron un incremento significativo en el
contenido de carotenoides en frutos de tomate irradiados con UV-C (3.7 ki m?y 24.4 ki m’
2.0 bien, 0.004 mW cm?y 0.28 mW cm™) en comparacion con los frutos que no fueron
tratados. Sin embargo, en plantas de damiana en este estudio, el contenido de pigmentos
(clorofila a y b, y carotenoides, Figs. 39, 40 y 41) disminuyd en las hojas e incremento en
los tallos irradiados con UV-C (dosis de 5, 10 y 20 min diarios). Es posible que el efecto de
la radiacion UV-C sea dependiente de la especie vegetal. En damiana, el menor contenido
de compuestos pigmentos fotosintéticos disminuye por efecto de las dosis de radiacion UV-
C, por lo que la UV-C empleada es demasiado severa en hojas (la principal captadora de
luz), generando el rompimiento o pérdida de los compuestos fotosintéticos, tal como
sugieren Katerova et al. (2009). Por las diferencias en morfologia y funcion, es posible que
los tallos de damiana presente mecanismos de respuesta diferentes a los de las hojas, que
favorezcan el incremento en otros compuestos captadores de luz, como los carotenoides, o
el incremento de procesos de lignificacion que pudieran ayudar a disminuir el dafio en este
tejido. Existen escasos reportes sobre el efecto de UV-C en hojas y tallos de plantas; se
considera que la radiacion UV-C se absorbe en su totalidad por la capa de ozono y que s6lo
se encuentra de manera artificial en la superficie terrestre (Meisel et al., 2011). La radiacion
UV-C se emplea en tratamientos germicidas en productos hortofruticolas en poscosecha.
Wang et al. (2009) emplearon la radiacion UV-C como tratamiento germicida poscosecha y
observaron modificaciones en el contenido de compuestos fendlicos; de esta manera, la
apariencia, calidad y vida poscosecha de los productos hortofruticolas mejorara. De ahi,

nuestro interés por determinar el efecto que causa la exposicién a radiacion UV-C y su
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posible empleo para tratamientos durante el crecimiento de las plantas, como potencial
tratamiento para modificar el contenido antioxidante. En las plantas de damiana el
contenido de compuestos fendlicos incrementd, tanto en hojas como en tallos, expuestos a
radiacion con UV-C (en dosis de 5, 10 y 20 min diarios) (Fig. 44). En hojas irradiadas con
UV-C por 20 min diarios al final del periodo experimental (10 dias), los compuestos
fendlicos disminuyeron significativamente (Fig. 44), lo que podria deberse a que la dosis de
radiacion UV-C fue mayor a la capacidad de tolerancia de damiana. Efectos similares
fueron observados por Wang et al. (2009) quienes reportan un incremento en el contenido
de compuestos fenolicos y la capacidad antioxidante como mecanismo de defensa de las
plantas ante la radiacién UV-C; sin embargo, a mayores dosis de UV-C, este incremento se
suprime. A partir de los resultados del presente estudio, dosis de 10 min diarios de UV-C
durante el desarrollo de la damiana, incrementaron el contenido de compuestos
antioxidantes (compuestos fendlicos y vitamina E), por lo que el implemento de esta dosis
de UV-C puede ser una buena alternativa para incrementar compuestos de interés en
plantas medicinales, tales como la damiana.

La capacidad antioxidante dismiuyé en las plantas de damiana irradiadas con UV-C
(dosis de 5, 10 y 20 min diarios) lo que se relaciona con la pérdida de otros antioxidantes
(enzimas SOD y POX, pigmentos fotosintéticos y vitamina C) (Fig. 45). Lo opuesto fue
observado por Wang et al. (2009) en frutos de mora azul, sugiriendo que los diferentes
tejidos (tallos, hojas y frutos) responden a la radiacion UV de manera especifica a su
estructura y funcion.

En damiana, la radiacion UV-C gener6 la disminucién de los pigmentos y

antioxidantes enzimaticos en hojas, el aumento de los pigmentos y antioxidantes
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enzimaticos en tallos y la disminucion de TBARS en tallos con respecto a hojas (Figs. 37,
38, 39, 40 y 41). Lo anterior sugiere que las hojas absorben la mayor cantidad de radiacion
UV-C; esto puede ocasionar gque la cantidad de radiacion UV-C que llega a los tallos sea
menor, provocando un efecto benéfico (aumento de pigmentos y antioxidantes enzimaticos)
en tallos de damiana. Las menores concentraciones de TBARS en tallos sugieren menor
dafio oxidativo (TBARS) en tallos con respecto a las hojas por el incremento en los
compuestos antioxidantes (pigmentos y antioxidantes enzimaticos).

Se observé un aumento en la actividad de SOD y de POX en las plantas control a los 7
dias de tratamiento (Figs. 37 y 38). Estos resultados coinciden con la disminucién del
contenido de compuestos fendlicos (Fig. 44), vitamina E (Fig. 43), de la capacidad
antioxidante (Fig. 44), y del dafio oxidativo medido como TBARS (Fig. 45). Lo anterior
sugiere que las plantas control se encuentran bajo condiciones de restriccion de nutrientes y
humedad.

La radiacion UV-C genera la pérdida de proteinas en diversas plantas (Casati y
Andreo, 2001; Katerova et al., 2009). En damiana irradiada con UV-C (5, 10 y 20 min
diarios), el contenido de proteinas totales fue similar a las plantas control (Fig. 48). Se
sugiere que el contenido proteinico en la damiana se modifica debido al desarrollo normal
de las plantas bajo cultivo de tejidos y no por efecto de la radiacion UV-C. Se sugiere que,
para evitar dafio por deficiencia de nutrientes y humedad en el cultivo de tejidos, el medio
de cultivo de las plantas in vitro se recambie antes de las 7 semanas de introduccion en el

medio MS.
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9. CONCLUSIONES

Factores ambientales y de cultivo (suelo, fertilizantes, riego, humedad, clima y
radiacion solar) afectan el contenido antioxidante en plantas de damiana. El cultivo
agronomico de las plantas de damiana no modifica el contenido antioxidante. EI empleo de
fertilizantes y riego mantienen el contenido antioxidante en niveles similares a los que se
observaron en poblaciones silvestres. Se sugiere que el cultivo agronémico puede ser una
alternativa viable, sin alterar la composicidn antioxidante de la planta, para la propagacion
y potencial reforestacion de las poblaciones silvestres de damiana. El cultivo agronémico
de la damiana podria disminuir la explotacién de las poblaciones silvestres y potenciar el

comercio de esta planta.

El contenido antioxidante (vitaminas C y E, y compuestos fendlicos) en tallos es menor
que en hojas de damiana, pero es similar o superiores en comparacion con otros productos
hortofruticolas. Por lo anterior, se sugiere que los tallos de damiana pueden ser una fuente

alternativa e importante para la obtencion de fitoquimicos de interes.

El procesamiento (secado o deshidratacion) disminuye el contenido antioxidante. Por
lo que se sugiere considerar cuidadosamente el método elegido para la conservacion y
manejo poscosecha de la damiana. A pesar de la pérdida de antioxidantes (pigmentos
fotosintéticos, vitamina C y compuestos fendlicos), el contenido de compuestos
antioxidantes (pigmentos fotosintéticos, vitamina C y E, compuestos fendlicos) y la
capacidad antioxidante total de la damiana aln es alto en comparacién con otros productos

hortofruticolas.
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Las plantas de damiana en Baja California Sur presentan una mayor cantidad de
compuestos antioxidantes en comparacion con las del Estado de Nuevo Leodn. Estos
resultados permiten apoyar el potencial comercial que presenta la damiana (T. diffusa) para
el estado de Baja California Sur, sustentando la percepcion del consumidor de que la

damiana Sudcaliforniana es de mejor calidad.

La radiacién solar, particularmente la radiacion UV (B y C), modifica el contenido
antioxidante en damiana. De manera artificial, la exposicion controlada de radiacion UV-B
a dosis bajas o por periodos de exposicion cortos, incrementa el contenido de vitamina C y
pigmentos fotosintéticos (clorofilas a y b), y por ende el valor comercial y la apariencia de
la damiana. Dosis severas (1 mW cm™ por 4 h diarias) de radiacion UV-B disminuye la
concentracién de los compuestos antioxidantes (pigmentos fotosintéticos y compuestos

fendlicos), y por ende la calidad nutracedtica de las plantas de damiana.

La exposicion a UV-C (5, 10 y 20 min diarios) incrementa el contenido de compuestos
fendlicos en hojas de damiana después de 7 dias de tratamiento. La exposicion a radiacion
UV-C modifica el contenido antioxidante en hojas y tallos de damiana, incrementando el
contenido de vitamina E y compuestos fendlicos. Un exceso de radiacién UV-C (mayores
dosis, 20 min por mas de 10 dias) suprime el incremento en el contenido antioxidante,
generando la pérdida de pigmentos y de antioxidantes enzimaticos en damiana in vitro. El
implemento de dosis controladas de UV-C (10 min diarios) puede ser una buena alternativa

para incrementar compuestos de interés en plantas medicinales como la damiana.
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Con base en los resultados obtenidos en este estudio, se sugiere que pueden
combinarse las condiciones de cultivo in vitro con una exposicion controlada a radiacion
UV-B y/o UV-C para inducir la sintesis de antioxidantes en plantas de damiana. Las plantas
en cultivo in vitro sin tratamiento no modifican la produccion natural de metabolitos
secundarios por el ambiente generado dentro del propio medio de cultivo. EI empleo de este
modelo para el estudio y la aplicacion de tratamientos con radiacion UV (B o C) puede ser
una alternativa para la generacion de biofabricas de plantas productoras de compuestos de
interés, mediante el previo conocimiento de como se modifica la sintesis de compuestos por
las plantas de estudio. De esta manera se genera una manipulacion deseada en las plantas
sin emplear métodos de ingenieria genética para evitar los efectos secundarios de los

organismos genéticamente modificados.
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ANEXOS

Anexo 1. Tabla 1. Resumen de resultados obtenidos. Comparacion y efecto de los tejidos,
las poblaciones y el secado en la composicion antioxidante y estrés oxidativo de las plantas
de damiana (Turnera diffusa, Willd) obtenidas de CIBNOR, EIl Carrizal, Todos Santos y
Nuevo Ledn.

Anexo 2. Tabla 2. Reporte estadistico del porcentaje de humedad en hojas y tallos de
damiana (Turnera diffusa, Willd) de diferentes poblaciones.

Anexo 3. Tabla 3. Reporte estadistico de los oligoelementos en hojas y tallos de damiana
(Turnera diffusa, Willd) de distintas poblaciones.

Anexo 4. Tabla 4. Reporte estadistico del contenido antioxidante enzimatico en hojas y
tallos de damiana (Turnera diffusa, Willd) de diferentes poblaciones bajo condiciones en
fresco y en seco.

Anexo 5. Tabla 5. Reporte estadistico de los pigmentos fotosintéticos en hojas y tallos de
damiana (Turnera diffusa, Willd) de diferentes poblaciones bajo condiciones en fresco y en
seco.

Anexo 6. Tabla 6. Reporte estadistico del contenido antioxidante no enzimatico en hojas y
tallos de damiana (Turnera diffusa, Willd) de diferentes poblaciones bajo condiciones en
fresco y en seco.

Anexo 7. Tabla 7. Reporte estadistico del contenido de compuestos fendlicos e indicativos
del estado de estrés oxidativo en hojas y tallos de damiana (Turnera diffusa, Willd) de
diferentes poblaciones bajo condiciones en fresco y en seco.

Anexo 8. Tabla 8. Reporte estadistico de los pigmentos fotosintéticos en hojas de damiana
(Turnera diffusa, Willd) bajo tratamientos con radiacion UV-B suplementaria.

Anexo 9. Tabla 9. Reporte estadistico de los pigmentos fotosintéticos en tallos de damiana
(Turnera diffusa, Willd) bajo tratamientos con radiacion UV-B suplementaria.

Anexo 10. Tabla 10. Reporte estadistico del contenido antioxidante enzimatico en hojas de
damiana (Turnera diffusa, Willd) bajo tratamientos con radiaciéon UV-B suplementaria.

Anexo 11. Tabla 11. Reporte estadistico del contenido antioxidante enzimatico en tallos de
damiana (Turnera diffusa, Willd) bajo tratamientos con radiaciéon UV-B suplementaria.

Anexo 12. Tabla 12. Reporte estadistico del contenido antioxidante no enzimatico en hojas
de damiana (Turnera diffusa, Willd) bajo tratamientos con radiacién UV-B suplementaria.

Anexo 13. Tabla 13. Reporte estadistico del contenido de compuestos fenolicos e
indicativos del estado de estrés oxidativo en hojas de damiana (Turnera diffusa, Willd) bajo
tratamientos con radiacion UV-B suplementaria.
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Anexo 14. Tabla 14. Reporte estadistico del contenido de compuestos fenolicos e
indicativos del estado de estrés oxidativo en tallos de damiana (Turnera diffusa, Willd) bajo
tratamientos con radiacion UV-B suplementaria.

Anexo 15. Tabla 15. Reporte estadistico de los pigmentos fotosintéticos en hojas de
damiana (Turnera diffusa, Willd) bajo tratamientos con radiacion UV-C suplementaria.

Anexo 16. Tabla 16. Reporte estadistico de los pigmentos fotosintéticos en tallos de
damiana (Turnera diffusa, Willd) bajo tratamientos con radiacion UV-C suplementaria.

Anexo 17. Tabla 17. Reporte estadistico del contenido antioxidante enzimatico en hojas de
damiana (Turnera diffusa, Willd) bajo tratamientos con radiacion UV-C suplementaria.

Anexo 18. Tabla 18. Reporte estadistico del contenido antioxidante enzimatico en tallos de
damiana (Turnera diffusa, Willd) bajo tratamientos con radiaciéon UV-C suplementaria.

Anexo 19. Tabla 19. Reporte estadistico del contenido antioxidante no enzimatico en hojas
de damiana (Turnera diffusa, Willd) bajo tratamientos con radiaciéon UV-C suplementaria.

Anexo 20. Tabla 20. Reporte estadistico del contenido de compuestos fenolicos e
indicativos del estado de estrés oxidativo en hojas de damiana (Turnera diffusa, Willd) bajo
tratamientos con radiacion UV-C suplementaria.

Anexo 21. Tabla 21. Reporte estadistico del contenido de compuestos fenolicos e
indicativos del estado de estrés oxidativo en tallos de damiana (Turnera diffusa, Willd) bajo
tratamientos con radiacion UV-C suplementaria.

Anexo 22. Articulo Publicado. Soriano-Melgar, L.A.A., L. Alcaraz-Meléndez, L. Méndez-
Rodriguez, M.E. Puente, F. Rivera-Cabrera y T. Zenteno-Savin. 2012. Antioxidant and
trace element content of damiana (Turnera diffusa Willd) under wild and cultivated
conditions in semiarid zones. Ind. Crops Prod. 37:321-327.

Anexo 23. Soriano-Melgar, L.A.A., L. Alcaraz-Meléndez, A.E. Estrada-Castillon, L.C.
Méndez-Rodriguez, M.E. Puente, F. Rivera-Cabrera y T. Zenteno-Savin. Antioxidant
constituents in two populations of damiana (Turnera diffusa Willd) from arid regions.
Journal of Arid Environments. Sometido.

Anexo 24. Soriano-Melgar, L.A.A., L. Alcaraz-Meléndez, A.E. Estrada-Castillon, L.C.
Méndez-Rodriguez, M.E. Puente, F. Rivera-Cabrera y T. Zenteno-Savin. Antioxidant
responses of Damiana (Turnera diffusa Willd) to in vitro exposure to artificial ultraviolet
(UV) radiation. Part I: UV-B radiation. Sometido.

Anexo 25. Soriano-Melgar, L.A.A., L. Alcaraz-Meléndez, A.E. Estrada-Castillon, L.C.
Méndez-Rodriguez, M.E. Puente, F. Rivera-Cabrera y T. Zenteno-Savin. Antioxidant
responses of Damiana (Turnera diffusa Willd) to in vitro exposure to artificial ultraviolet
(UV) radiation. Part 11: UV-C radiation. Sometido.
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