VOLUMEN 16

—
o8 XXVII Verano De la Ciencia
ISSN 2395-9797

www. jovenesenlaciencia.ugto.mx

Determinacion de compuestos fenolicos y capacidad antioxidante en
plantulas de girasol expuestas a Cr (VI) y/o Trichoderma harzianium

Diego Jiménez-Arana', Pedro M. Marin-Chavéz', Cesar A. Rangel-Alfaro’, Natalia F. Salazar-Valdez', Katarzyna Wrobel',
Alma R. Corrales-Escobosa

" Departamento de Quimica, Division de Ciencias Naturales y Exactas, Campus Guanajuato, Universidad de Guanajuato
alma_rce@ugto.mx

Resumen

Este estudio se llevo a cabo la determinacion de compuestos fendlicos totales libres, flavonoides totales y la
capacidad antioxidante en las plantulas de girasol (Helianthus annuus) expuestas a 25 mg L' de Cr (VI) y en
interaccion con Trichoderma harzianium, con la finalidad de avanzar en el conocimiento sobre la respuesta
de plantulas de girasol a Cr (VI) y evaluar un posible efecto protector de una cepa de T. harzianium a estrés
abidtico a través de la sintesis de estos metabolitos.

Para ello, las semillas de girasol fueron germinada y cultivadas en un sistema hidropénico casero durante 7
dias hasta obtener plantulas de girasol. Una vez obtenidas las plantulas se realizaron la aplicacion de cuatro
tratamientos: 1) Control; 2) T. harzianium; 3) 25 mg L' de Cr (VI) y 4) 25 mg L' de Cr (VI) + T. harzianium.
Después de 5 dias las plantulas fueron cosechadas y separadas en parte aérea y raiz. Las muestras fueron
liofilizadas y se llevo la extraccion de metabolitos con etanol al 80 % e inmediatamente realiz6 la
determinacion de compuestos fendlicos libres, flavonoides totales y capacidad antioxidante mediante el
empleo de métodos espectrofotométricos.

Palabras clave: plantula de girasol, Cr (VI), Extracto etandlico, polifenoles, capacidad antioxidante,
flavonoides.

Introduccion

Al ser organismos sésiles, una planta al largo de su vida se enfrenta a diversas condiciones de estrés (tanto
biético como abidtico) que pueden modificar los procesos fisioldgicos y metabdlicos “normales” de crecimiento
y desarrollo. Para hacer frente a ello, las plantas han desarrollo diversos mecanismos fisioldgicos,
bioguimicos y/o moleculares de tolerancia y resistencia a los diferentes tipos de estrés y que actian para
restaurar la homeostasis celular o reducir los efectos nocivos a través de respuestas reguladoras, por ejemplo,
con cambio en la expresion de genes, proteinas o sintesis de metabolitos implicados en las interacciones
entre la planta y su entorno .

Los compuestos fendlicos son un grupo diversos de metabolitos secundarios que juegan papeles fisioldégicos
cruciales a lo largo de la vida de la planta y generalmente estan involucrados en la defensa contra el estrés
abiotico o la agresion de patogenos 2. La estructura de los compuestos fendlicos varia ampliamente, aunque
su caracteristica comun es la presencia de uno (fenoles simples) o mas (polifenoles) grupo hidroxilo
sustituyente, que esta unido directamente a uno mas anillos aromaticos o de benceno. De acuerdo con su
estructura, se puede agrupar en acido fendlicos, flavonoides y no flavonoides. La estructura de los polifenoles
influye significativamente en los procesos y actividad bioldgica y por lo tanto en la respuesta al estrés de la
planta. Por ejemplo, la capacidad antioxidante de los acidos fendlicos y sus derivados esta relacionada
principalmente con el numero de grupos hidroxilo. Los antioxidantes son compuestos que retardan o
previenen la oxidacién de otras moléculas y su papel principal es terminar con las reacciones de oxidacién e
inhibir otras reacciones oxidandose ellos mismos.

Entre los tipos de estrés abidtico mas comunmente en plantas se encuentra el ocasionado los metales
pesados. Sin embargo, algunas especies de planta se utilizan en proceso de fitorremediacién. Los proceso
pueden varia dependiendo del metal o de la del tipo de planta pero puede incluir la fitoextraccion (captacion
de metales por las raices y colecta en tallos y hojas, fitodegradacion (degradacion de las plantas de
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compuestos organicos), rizofiltracion (uso de las raices para descontaminar aguas), fitoestabilizacién (plantas
para remover contaminantes inorganicos y organico) o fitovolatizacion (conversion de contaminantes del agua
del suelo en especies que se liberan en la atmdsfera). Aunado a ello, en los Ultimos afios se ha propuesto la
remediacion de sitios contaminados con metales pesados mediante la fitorremediacion asistida por
microorganismos para la descontaminacion de suelos contaminados con metales pesados 4. La contribucion
de los microorganismos benéficos en el proceso de fitoremediacion son: a) mejorar el crecimiento y fisiolégica
de la planta, b) Incrementar la tolerancia de la planta a el estrés por metales pesado, ¢) incrementar/disminuir
la acumulaciéon de metales pesados, d) reduccion del nivel de estrés, e) mejorar en la adquisicion de agua y
nutrientes, f) incremento en la materia organica del suelo y por lo tanto la fertilidad. Asi pues, el empleo de
plantas y microorganismos benéficos para bioremediar sitios contaminados por metales pesados puede ser
una herramienta util para descontaminar los suelos, reduciendo los costos de acciones tradicionales.

La absorcién, distribucion, especiacion y efectos toxicos de Cr (VI) en varias especies de plantas esta bien
documentado®. La planta de girasol (Helianthus annuus) se han empleado en diversos estudios por su
capacidad como una herramienta en para la fitorremediacion ©.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue determinar el contenido de compuestos fendlicos totales libres,
flavonoides totales y actividad la antioxidante en extractos de plantulas de girasol expuestas a estrés por Cr
(V) y en interaccidon con Trichoderma harzianium, con la finalidad de avanzar en el conocimiento sobre la
respuesta de plantulas de girasol a Cr (V1) y evaluar un posible efecto protector de una cepa de T. harzianium
a estrés abiotico a través de la sintesis de estos metabolitos.

La seleccién de planta de girasol se basé en la demostrada tolerancia de Helianthus annuus bajo el estrés a
metales pesado, especificamente Cr (VI) 7y su potencial papel en la fitoremediacion, mientras que T.
harzianium es una cepa de un hongo comercial bioestimulantes para diversos cultivos por su potencial
capacidad en la estimulacién y produccién de metabolitos.

Materiales y métodos
Obtencion de muestras biologicas

Las plantulas de girasol fueron obtenidas utilizando sistemas hidropdnicos caseros. Previo a la germinacion,
las semillas de girasol (Helianthus annuus L., marca Vita) fueron desinfectadas con una solucion de NaClO
al 3 % (15 min) y 3 lavados con agua destilada estéril. Posterior a la desinfeccion, las semillas secas fueron
colocadas en obscuridad en una charola con papel filtro humedo hasta la germinacién (3 dias
aproximadamente) y posteriormente se traspasaron un sistema hidroponico casero colocando 15 semillas
sobre una malla en cada contenedor y 100 mL de la solucion nutritiva Hoagland (CaNOs a 0.35 mM, CaCl, a
2.1 mM, MgSO4 a 0.91 mM, NaH2PO4 a 97 mM, KNO3 a 1.22 mM, HBO3 23 uM, MnCl; a 3.9 uM, (NH4)6sM07024
a 0.5 uyM, ZnNO3 a 0.6 pM, FeNO3z a 10 pM, CuSO4 a 0.5 uM a un pH 5.8). Una vez montado los sistemas
hidropénicos, cada contenedor fue colocado en una camara de crecimiento controlando temperatura 28 ° C
(x2°C), lahumedad de 60 %C y los ciclos de luz y obscuridad (16 horas de luz/12 horas de obscuridad) hasta
la obtencion de plantulas (aproximadamente 5 dias).

Una vez obtenidas las plantulas, estas fueron transferidas a 100 mL de medio Hoagland nuevo y expuestas
a uno de los siguientes tratamientos (tres repeticiones bioldgicas por tratamiento: R1, R2, R3, con 15 plantulas
por contenedor):

a) Control

b) 25mgL"de Cr (V)

c) Trichoderma harzianium (T. h) (1 x 10* conidios)

d) 25mgL" de Cr (VI) + Trichoderma harzianium (T. h) (1 x 10* conidios)

Después de 5 dias de exposicion, las plantulas de los cultivos hidropoénicos fueron recolectadas, y separando
la parte aérea (brote) de la raiz y almacenadas a -20 °C y liofilizadas. Después de la liofilizaciéon se determiné
la biomasa seca (BS) total en cada contenedor.
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Figura 1. Cultivos hidropdnicos de pldntulas de girasol al inicio del estrés abiético con Cr (VI) y/o T. harzianium

Determinacion de compuestos polifenolicos libres, capacidad antioxidante y flavonoides totales

La extraccion de metabolitos se realizd a partir de la homogeneizacién de 10 mg de biomasa liofilizada
(proveniente de parte aérea o raiz) con 2 mL de etanol al 80 %. Las muestras fueron sonicadas por 30 min y
centrifugadas a 12 000 x g por 10 min y el sobrenadante (extracto etandlico) colocado a un tubo nuevo 8.

La determinacion de los compuestos fendlicos totales libres se realizé utilizando por el reactivo Folin-
Ciocalteu (Sigma Aldrich) °. Para ello en una microplaca tipo Elisa de 96 pocillos, se colocé en un pocillo 10
pL de muestra (extracto etandlico de raiz o brote), 40 pL agua, 50 pL del reactivo Folin-Ciocalteu 5 veces
diluido y 100 pL de NaOH 0.35 M y se incuba entre 3-10 min para leer la absorbancia a 760 nm en el
espectrofotometro (Multiskan™ GO de Thermo Scientific™). Se utilizd el método de calibracion externa
utilizando como estandar a acido galico (0.0 — 12.5 ug mL™"). Las soluciones de calibracién fueron preparadas
a partir de un estandar de acido galico de 100 pg mL-'. Los resultados obtenidos se expresan como mg
equivalentes de acido galico g -' de biomasa seca (liofilizada).

La determinacion de la capacidad antioxidante se realizé mediante el ensayo de ABTS (acido 2,2’-azino-
bis-(3-etilbenzotiazolina)-6 sulfonato de amonio)'®. Para ello, un dia previo a realizar el estudio, se preparé
una solucién de ABTS a 7.04 mM y una solucién K,S,05 a 3.45 mM, las cuales se mezclaron 1:1 (v/v) y se
dejo reaccionar de 12 -16 horas para la formacion del radical (ABTS). Una vez transcurrido el tiempo y antes
de iniciar el analisis, la solucién con el radical formado se diluyo en agua en una relacion 1:20, esto con la
finalidad de obtener una absorbancia 1.5 + 0.2 unidades de absorbancia (UA) a 734 nm. Una vez ajustada
esta solucion, se llevo a cabo la preparacion 5 puntos de la curva de calibracién con el acido galico como
estandar (rango de concentracién 0.0 — 1.0 ug mL™") a partir de una solucion de 10 ug mL-! hasta completar
100 pL de volumen con etanol al 80 %. Las muestras se prepararon tomando 50 pL de extracto etandlico de
raiz o brote, 50 uL etanol al 80 % y la adiciéon del ABTS. Tanto a curva de calibracion como a las muestras se
les adiciono 900 pL de la soluciéon con ABTS. Después de 3-10 min de incubacion en oscuridad, se leyo su
absorbancia a 734 nm en el espectrofotdmetro. La curva de calibracion fue por el método de minimos
cuadrados graficando en el eje de las Y, a la lectura de UA a 734 nm de los puntos de calibracion (para lo
cual la lectura del valor de blanco se le resto el valor de la lectura de UA de cada punto de calibracion) y en
eje de las X, la concentracion en ug de AG mL™". Los resultados obtenidos se expresan como mg equivalentes
de acido galico g - de biomasa seca (liofilizada).

La determinacion de flavonoides totales fue usando el método de cloruro de aluminio ' Brevemente, en un
tubo eppendorf se tomo 450 uL del extracto etandlico de la raiz o 150 uL del extracto etandlico de la parte
aérea y 300 pL de agua e inmediatamente se procedi6 a la reaccion afiadiendo 20 pL de CH:COONa a 1M,
20 pL de AICI; al 10% y finalmente se agregd 700 pL de H>O. Para realizar la curva de calibracién, se tomo
0, 5, 10, 20, 30, 40 y 50 uL del estandar de rutina a 1 mg mL™" en metanol (rango de concentracion 0.0 — 42
ug mL") y se afiadié H,O hasta completar 450 pL y se siguio el mismo procedimiento para la reaccién que el
descrito para las muestras. La mezcla de reaccién fue incubada 10 min a temperatura ambiente y 200 L de
las muestras y/o estandares fueron transferidos a las microplacas para su lectura en el espectrofotémetro
(Multiskan™ GO de Thermo Scientific™) a 510 nm. Los resultados obtenidos de flavonoides totales en las
muestras se expresan como mg equivalentes de rutina g de biomasa seca (BS) liofilizada.
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Resultados y discusion

La finalidad de este trabajo es avanzar en el conocimiento sobre la respuesta de plantulas de girasol
expuestas a estrés por Cr (VI) y evaluar un posible efecto protector de una cepa de T. harzianium a estrés
abiotico, mediante la determinacion de compuestos fendlicos totales, flavonoides totales y capacidad
antioxidante extractos de plantulas de raiz y/o brote. Por ello, se expusieron a plantulas de girasol a 25 mg L
' de Cr (VI) en presencia y ausencia de T. harzianium. Adicionalmente, se obtuvo un cultivo control (sin
exposicion a Cr (VI) o T. harzianium), lo que resulto 4 tratamientos en total (descrito en materiales y métodos).
De cada tratamiento se obtuvo 3 réplicas biolégicas con 15 plantulas cada uno.

Para el andlisis de los metabolitos aplicamos un protocolo de extraccion simple descrito por Lopez-Hidalgo y
col. (2020), el cual permite la rapida extraccion a partir de 10 mg de muestra (biomasa de raiz o brote
liofilizada) y 2 mL de etanol al 80 % y posterior sonicaciéon de la muestra por 30 min. Después de centrifugar
se puede llevar a cabo la determinacion de compuestos fendlicos, flavonoides y capacidad antioxidante por
métodos espectrofotométricos y en microplaca de 96 pocillos, por lo que la lectura de varias muestras se
puede llevar a cabo de manera simultanea.

Determinacion de compuestos fenolicos libres totales

La determinacion de los compuestos fendlicos libres totales se realizé utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu.
Este reactivo contiene una mezcla de wolframato sédico y molibdato sédico en acido fosférico y reacciona
con los compuestos fendlicos presentes en la muestra. El acido fosfomolibdotungstico (formado por las dos
sales en el medio acido) de un color amairillo, al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a la formacion
del ion fenolato, lo que genera un complejo de color azul intenso, cuya intensidad es proporcional al contenido
en fenoles totales, y presenta un maximo de absorcién a 760 nm, y que se cuantifica por espectrofotometria
en base a una recta patrén de acido galico. Esta es una es una reaccion redox, por lo que puede considerarse
también, como un método indirecto de la actividad antioxidante total. En la figura 2, se presenta la curva de
calibracién utilizando acido galico como estandar en un rango de concentracion de 0 -12.5 ug mL™" para la
determinacion de compuestos fendlicos libres totales, la cual presenté buena linealidad, un coeficiente de
determinacién (R?) de 0.995 y la ecuacion de calibracion de y = 0.0424x - 0.0015.
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Figura 2. Curva de calibracion para la determinacion de compuestos fendlicos libres totales utilizando dcido gdlico como estdndar de calibracién

En la tabla 1 se presentan los resultados del promedio y sus desviaciones estandar de la determinacion de
compuestos fenolicos obtenidos en los extractos etandlico en brote y raiz de plantulas de girasol expuestas
a estrés por Cr (VI) y T. harzianium. Presentando valores de 1.6 a 3.0 ug equivalentes de acido galico mL™'
para la parte aérea y de 1.5 a 2.1 ug equivalentes de acido gélico mL™" para la raiz. En esta tabla se puede
apreciar que tanto para la parte aérea (brote) y la raiz de la plantula, existe un incremento en los valores
compuestos fenolicos cuando hay Cr (V1) y/o T. harzianium, con respecto al control.
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Tabla 1. Resultados de la determinacion de compuestos fendlicos en los extractos extracto etandlico de plantulas de
girasol expuestas a estrés por Cr (VI) y/o T. harzianium

g equivalentes de dcido galico mL™

Muestra Parte aérea Raiz
Promedio (DE) Promedio (DE)
Control 1.6 (£ 0.01) 1.5 (+ 0.08)
T. harzianium 2.2 (+£0.17) 1.7 (£ 0.14)
Cr (Vi) 3.0 (£0.14) 2.1(+ 0.06)
T. harzianium + Cr (Vi) 2.6 (£ 0.10) 1.7(+ 0.19)

En figura 3 se observan los resultados anteriores pero normalizados a mg equivalentes de acido galico por
gramos de biomasa seca liofilizada (BS). Las muestras presentaron un rango de concentracion para la parte
aérea 10.1 a 18.9 mg equivalentes de AG g' BS y de 9.4 a 13.5 mg equivalentes de AG g' BS para las
raices. De la comparacioén del contenido de compuestos fendlicos libres en el extracto de brote de los cuatro
tratamientos, se puede observar, una tendencia hacia mayores cantidades de compuestos fendlicos libres en
presencia de Cr (VI), en comparacion con las plantulas control. También se puede apreciar que la presencia
de T. harzianium aumenta los niveles de polifenolicos comparado con el control, sin embargo, en presencia
de Cr (VI), tiende a disminuirlos en comparacion el tratamiento con Cr (VI). Misma tendencia de los resultados
se observa en los extractos de raiz.

Parte aérea 15 - Raiz
7 T 7 | e
2 ]
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Figura 3. Contenido de compuestos fendlicos libres en extractos etandlicos de pldntulas de girasol expuestas a estrés por Cr (V1) y/o T. harzianium. La
concentracién de compuestos fendlicos libres es expresada como mg equivalentes de dcido gdlico (AG) por g de biomasa seca liofilizada (BS) de la
parte aérea o raiz.

Determinacion de la capacidad antioxidante

Es bien establecido que los compuestos fendlicos confieren a las plantas propiedades antioxidantes. Debido
a que los niveles de estos compuestos varian por las condiciones de exposicion de la planta, fue interesante
evaluar la capacidad antioxidante en cada uno de los tratamientos. Para ello, se utilizé el ensayo
espectrofotométrico del ABTS. El principio de este método consiste en la transferencia de un electron entre
el radical del ABTS™ y el antioxidante presente en el medio de la reaccion. La capacidad antioxidante se
evalué con base en la disminucion de la absorbancia en 735 nm en funcién de la concentracion el
antioxidante. La curva de calibracién graficando en el eje de las X la concentraciéon de acido galico (0 a 1 pg
mL") y en eje de la Y, los valores de absorbancia obtenidos de la resta del blanco menos el valor de la
absorbancia del estandar correspondiente (Abs Bco-Abs std). En la figura 4 se presenta un ejemplo de la
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curva de calibracion obtenida, observandose buena linealidad, un coeficiente de determinacion (R?) de 0.9903
y la ecuacién de calibracién de y = 0.1649x - 0.0005.

0.20 -
E 015 - .
~ .
g "0
2 ] 7 y=0.1649x - 0.0005
< 0-05 | P R2=0.9903
&  0.00 — ‘ | |
§ 0 0.25 0.5 0.75 1

AG (ng.mL™")

Figura 4. Curva de calibracion para la determinacion de la capacidad antioxidante utilizando acido gélico como estandar

Los resultados obtenidos de la determinacion de la capacidad antioxidante (AXO) en los extractos etandlicos
de las plantulas de girasol expuestas a estrés por Cr (VI) y/o T. harzianium son presentados en la tabla 2. Lo
valores de la concentracion se obtuvo por calibracién externa y son promedio de tres repeticiones bioldgicas
para cada tratamiento, los cuales son presentados como pg equivalentes de acido galico mL™". Para la parte
aérea se obtuvieron valores entre 0.83 a 1.19 ug equivalentes de &cido galico mL™", mientras que para raiz la
concentracion estuvo entre 0.61 a 0.74 ug equivalentes de &cido galico mL™". En estos resultados se observa
que, de manera similar a los compuestos fendlicos, la presencia de Cr (VI) en el medio de crecimiento estimula
el aumento en los niveles de la capacidad antioxidante en la parte aérea de la planta. Interesantemente, la
presencia de T. harzianium 'y Cr (V1) inducen la capacidad antioxidante de la planta. Los niveles mas bajos
fueron encontrados en las plantas control. El mismo efecto se observé cuando las concentraciones fueron
normalizados a la cantidad de biomasa seca liofilizada (figura 5). Por otra parte, en las muestras de los
extractos de raiz el efecto de Cr (VI) o T. harzianium. no fue tan significativo. Los rangos de concentracion en
las muestras de raiz van de 2.9 a 4.6 mg equivalentes AG g' de biomasa, siendo el valor mas alto cuando
esta Cr (VI) y T. harzianium, mientras que de la parte aérea presentd valores que van 2.3 a 2.9 mg
equivalentes AG g' de biomasa seca.

Tabla 2. Resultados de la determinacion de capacidad antioxidante (AXO) evaluado en los extractos etandlicos de
plantulas de girasol expuestas a estrés por Cr (VI) y/o T. harzianium

Mg equivalentes de dcido gadlico mL

Muestra Parte aérea Raiz
Promedio (DE) Promedio (DE)
Control 0.83 (+ 0.10) 0.617 (+ 0.09)
T. harzianium 0.84 (+ 0.18) 0.68 (+ 0.13)
Cr (Vi) 1.04 (+ 0.11) 0.74 (£ 0.19)
T. harzianium + Cr (Vi) 1.19 (¢ 0.03) 0.61 (+ 0.05)
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Figura 5. Capacidad en antioxidante (AOX) evaluada extractos etandlicos de pldntulas de girasol expuestas a diferentes tratamientos. La
concentracion es expresada como equivalentes de dcido gdlico (AG) por g de biomasa seca liofilizada (BS).

Determinacion de flavonoides totales

Los flavonoides son una familia de metabolitos secundarios que poseen una gran variabilidad en la
composicion quimica de sus productos finales y su contenido en las plantas depende de especie y/o
condiciones ambientales. En este trabajo la determinacion de flavonoides totales fue realizada por la reaccion
del extracto etandlico de las plantulas de girasol con AICIs. El principio basico de la reaccion de flavonoides
con de cloruro aluminio es que éste forma complejos estables de acidos con el grupo cetona en del C-4 o
bien el grupo hidroxilo en C-3 o C-5 de flavonas y flavonoles. Ademas, también forma complejos Iabiles acidos
con los grupos di hidroxilo en el anillo A o B de los flavonoides. La cuantificacion de los flavonoides totales
en los extractos etandlicos se realizacién a partir de calibracion de externa. Para la curva de calibracion se
utilizé como estandar a rutina (quercetin-3-rutinésido) en un rango de concentracion de 0 a 45 ug mL™. El
grafico de la curva de calibracion es presentado en la figura 6, donde se observa buena linealidad, un
coeficiente de determinacion (R?) de 0.9965 y la ecuacién de calibracion de y = 0.0127x + 0.0102.

0.6 -

05 | y=00127x+0.0102
. R? = 0.9965

0.4 o
0.3 1
0.2 1
0.1 1 °

[ ]
0.0

UA (410 nm)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Rutina (ung mL1)

Figura 6. Curva de calibracién para la medicion de la concentracion de flavonoides totales usando rutina como estdndar.

En la tabla 3 se presentan los resultados del promedio y sus desviaciones estandar de la determinacion de
flavonoides totales en los extractos etandlico de brote y raiz de plantulas de girasol expuestas a estrés por
Cr (V) y T. harzianium. En esta tabla se puede apreciar que para la parte aérea (brote) la concentracion esta
en un rango de 11.3 a 20.3 ug equivalentes de rutin mL-'. Mientras que las muestras de raiz se encuentra
entre 6.5 y 11.5 ug equivalentes de rutin mL".
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Tabla 3. Resultados de la determinacion de flavonoides totales en muestras de extracto etandlicos de plantulas de
girasol expuestas a estrés por Cr (VI) y/o T. harzianium.

ug equivalentes de rutin mL™

Muestra Parte aérea Raiz
Promedio (DE) Promedio (DE)
Control 11.3(x2.2) 11.5 (£ 0.8)
T. harzianium 15.4 (+ 2.0) 13.6 (£ 0.4)
Cr (Vi) 11.5(1.7) 6.4 (£0.1)
T. harzianium + Cr (Vi) 20.3 (+ 1.5) 8.7 (£0.2)

En la figura 6 se presentan los valores de flavonoides totales normalizados a la cantidad (gramos) de biomasa
seca liofilizada. Los rangos de concentracién para las muestras de la parte aérea van de 17.4 a 31.3 mg
equivalentes de rutina g™' de biomasa seca, siendo el valor mas alto cuando las plantulas se encuentran en
presencia de Cr (VI) y T. harzianium (31.3 mg equivalentes de rutina g de biomasa seca). Para raiz, los
rangos de concentracién van de 3.4 a 7.3 mg equivalentes de rutina g! de biomasa seca. En este caso, los
valores mas bajos son por la presencia de Cr (VI) independientemente de la presencia o no de T. harzianium.

parte aerea _ 10 - Raiz
7 40 - 17
a SRR
)
= 30 - =
g g 61
%‘3 20 A E 41
g 10 £ 2- m
= =
g 0 g 0
Control T.h Cr (VD) Cr (VD) + Control T.h Cr (VD) Cr (VD)
T.h +T.h

Figura 7. Contenido de flavonoides totales en extractos etandlicos de pldntulas de girasol expuestas a estrés por Cr (VI) y/o T. harzianium. La
concentracién de los flavonoides es expresada como mg equivalentes de rutin por g de biomasa seca liofilizada (BS) de la parte aérea o raiz.

Conclusiones

En el presente trabajo se llevd a cabo la determinacion de compuestos polifenolicos totales, capacidad
antioxidante y flavonoides totales en extractos etandlicos de liofilizado de plantas por medio de métodos
colorimétricos De acuerdo con las determinaciones de estos metabolitos analizados de extractos etandlicos
se observo que:

* Aumento de compuestos fendlicos libres tanto en brote como en raiz cuando las plantulas son
expuestas a 25 mg L' de Cr (VI) con respecto al control, sin embargo, la presencia de T. harzianium
contribuye a su disminucion.

» Para la parte aérea, un aumento en la concentracién de flavonoides totales cuando las plantulas de
girasol son expuestas a 25 mg L' de Cr (VI) y T. harzianium, con respecto al control o solo con Cr
(V) o T. harzianium. Mientras que para raiz se presenta una disminucién cuando las plantulas son
expuestas a 25 mg L' de Cr (VI) con respecto al control. Sin embargo, la presencia de T. harzianium
contribuye a aumentar la cantidad de flavonoides comparado con el control o en presencia de Cr
(V1).
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* Los resultados obtenidos en este trabajo son un punto de partida para el mejor entendimiento de
fitorremediacion asistida por microorganismos.
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