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[.INTRODUCCION

La Canavalia ensiformis L. es una planta de la familia de las leguminosas. Que
sobresale por sus multiples usos como cultivo comercial, alimentacion de ganado,
cultivo de cobertura o abono verde, biofumigante del suelo, acuicultura,

fitorremediacion y para la fauna silvestre (Sheahan, 2013).

En México, después de las compuestas, las leguminosas constituyen la segunda
familia mas grande de plantas fanerégamas (Sousa y Delgado, 1998). Los estados
mas ricos en especies de esta familia, en nuestro pais, son Oaxaca y Chiapas
(Sousa, 1986).

El amino&cido libre canavanina (acido 2-amino-4-(guanidinooxy) butanoico) fue
descubierto originalmente en tres especies estrechamente relacionadas de
Canavalia (Kitagawa y Tomiyama de 1929; Kitagawa, 1937; Damodaran y
Narayanan, 1939). Unos de los principales componentes téxicos de la planta
presente en el grano de canavalia (Canavalia ensiformis) y algunas otras
leguminosas (Rosenthal, 1977). Es un aminoacido no proteico analogo a la arginina.
Sus propiedades toxicas se deben a la similaridad estructural, ya que interfiere con
el metabolismo de la arginina, inhibe la sintesis de proteinas, bloquea las sintesis
de RNA y DNA, afecta el sistema inmune y es un potente antimetabolito que resulta
toxico a diferentes tipos de organismos (Van, 1987).

Sprent & Mckey en 1994 sefialo la presencia de canavanina, lectinas (concanavalina
A), inhibidores de proteasa, factor de flatulencia, alcaloides, saponinas, Yy
polifenoles. Estos elementos son metabolitos secundarios que se encuentran en la
semilla formados en el metabolismo secundario en el cual Valdés y Balbin (2000)
definen el metabolismo secundario como la biosintesis, la transformacion y la
degradacion de los compuestos enddégenos mediante proteinas de especializacion,
las cuales se han formado como resultado de los procesos de diferenciacion y se

clasifican segun su significacion biolégica y funcion en la célula productora.

Algunos productos del metabolismo secundario tienen funciones ecolégicas

especificas como atrayentes o repelentes de animales. Muchos son pigmentos que



proporcionan color a flores y frutos, jugando un papel esencial en la reproduccion
atrayendo a insectos polinizadores, o atrayendo a animales que van a utilizar los
frutos como fuente de alimento, contribuyendo de esta forma a la dispersion de
semillas. Otros compuestos tienen funcion protectora frente a predadores, actuando
como repelentes, proporcionando a la planta sabores amargos, haciéndolas
indigestas o venenosas. También intervienen en los mecanismos de defensa de las
plantas frente a diferentes patégenos, actuando como pesticidas naturales (Garcia
& Pérez, 2009).

Se agrupan en cuatro clases principales:
e Terpenos: Entre los que se encuentran hormonas, pigmentos o aceites
esenciales.
e Compuestos fendlicos: Cumarinas, flavonoides, lignina y taninos.
e Glicésidos: Saponinas, glicésidos cardiacos, glicésidos cianogénicos vy
glucosinolatos.

e Alcaloides.

El objetivo de este trabajo es evaluar los metabolitos secundarios de defensa
presentes en la raiz de canavalia ensiformis mediante un estudio fotoquimico
preliminar donde se determina la presencia o ausencia de los principales grupos de
metabolitos en una especie vegetal. No existen informes de estudios en raiz de C.
ensiformis, de manera que la caracterizacion de sus metabolitos y la evaluacién de
la presencia de L-canavanina por HPLC, contribuiria a un mejor y total manejo de la

planta de Canavalia ensiformis.



I1.JUSTIFICACION

Dado que cada uno de los grupos de compuestos esta relacionado con actividades
biolégicas especificas, partiendo de los resultados obtenidos en el estudio
fotoquimico preliminar es posible orientar investigaciones posteriores para
determinar la actividad biologica de las especies en cuestion y los principios activos

involucrados.

El aminoacido L-Canavanina es un aminoacido toxico que se encuentra
principalmente en la semilla de esta planta y se ha demostrado que es toxico para

los humanos y animales.

La identificacion y cuantificacion de este aminoacido sera de utilidad para
asegurarse que ese organo de la planta causara dafio o no al ingerirlo. Ademas, la
identificacion puede ser de utilidad para la extraccion de este aminoacido, o crear
técnicas de eliminacion de este elemento u orientar a investigaciones posteriores

respecto a este aminoacido.



I.OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar desarrollo y metabolitos secundarios de defensa presentes en raiz de

Canavalia ensiformis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Cuantificacion y comparacion del desarrollo de la raiz y componentes.
e Evaluar la cantidad de fenoles, flavonoides, carotenos y licopenos, en la

raiz de Canavalia ensiformis.

e Cuantificacién de L-canavanina en raiz de Canavalia ensiformis por HPLC.



IV. CARACTERIZACION DEL AREA EN QUE PARTICIPO

4.1 HISTORIA DE LA INSTITUCION

En los afios 70°s, llego al estado de Chiapas el movimiento nacional de extension
educativa para la Educacion, con la intervencion del gobierno del estado de Chiapas
ante la federacion. Esta gestion dio lugar a la creacion del Instituto Tecnoldgico
Regional de Tuxtla Gutiérrez (ITRTG).

El 1971, el Gobernador del Estado, Dr. Manuel Velasco Suarez, coloco la primera
piedra de lo que pronto seria el centro educativo de nivel medio superior principal
de la entidad.

En 1972, con una infraestructura de dos edificios con ocho aulas, dos laboratorios
y un taller en construccién abren sus puertas el Instituto Tecnoldgico Regional de
Tuxtla Gutiérrez con las carreras de técnico en motores de combustion interna, en

electricidad, en quimico laboratorista y en maquinas y herramientas.

En 1974 comenzoé el nivel superior, con las carreras de Ingenieria Industrial en

Produccion e Ingenieria Bioquimica de Productos Naturales.

Actualmente es considerado una de las dos maximas casas de estudios del estado
de Chiapas, junto con la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas. Su lema es
Ciencia y Tecnologia con Sentido Humano y su actual director es el Ing. Tomas

Palomino Sol6rzano.

4.2 UBICACION DE LA ESCUELA

La escuela se encuentra ubicada en Carretera Panamericana Kildmetro 1080,
Teran, C.P. 29050 Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, este lugar cuenta con los

requerimientos de escuela por estar en facil acceso ya que se encuentra en la
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las

avenida principal de la ciudad, cuenta con las instalaciones necesarias para

carreras impartidas.

%,
o
2
£
‘\t‘\\\;\vlovre Clbramia,,,
ay 0
52 O A/
o Norss i€
ot 41
Libramjamo NO Blvrd Lic o
%,
. %,
~ P
~ Gy,
; ':7/0"
g Q 1 S,
o118 /"*/,\
o

Lantr

arr G4
(7
Cagary
Av s
¥ 8a. )\
Nie Pte

T
- ek Tuxtla

Instituto Tecnotog!:olr y
Gutiérrez (s

de Tuxtla Gutierrez
Quetisy, Z—
libea g & {199}
.xr.ml.(y, % &5 Ay P & o
O ! o -
- () = St - j
Aeropuerto Viejo % 3 Ot
Tuxtla Gutierrez @
o®
L o
"y le\©
°

Figura 1. Localizacion del ITTG.

4.3 MISION
Formar de manera integral profesionales de excelencia en el campo de la ciencia y

la tecnologia con actitud emprendedora, respeto al medio ambiente y apego a los

valores éticos

4.4 VISION
Ser una Institucién de excelencia en la educacién superior tecnolégica del sureste,

comprometida con el desarrollo socioecondémico sustentable de la region.
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4.5 VALORES DE LA INSTITUCION

El ser humano

El espiritu de servicio.
El liderazgo.

El trabajo en equipo.
La calidad.

El alto desempefio.

Respeto al medio ambiente

4.6 AREA EN QUE SE DESARROLLARA EL PROYECTO

El proyecto “Caracterizacion de metabolitos en raiz de Canavalia ensiformis” se
desarrolld en los laboratorios siguientes: laboratorio de analitica y biologia
molecular, laboratorio de biotecnologia y en el invernadero del Instituto Tecnoldgico

de Tuxtla Gutiérrez.

V. PROBLEMAS A RESOLVER
- Mayor aprovechamiento de la raiz de Canavalia ensiformis.

- Determinar la presencia de metabolitos de defensa presentes en la planta.

- Cuantificacion en raiz de L-Canavanina

12



VI. ALCANCES Y LIMITACIONES

Este trabajo desea evaluar la presencia o ausencia de los principales grupos de
metabolitos secundarios en la raiz de Canavalia ensiformis, asi como comprobar y
cuantificar el aminoacido toxico presente en la misma de un manera rapida y eficaz

con el uso del HPLC.

El analisis por HPLC nos permite obtener resultados fiables y de alta calidad gracias
a la sensibilidad del equipo, su facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas
exactas, ideal para la separacion de especies no volatiles o termolébiles y por su
gran aplicabilidad a sustancias que son de interés en la industria.

No obstante la mayor limitacion que se puede encontrar en la realizacion del
proyecto es la rentabilidad de este, al hacer uso del cromatdgrafo de liquidos de alta
eficiencia (HPLC), demanda una considerable inversion de capital en

instrumentacion y reactivos de alto valor econémico.

Otra limitacion importante es la falta de estandarizacién de la técnica para la

cuantificacion de L-Canavanina, la cual se efectuo.

13



VIl. MARCO TEORICO

Canavalia ensiformis. L.
7.1 DESCRIPCION

Arbustos anuales o trepadores perennes de 1-2 m de altura. Tallos glabros o
adpreso-pubescentes. Foliolos elipticos u ovado elipticos, de 5.7-20 cm. De
longitud, 3.2-11.5 cm de ancho, obtusos, subagudos o brevemente acuminados,
mas o menos cuneados, ligeramente coriaceos, glabrescentes o con pubescencia

esparcida y venacion realzada, reticulas sobre ambas superficies.

Peciolo de 2.3-11 cm de longitud; raquis de 1-3.5 cm de longitud; peciolulos de 1-
11 mm de longitud, cubiertos de pelos cortos blancos, moderadamente densos;
estipulas tempranamente deciduas. Inflorescencias con raquis de 5-12 cm de
longitud, pedunculo de 10-34 cm de longitud, recto, subtendiendo de 10-20 flores;
pedicelos de 2-5 mm de longitud; bractéolas de 2mm de longitud, orbiculares,
obtusas. Caliz de 14-16 mm de longitud, tubular, pubescencia con pelos cortos
blancos, esparcidos; labio superior ancho, emarginado o truncado de 5 mm de
longitud, mas corto que el tubo, labio inferior de 4 mm de longitud, 3 lobado, costado

superior del céliz abruptamente constricto por detras con apice apiculado.

Corola de hasta 3 cm de longitud, rosada, estandarte rosado a purpura, redondeado

de 2.75 cm de longitud, emarginado.

Legumbre linear-oblonga, 15-35 cm de largo y 3-3.5 cm de ancho, lignificada,
ligeramente incurva, estipitada, rostrada, con 15-20 semillas, espiralmente
dehiscente, tostado palida; cada valva con tres costillas longitudinales, 2 en cada

sutura, y una costilla extra a 5 mm de la costilla ventral.

Semillas oblongas, moderadamente comprimidas, color marfil o blancas con una
marca parduzca incospicua cerca del hilo, no boyantes o impermeables, las de
mayores dimensiones de 1.45-2.1 x 1.5 cm, las de dimensiones menores de 1-1.5

x 1.5 cm, teniendo un espesor de 0.7-1 cm; hilo de 5.5-9 mm de longitud (Beyra et

14



al, 2004). El desarrollo del cultivo tiene una duracion de 191 dias, repartidos en dos

fases: la vegetativa de 69 dias y la reproductiva de 122 dias (Marmolejo et al, 1986).

La ubicacion del genero Canavalia dentro de la subtribu Diocleinae esta sustentada
por caracteres tales como foliolos y céliz eglandulares; estilo terete; inflorescencias
por lo general nodosas; bractéolas presentes; semillas con hilo linear; presencia del

aminoacido Canavanina; y numero cromosomatico de 2n=22 (Lackey, 1981).

El género canavalia esta subdividido en 4 subgéneros (Sauer, 1964; Gillet et al.,
1971).

Subgénero Catodonia propio del nuevo mundo.
Subgénero Wenderotia propio del nuevo mundo.
Subgénero Canavalia del viejo y nuevo mundo.

Subgénero Maunaloa endémico de Hawai.

7.2 ORIGEN

Cultivada desde las regiones surefas de Estados Unidos hasta América del Sur. Su
origen se encuentra en Centroamérica y las Antillas. Existe evidencia arqueoldgica
de su cultivo desde hace varios miles de afios en México, Peru y Arizona (Benavides
et al. 2010).

7.3 NOMBRES COMUNES

Se conoce con los nombres vulgares de frijol machete, haba de burro, nescafe,
poroto gigante, Jack vean, pois sabre y otros (Roing, 1965; Legel, 1981). “haba de
caballo”, “frijol de bibijagua” (Beyra et al., 2004).

15



7.4 FENOLOGIA

Flores durante todo el afio, de enero a diciembre (Beyra et al., 2004)

7.5 NODULACION

Los nodulos de C. ensiformis son redondos o ligeramente ovalados, 1-4 mm de
diametro, superficie rugosa, firmemente adheridos a la raiz, y gran porcentaje con
coloracion rosada; lo cual demuestra que la mayoria s o n nédulos efectivos. C.
ensiformis presenta buena nodulacion y distribucion uniforme, es decir corresponde
a la categoria 3C. El nimero aproximado de nédulos fue 50-100 por planta. O sea
que la nodulacion se puede clasificar como "abundante" (Marmolejo et al., 1986)

7.6 COMPOSICION QUIMICA

La aleloquimica de la semilla como defensa quimica contra los herbivoros, ha sido
descrita por Johns (1994), quien sefalo la presencia de canavanina, lectinas
(concanavalina A), inhibidores de proteasa, factor de flatulencia, alcaloides,

saponinas, y polifenoles.

A continuaciéon, se muestran tablas con la composicién bromatolégica de algunas
partes de la planta de Canavalia. Los indicadores bromatolégicos son: proteina
bruta (PB), fibra bruta (FB), lignina, extracto etéreo, cenizas, Ca, P, K, Mg, fibra
neutro detergente (FND) y fibra acido detergente (FAD); (Diaz et al., 2002).

Cuadro 1. Composicion bromatolégica de los forrajes (%)

Especie PB FB FAD | Ligina | Celulosa | Extracto | Ceniza | Ca | P K

etereo

Canavalia | 20.05 | 36.35 | 36.32 | 12.09 | 23.50 1.46 9.45 2.01|0.23|2.17
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Cuadro 2. Composicion bromatolégica de las hojas en los forrajes (%)

Especie PB FAD | Ligina | Celulosa | Extracto | Ceniza | Ca | K Mg

etereo

Canavalia | 24.83 | 27.15 | 10.19 | 16.65 2.23 10.99 |2.82|1.48 | 0.54

Cuadro 3. Composicion bromatoldgica de los tallos en los forrajes (%)

Especie FND | FAD | celulosa | Extracto | Lignina | Ceniza | Ca | P K

etéreo

Canavalia | 69.23 | 56.71 | 39.92 0.34 16.00 |5.91 1.12|0.20 | 1.64

Cuadro 4. Composicion bromatoldgica de los granos (%)

Especie PB FB FND | Ligina | Ceniza |[Ca |Mg |K

Canavalia | 32.69 | 12.94 | 36.42 | 2.04 3.51 0.32 | 0.20 | 1.03

En la semilla de Canavalia ensiformis se encuentra la Concanavalina A (Con A), es
una proteina globular de origen vegetal, cuyo contenido varia entre 1y 3 % en peso
(Ganem & Martin, 2000). La Con A inhibe significativamente la actividad especifica
de la enzima a-amilasa pancreatica (Ledn et al., 2007).

Las semillas de canavalia tienen un 30% de contenido de proteinas y un 60% de
carbohidratos que la coloca como una importante fuente de gran valor energético y
proteico (Udedibie,1990). A pesar de las ventajas aparentes de esta especie para
la produccion de proteinas, la utilizacién de la canavalia ha sido limitada, debido a
la presencia de ciertos factores anti nutricionales, entre los que se encuentran los
inhibidores de proteasas, de a-amilasas, lectinas y aminoacidos no proteicos como
la L-canavanina, que reducen la calidad nutricional de las proteinas (Goméz, 1990,
Michelangeli & Vargas, 1994).

Aplicando un tratamiento de extrusion, las actividades inhibitorias de tripsina,

quimotripsina y a-amilasa disminuyen hasta un 95%, La actividad hemaglutinante
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se eliminada totalmente, como resultado de la alta temperatura empleada durante
el proceso de extrusion. Pero el contenido de canavanina no se elimina (Nelson,
2003). por lo tanto, se necesitan de otros métodos como el tostado, malteado,

remojo o peletizado.

Afortunadamente, muchas leguminosas han podido volverse utiles como alimento
cuando se descubri6 que sus toxinas pueden neutralizarse en forma simple
mediante la coccidn, germinacion, fermentacién y/o remojo; procesos que proveen

alimentos comestibles, sanos y libres de materiales téxicos (Fraile et al. 2007).

7.7 HABITAT

Nativa probablemente de américa tropical, ahora dispersa en todos los tropicos por
introduccién, es la especie mas cultivada en africa tropical (Baker, 1926). India,
indonesia, Taiwan, Hawai (Degener & Degener, 1969) y en toda el area neotropical
como fuente de proteina vegetal para la nutricién, abonos verdes, conservacion de
suelos, control biologico y también en la alimentaciéon humana (Aymard & cuello,
1991).

Sauer (1964) indico que esta especie fue domesticada en el continente americano,
en tiempos precolombinos (1300 AD) por pobladores de varios sitios del suroeste
de los estados unidos para alimento humano, por sus semillas comestibles, por lo
que todos los especimenes con datos del habitat provienen de cultivos o han
escapado a habitats artificiales. Toleran un amplio rango de textura y fertilidad del
suelo; crece bien en suelos de tierras bajas tropicales altamente lixiviadas, pobres
en nutrientes y pedregosos, asi como también en suelos acidos y salinos y en suelos
arcillosos humedos. Esta especie no es muy afectada por anegamiento y la
salinidad y es resistente a periodos de sequias por su profundo sistema radical, que
le permite sobrevivir en la humedad almacenada en el suelo. Se desarrolla desde
0-800 m sobre el nivel del mar (NAS, 1979; Bernal & Jiménez, 1990).
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7.8 DISTRIBUCION

Estados unidos; Antillas mayores (cuba, Jamaica, Haiti, republica dominicana,
puerto rico); Antillas menores (islas virgenes, Guadalupe, dominica, Martinica, santa
lucia, barbados, granada, trinidad y Tobago); México, América central (Guatemala,
honduras britanicas, el salvador, honduras, costa rica, panama); América del sur
(Colombia, Venezuela, Peru, argentina, Paraguay, Surinam, Brasil, Bolivia,
Guayana francesa); Africa (Senegal, sierra leona, Liberia, costa de marfil, Ghana,
Nigeria, Camerun, sao thome, Congo, Angola, Egipto, sudan, ethiopia, Kenia,
tanganyika, Mozambique); reunién; Mauricio; Asia (india, burma, malaya, Singapur,
indonesia, borneo, Vietnam, china, filipinas, Japén); Oceania (isla mariana, isla
carolina, isla Hawai, nueva guinea, nueva caledonia); Australia. En cuba, en las

provincias de la habana, ciudad de la habana y villa clara (Beyra et al., 2004).

7.9 USOS Y BENEFICIOS

Diversos autores consideran que Canavalia ensiformis podria ser un cultivo del
futuro como una alternativa en la alimentacion animal, por su contenido de proteina;
Bernal & Correa (1992) indicaron el alto contenido en proteina cruda, el porcentaje
de digestibilidad y su rango de adaptabilidad a diversos tipos de suelos, climas y
alturas sobre el nivel del mar. Por tanto, esta especie tiene alta capacidad de uso,
pues puede utilizarse como suplemento nutritivo en la alimentacién animal de
cerdos, aves y rumiantes, asi como en la alimentacién humana en zonas aridas en
donde reemplaza la deficiencia de cereales, ya que posee una alta proporcion de
aminodacidos esenciales con excepcion del triptéfano. Como todas las leguminosas,
es importante en la recuperacion de suelos al aumentar el porcentaje de nitrégeno.
Usandose como abono verde, asi como sus semillas por presentar una alta
germinacion. Ademas, por la gran cantidad de folloje que produce una lata
cobertura, es utilizada como control de plagas y malezas, en la proteccion de
cultivos y contra la erosion hidrica (Bernal & Correa, 1992). Es importante sefialar
gue de ella se pueden extraer enzimas y otros compuestos quimicos de alta utilidad

en medicina. Los citados autores resumieron ademas que esta especie es una
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fuente industrial de lectinas y ureasa con actividad hematoaglutinante especifica,
necesaria en procesos medico-legales, medicina e investigacion antropoldgicas, y
sefalaron ademas que la ureasa, fue la primera enzima aislada, y la concanavalina,
la primera lectina descubierta. Bernal & Correa (1992) resaltaron también el caracter
rustico de esta planta, que le permite desarrollarse en suelos muy minerales y no

necesita demasiados cuidados ogroculturales.

7.10 IMPORTANCIA ECONOMICA Y DISTRIBUCION

El potencial de esta planta como productora de granos con un alto contenido de
carbohidratos y proteinas, ademas de su capacidad para fijar nitrégeno y proteger
el suelo, la hacen una buena alternativa de cultivo para las regiones tropicales. En
la actualidad se siembra practicamente en todas las regiones tropicales del mundo
y se cultiva extensamente en el sur de los Estados Unidos. En el pais se siembra
en el estado de Chiapas, aunque no se localizaron cifras oficiales para este cultivo
(Benavides et al. 2010).

7.11 ASPECTO FITO-SANITARIO

Marmolejo y colaboradores (1986) sefialan que, aunque las plagas no se presentan
en niveles de dafios, representan un potencial de dafio alto. Ademas, es importante
incrementar las poblaciones de los enemigos naturales de plagas en la biocendsis
de C. ensiformis. Las enfermedades que parecen presentar niveles econémicos de
dafos son virosis, antracnosis y mildeo polvoso. De acuerdo con la morfologia de
las particulas del virus y segun los virus que se han registrado como patégenos de
C. ensiformis, aparentemente se trata de un potyvirus recientemente aislado de esta
especie. Este virus seria transmitido por afidos y por otros insectos en condiciones
de campo. No se descarta ademas la posibilidad de que existan otros virus,
especialmente isométricos, que podrian pasar desapercibidos en las observaciones

al microscopio electrénico. Los autores denominan el mencionado potyvirus como
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Canavalia mosaic virus (CMV), el cual se constituye a nivel mundial en el quinto

virus que afecta especies de C. ensiformis.

7.12 TOXICIDAD

Al igual que muchas otras leguminosas forrajeras, Canavalia ensiformis contiene
algunos componentes en los granos y los tejidos que pueden tener efecto deletéreo
sobre la respuesta productiva de los animales que la consumen, en especial en los
monogastricos, por lo que se considera como una planta toxica (Roig, 1965; Legel,
1981; Escobar et al., 1984). Entre los compuestos quimicos identificados que
pueden actuar como factores antinutricionales se encuentran: la canavanina, la
concanavalina A, la canalina y la ureasa (Mora et al., 1982; Lopez, 1983; Escobar
et al., 1984). Mora et al. (1982) informan un contenido del 4% de Canavanina en
base seca que afecta la digestibilidad de la pared celular, lo cual atribuyen a un
efecto inhibidor competitivo en las reacciones en que la arginina interviene, dando
lugar a un menor crecimiento de la poblacién microbiana encargada de producir las

enzimas que actuan sobre la pared celular.

Escobar et al. (1984) sugieren que el problema de la toxicidad de la Canavalia puede
ser abordado por medios genéticos, seleccionando plantas con bajos contenidos de
toxicos, dadas las variaciones importantes encontradas entre variedades, lo cual ha
sido confirmado por varios autores. En un ensayo para estudiar la presencia de
Canavanina y Concanavalina A en 6 variedades, se encontré6 que existen
diferencias apreciables en ambos toxicos entre las variedades estudiadas (Vierma,
et al 1984). Reina, et al (1989) hallaron que en la harina de grano de Canavalia
cruda, el contenido de Canavanina varié de 2,70 a 3,00%, la ureasa de 2,43 a 2,54%
y la proteina soluble de 8,00 a 9,25% en base seca, dependiendo de la variedad

evaluada.
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7.13 CANAVANINA

La Canavanina (acido 2-amino-4 (guanidinooxi) butirico, es un aminoacido no
proteico libre, analogo estructural de la L-arginina, es sintetizado por una gran
diversidad de leguminosas incluyendo Canavalia ensiformis. Es un aminoacido
bésico, posee dos grupos amino y uno acido, sobre una cadena lineal de carbono.

Contiene dentro de la molécula el grupo guanidino.

Tiene una marcada similitud con la L-arginina. Donde el grupo metilo terminal de la
L-arginina es sustituido con un oxigeno en L-canavanina. El oxigeno es mas
electronegativo que el carbono, por lo tanto, hace que sus electrones estén
disponibles para reaccionar, lo que facilita la desprotonacion y reduce el valor de la
constante de disociacion (pka) del grupo guanidinooxi a 7.04 menor a 12.48 pka del

grupo de la arginina.

Bajo condiciones fisiolégicas la L-canavanina es mas anionica que la L-arginina,
esta diferencia en la carga del grupo R de la Canavanina comparado con la arginina,
puede interrumpir las interacciones criticas con el grupo R dentro de una
determinada proteina y efectuar adversamente la forma en la que la proteina se
pliega en su conformacion tridimensional; lo que alteraria la funcion de la proteina
(Boyar y Marsh, 1982; Rosenthal, 2001; Andriole et al., 2006).

La Canavanina manifiesta efectos antimetabolicos en plantas y animales mediante
su insercidn en el nucleo de la célula y otras proteinas, interfiriendo con la sintesis
de ADN y ARN. Es asi que la mayoria de la regulacion catalitica de metabolismo de
la arginina, para su captacion y formacion de componentes estructurales y otros
procesos celulares son imitados. Ademas, induce la formacion de proteinas no
funcionales en una variedad de organismos (inhibe el procesamiento proteolitico de
varias proteinas), lo que afecta a la secrecion de proteinas de plasma, en los
macrofagos, polimorfonucleares y leucocitos, es capaz de prevenir la sintesis de L-

arginina derivado del 6xido nitrico (Carrillo, 2014).

La Canavanina se ha encontrado en la familia de las leguminosas. Esta presente en

el 60 % de las aproximadamente 540 especies examinadas y en el 35% de 150

22



géneros (Turner y Harborne, 1967). Se encuentra en al menos 1500 especies de
lotoideae, unas de las principales subdivisiones de las leguminosas; su aparicion se
limita estrictamente a este grupo de las angiospermas (Rosenthal, 1990; Ekanayake
y Scog, 2007).

Muchas leguminosas almacenan grandes cantidades de Canavanina y su
concentracion depende de la especie y del estado de desarrollo de las plantas. En
plantas jovenes la concentracion oscila de 1.3 a 2.4 % de materia seca (Rosenthal
y Nokomo, 2000). Algunas especies del genero canavalia poseen entre 3-5 % de

Canavanina del peso seco de la semilla (Rosenthal, 2001).

7.14 DETERMINACION DE AMINOACIDOS

Los aminoacidos, estas sustancias son componentes esenciales de un sinnumero
de preparados con fines industriales, farmacéuticos y agricolas. Entre los diversos
métodos analiticos utilizados para este tipo de compuestos, la determinacién por
HPLC se encuentra como uno de los mas empleados. Esta determinacion puede

requerir derivatizacion o no, en dependencia del tipo de aminoacido a analizar.

El HPLC se ha convertido en un procedimiento estandar para la separacion de
aminoacidos, aunque la mayoria de ellos no se detectan facilmente sin utilizar
alguna modificacion quimica. En la mayoria de las primeras separaciones de
aminoé&cidos por cromatografia de intercambio ionico, se empleaba una reaccién
post-columna con ninhidrina. Actualmente, se han desarrollado sistemas en los
cuales los aminoacidos se derivatizan antes de separarse en una columna de fase
reversa, con la ventaja de que la derivatizacion pre-columna permite un analisis mas

rapido y con mas alta sensibilidad (Godel et al., 1987).

La determinacién de aminoacidos utilizada estara en dependencia del tipo a
analizar. Los aminoacidos alifaticos requieren una derivatizacion pre-columna o
postcolumna que permita la deteccién por UV o por fluorescencia de los mismos.
Los aminoacidos aromaticos como la histidina, triptéfano y tirosina, pueden

determinarse por UV sin derivatizacion a una baja longitud de onda (Papadoyannis
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et al., 1991). Las ventajas relativas de la derivatizacion antes o después del HPLC,
estan determinadas por los requerimientos de la aplicacion especifica. Factores
como la sensibilidad requerida en la deteccion, cantidad de muestra disponible, tipo
de muestra y procedencia de la misma, velocidad de analisis y reproducibilidad, e
incluso consideraciones econdmicas influirdn en la eleccion entre la derivatizacion

pre- o post-columna en la cuantificacion analitica de aminoacidos.

7.15 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

La cromatografia de liquidos de alta eficacia es la técnica analitica de separacion
mas ampliamente utilizada. Las razones son la sensibilidad, su facil adaptacion a
las determinaciones cuantitativas exactas, es ideal para la separacion de especies
no volatiles o termolébiles y por su gran aplicabilidad a sustancias que son de interés
en la industria. Algunos ejemplos son: aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos,
hidrocarburos, carbohidratos, farmacos, terpenoides, plaguicidas, antibiéticos,
esteroides, especies organometalicas y gran variedad de sustancias inorganicas.
La fase movil es un liquido y la fase estacionaria es una columna que puede ser de

acero inoxidable.

7.16 CROMATOGRAFIA EN FASE REVERSA

En esta técnica una mezcla de agua/solvente organico es cominmente usada como
fase mavil, y un solido de area de superficie altamente no polar es empleado como
fase estacionaria. La uUltima es usualmente un empaque de alcanos adheridas a
silice, por ejemplo, con grupos alquilo de 8 0 18 carbonos cubriendo la superficie de
silice. RPC (reverse phase chromatography) es actualmente el método mas popular
de cromatografia en liquidos; mas del 70 % de todas las separaciones por HPLC

son llevadas a cabo por este método.

La cromatografia de fase inversa Utiliza un empaque enlazado hidrofébico,
usualmente con un grupo funcional octadecilo (C-18) u octilo(C-8) y una fase movil

polar, frecuentemente una fase movil parcial o totalmente acuosa. Conforme
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aumenta el caracter hidrofébico de los solutos, la retencion aumenta. El agua es el
eluyente mas débil. El metanol y el acetonitrilo son disolventes populares porque

tienen baja viscosidad y son faciles de conseguir con excelente pureza.

En cromatografia de fase inversa la fuerza de la retencién no es la interaccion
favorable del soluto con la fase estacionaria, sino el efecto del disolvente de la fase
movil para forzar al soluto hacia dentro de la capa hidrocarbonada enlazada

(Técnicas cromatograficas, 2007).

7.17 APLICACIONES DE CROMATOGRAFIA DE FASE INVERSA

La técnica de fase inversa en sus varias formas es el modo mas ampliamente
utilizado en HPLC e incluye cerca de la mitad de los métodos de cromatografia
liquida. Esta técnica es la que probablemente proporcionara retencion y selectividad
Optimas cuando los compuestos no tienen grupos para enlaces de hidrégeno o no
tienen un caracter predominantemente alifatico o aromatico. El método es muy
apropiado para separar solutos con base en el tamafio y estructura de los grupos
alquilo. En guimica clinica cada vez se realiza con mas frecuencia el andlisis
cuantitativo de las drogas de abuso por medio de esta técnica. Los productos
farmacéuticos que se analizan en forma rutinaria incluyen a los barbitaricos, drogas
antiepilépticas, analgésicas y sedantes. Aplicaciones adicionales de los métodos de

fase inversa son los preservativos alimentarios, herbicidas y azucares.

En el campo farmacéutico ha venido en aumento el uso de esta técnica a costa de
la cromatografia de adsorcién. Un amplio espectro de biomoléculas, lipofilicas o
i6nicas, pequefias o grandes, pueden ser cromatografiazas debido a que el
contenido de agua en la fase movil puede variar desde el 100% hasta porcentajes
muy bajos o0 ninguno en absoluto. Los compuestos lipofilicos, tal como los
triglicéridos, que tienen una solubilidad muy pobre en los disolventes acuosos de la
fase inversa, confrecuencia pueden separarse con una fase inversa no acuosa
utilizando una columna empacada con octadecilo y disolventes organicos polares

como el acetonitrilo o el tetrahidrofurano (Willard.(1991).
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7.18 DERIVATIZACION

Los aminoacidos pueden ser detectados directamente en el ultravioleta, ya que
absorben a una longitud de onda entre 190-210 nm. Sin embargo, en esta region
del espectro también absorben la mayoria de los disolventes y otros componentes
de las muestras, por lo que normalmente se recurre a la formacion de derivados

detectables a otras longitudes de onda o fluorescentes (Caceres et al., 1986).

La derivatizacion puede llevarse a cabo antes de la separacion cromatografica
(precolumna), inmediatamente después de la elucion (postcolumna) o, menos
frecuente, en la misma columna. Cada forma de obtener el derivado presenta

ventajas e inconvenientes.

En la derivatizacion postcolumna la separacion de aminoécidos no derivatizados se
lleva a cabo con una resina de intercambio catiénico con un gradiente de tampones
acidicos. Después de la separacion se convierten en derivados de ninhidrina
coloreados para la deteccion colorimétrica, o en derivados de ortoftaldehido para la

deteccion por fluorescencia.

7.19 DERIVATIZACION PRE-COLUMNA

La derivatizacion pre-columna no necesita de equipos complicados y tienen menos
restricciones, se puede utilizar de forma manual o automatizada. Esta acoplada con
cromatografia de fase reversa en lugar de cromatografia de intercambio catidnico,
fue originalmente introducida como respuesta al incremento en la demanda de
mayor sensibilidad y mayor velocidad de analisis, las ventajas de la metodologia de
la derivatizacion pre-columna incluyen simplicidad, velocidad y alta sensibilidad. Por
ello si se requiere maxima sensibilidad de deteccion, un reactivo fluorescente

combinado con la derivatizacion pre-columna es el método mas indicado.

Como desventaja esta la necesidad de garantizarse la completa reaccion del
reactivo derivatizante y la posibilidad de interferencia con la separacién por exceso
de reactivo, el medio de reaccion o la produccion de diferentes derivados de un

componente. Ademas, la estabilidad del derivado puede ser un importante factor
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durante la derivatizacion pre-columna, la demora entre la derivatizacion y la

inyeccion llega a ser fundamental para los resultados obtenidos, (AEEIQ, 2001).

De los cuatro procedimientos principales de derivatizacién pre-columna conocidos,
que utilizan el isotiocianato de fenilo (PITC) (Imakyure et al., 1993), el cloruro de 4-
(4-dimetilaminoazofenil) sulfonilbenceno (cloruro de Dabsilo) (Yang y Smetena.,
1993), el o-ftalaldehido (OPA) (Dorresteijn et al., 1996; Fermo et al., 1990; Jacobs,
1986; Jorgensen & Jensen, 1997; Baffi, 1990) y el cloruro de 9-fluoroenilmetil

cloroformato (FMOC-CI) (Guo, Y. et al., 1989), ninguno ofrece la solucion ideal.

7.20 DERIVATIZACION POST-COLUMNA

La derivatizacion siguiendo a una cromatografia de intercambio catiénico de
aminoacidos libres tiene distintas ventajas, con tal de que la instrumentacion
produzca velocidades y temperaturas de reaccién reproducibles. Ademas para la
derivatizacion no es necesario proceder al completo, y los problemas de estabilidad
del derivado son insignificantes. Otras ventajas son que la automatizacion es facil y
gue el tiempo consumido y la perdida a causa de la preparacion de la muestra son
innecesarias, (AEEIQ, 2001).

La derivatizacion post-columna se lleva a cabo después de la separacion
cromatografica, pero antes de la deteccidn, la principal ventaja que presenta es que
la cromatografia de los analitos no se ve afectada por la derivatizacién, (Islas G.,
2013).

Una desventaja con un sistema HPLC convencional es que son necesarios
instrumentos mas complejos que para el método pre-columna. La derivatizacion
post-columna requiere la adicibn de una o mas bombas para los disolventes y
reactivos derivatizantes. También se requiere la adicion de un reactor post-columna,
el cual llevara a un ensanchamiento de banda adicional, y por esto, un
decrecimiento en la sensibilidad de detencion. La columna de elucion es

continuamente diluida por el reactivo derivatizante, provocando un descenso en la
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sensibilidad de deteccidn. Asi, la maxima sensibilidad alcanzable por derivatizacion

post-columna sera menor que en el caso de la pre-.columna, (AEEIQ, 2001).

7.21 AGENTES DERIVATIZANTES
Los agentes derivatizantes mas utilizados en el analisis de aminoacidos son:
7.21.1 Ninhidrina

La ninhidrina se utiliza para la determinacion de los aminoacidos tras su separacion
en su forma natural por cromatografia de intercambio i6nico. Por tanto, la

derivatizacién con ninhidrina es exclusivamente postcolumna (White y Hart, 1992a).
7.21.2 Cloruro de dansilo

El cloruro de dansilo (DNS-CI) es un reactivo fluorogénico de derivatizacion
precolumna que permite la determinacion de aminas primarias y secundarias. La
dansilacién se ha usado como un método para la determinacion de aminoéacidos
libres, tanto los procedentes de la hidrolisis de proteinas como los aminoacidos
terminales de proteinas y péptidos. Los derivados son detectables por fluorescencia
(Aex 360 nm; Aem 470) o por ultravioleta (254 nm) y los niveles de deteccidn estan
en el orden de picomoles o fentomoles dependiendo de la sensibilidad del detector
(White y Hart, 1992a).

7.21.3 Cloruro de dabsilo

Los derivados obtenidos con el cloruro de dabsilo tienen una absorcion méaxima a
420 nm (regién visible), son altamente estables y son rapidamente separados y
detectados a niveles de picomoles. Los derivados se mantienen perfectamente
estables durante cuatro semanas a temperatura ambiente. Reacciona con
aminodacidos primarios y secundarios para producir derivados que tienen una gran
absorbancia en el rango del visible. La reaccién se realiza a unos 70°C y un pH de
8 a 8’5, produciendo derivados altamente estables en 10 o 12 minutos. Se forman

mono Yy bis-derivados de lisina, tirosina e histidina.
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7.21.4 Dinitrofluorobenceno

El dinitrofluorobenceno (DNFB) es un agente de derivatizacion precolumna que se
utiliza para la caracterizacion de aminoacidos terminales de cadenas peptidicas
(Céceres et al., 1986).

7.21.5 Fenilisotiocianato

El agente derivatizante fenilisotiocianato se ha utilizado durante mas de 30 afios en
el método de la degradacion de Edman para secuenciar proteinas y péptidos. Este
agente reacciona con los aminoacidos libres produciendo feniltiocarbamil

aminoéacidos (Céaceres et al., 1986).
7.21.6 Ortoftaldehido

El ortoftaldehido (OPA), fue introducido en 1971 y es el agente de derivatizacion
mas comunmente usado en cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa
para la determinacién de aminoacidos. Se ha aplicado a vinos (Pozo-Bayon et al.,
2005; Soufleros et al., 2003) y vinagres (Kutlan y MolnarPerl, 2003). Otra de las
aplicaciones de este reactivo ha sido la determinacion de aminoacidos
enantibmeros en alimentos y bebidas (Briieckner et al., 1995).

7.21.7 Fluorenilmetil cloroformato

Se ha demostrado que el 9-fluorenilmetil cloroformato (FMOC-CL) es adecuado
para la deteccion por fluorescencia de aminoacidos primarios y secundarios. Este
reactivo da lugar a derivados estables y altamente fluorescentes (Bauza et al.,
1995).

7.21.8 Etoximetilenmalonato de dietilo

El etoximetilenmalonato de dietilo (EMMDE), es otro agente de derivatizacion
precolumna capaz de reaccionar con aminoacidos primarios y secundarios dando
lugar a derivados detectables en la region UV-visible. Este agente se ha aplicado
para determinar el contenido de aminoacidos en muestras de vino (Chichon et al.,
2001)
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7.21.9 Aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato

El 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato (AQC) es un agente para la
derivatizacion de grupos aminos, especificamente disefiado para el andlisis de
aminoacidos, con la idea de simplificar la reaccion de derivatizacion, aumentar los
rendimientos de la reaccion e incrementar la sensibilidad y selectividad de los
derivados formados cuando se trabaja con deteccion por fluorescencia (Cohen y
Michaud, 1993; Cohen y Antonis, 1994; Wandelen y Cohen, 1997).

7.22 LOS METABOLITOS SECUNDARIOS DESEMPENAN MULTIPLES
PAPELES.

Mientras numerosos productos secundarios cumplen funciones de proteccion, otros
son esencialmente atractivos para los polinizadores y dispersantes de las semillas.
La canavanina es un aminoacido que no se encuentra en las proteinas, pero que es
muy similar al amino&cido arginina, presente en casi todas las proteinas. La
canavanina desempefia dos funciones importantes en las plantas que la producen
en cantidades significativas. La primera es como compuesto que almacena
nitrégeno en las semillas. La segunda es de defensa y se basa en la similitud de la
canavanina con la arginina: muchas larvas de insectos que consumen tejidos de las
plantas que contienen canavanina se envenenan. La canavanina es incorporada en
las proteinas del insecto en algunos lugares donde el ADN ha codificado para la
arginina debido a que la enzima que carga los ARNt especificos para la arginina no
puede discriminar con precisibn entre los dos aminoacidos. Las proteinas
resultantes terminan con una estructura terciaria modificada y por ende, con una
actividad bioldgica reducida. Estos defectos en la estructura de las proteinas
conducen a anormalidades en el desarrollo que matan al insecto. Algunas larvas de
insectos pueden comer tejidos de plantas que contienen canavanina y desarrollarse
normalmente. En estas larvas, la enzima que carga el ARNt especifico para la
arginina discrimina con precisidon entre arginina y canavanina. Por lo tanto, la
canavanina que ingieren no es incorporada en las proteinas que forman y la larva

no resulta afectada (De Moraes et al., 1998).
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7.23 CLASES PRINCIPALES DE METABOLITOS SECUNDARIOS

7.23.1 Terpenos

Los terpenos, o terpenoides, constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos
secundarios (mas de 40.000 moléculas diferentes). La ruta biosintética de estos
compuestos da lugar tanto a metabolitos primarios como secundarios de gran
importancia para el crecimiento y supervivencia de las plantas. Entre los metabolitos
primarios se encuentran hormonas (giberelinas, acido abscisico y citoquininas),
carotenoides, clorofilas y plastoquinonas (fotosintesis), ubiquinonas (respiracion) y

esteroles (de gran importancia en la estructura de membranas).

Suelen ser insolubles en agua y derivan todos ellos de la unién de unidades de
isopreno (5 atomos de C). De esta forma, los terpenos se clasifican por el nimero
de unidades de isopreno (C5) que contienen: los terpenos de 10 C contienen dos
unidades C5 y se llaman monoterpenos; los de 15 C tienen tres unidades de
isopreno y se denominan sesquiterpenos, y los de 20 C tienen cuatro unidades C5
y son los diterpenos. Los triterpenos tienen 30 C, los tetraterpenos tienen 40 C y se

habla de politerpenos cuando contienen méas de 8 unidades de isopreno.

Se sintetizan a partir de metabolitos primarios por dos rutas: la del &cido mevalodnico,
activa en el citosol, en la que tres moléculas de acetil-CoA se condensan para
formar acido mevaldnico que reacciona hasta formar isopentenil difosfato (IPP), o
bien la ruta del metileritritol fosfato (MEP) que funciona en cloroplastos y genera
también IPP.

El isopentenil bifosfato y su isomero dimetilalil difosfato (DMAPP) son los
precursores activados en la biosintesis de terpenos en reacciones de condensacion
catalizadas por prenil transferasas para dar lugar a pernil bifosfatos como
geranildifosfato (GPP), precursor de monoterpenos, farnesil difosfato (FPP)
precursor de sesquiterpenos y geranilgeranil difosfato (GGPP) precursor de

diterpenos.
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El grupo de los terpenos, como antes se menciona, incluye hormonas (giberelinas
y &cido abscisico), pigmentos carotenoides (carotenos y xantofilas), esteroles
(ergosterol, sitosterol, colesterol), derivados de los esteroles (glicosidos cardiacos),
latex y aceites esenciales (proporcionan el olor y el sabor caracteristico de las
plantas). Aunque las citoquininas y las clorofilas no son terpenos, contienen en su
estructura una cadena lateral que es un terpeno. A la vista de esta variedad de
compuestos, es evidente que muchos terpenos tienen un importante valor fisiol6gico

y comercial.

Muchos terpenoides son comercialmente interesantes por su uso como aromas y
fragancias en alimentacion y cosmeética, o por su importancia en la calidad de
productos agricolas. Otros compuestos terpenoides tienen importancia medicinal
por sus propiedades anticarcinogénicas, antiulcerosas, antimalariales,

antimicrobianas, etc.

7.23.2 Compuestos fenolicos

En el contexto del metabolismo, los aminoacidos aromaticos se pueden dirigir tanto
al metabolismo primario como al metabolismo secundario. Las plantas sintetizan
una gran variedad de productos secundarios que contienen un grupo fenol. Estas
sustancias reciben el nombre de compuestos fendlicos, polifenoles o
fenilpropanoides y derivan todas ellas del fenol, un anillo aromético con un grupo

hidroxilo.

Desde el punto de vista de la estructura quimica, son un grupo muy diverso que
comprende desde moléculas sencillas como los acidos fendlicos hasta polimeros
complejos como los taninos y la lignina. En el grupo también se encuentran
pigmentos flavonoides Muchos de estos productos estan implicados en las
interacciones planta-herbivoro. Existen dos rutas basicas implicadas en la
biosintesis de compuestos fendlicos: la ruta del &cido Shiquimico y la ruta del &cido

maldnico.
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Los acidos cinamico y cumarico, asi como sus derivados, son compuestos fendlicos
simples llamados fenilpropanoides por contener un anillo de benceno y una cadena
lateral de tres carbonos.

Las cumarinas son una amplia familia de lactoras, mas de 1500 identificadas en
mas de 800 especies de plantas, que actian como agentes antimicrobianos y como

inhibidores de germinacion.

Entre los compuestos fendlicos también se encuentran los derivados del acido
benzoico que tienen un esqueleto formado por fenilpropanoides que han perdido un

fragmento de dos carbonos de la cadena lateral.

Entre los compuestos fendlicos también se encuentran los flavonoides. Su
esqueleto carbonado contiene 15 carbonos ordenados en dos anillos aromaticos
unidos por un puente de tres carbonos. Se clasifican en funcién del grado de
oxidacion del puente de tres carbonos, siendo las principales antocianinas
(pigmentos), flavonas, flavonoles e isoflavonas. Entre sus funciones se encuentra la

defensa y la pigmentacion.

Los taninos son compuestos fendlicos poliméricos que se unen a proteinas

desnaturalizandolas.

7.23.3 Glicosidos

Los glicésidos son metabolitos vegetales de gran importancia. Su nombre hace
referencia al enlace glicosidico que se forma cuando una molécula de azucar se
condensa con otra que contiene un grupo hidroxilo. Existen tres grupos de glicésidos
de particular interés: saponinas, glicésidos cardiacos y glicésidos cianogénicos. Una
cuarta familia, los glucosinolatos, se incluyen en este grupo debido a su estructura

similar a los glicosidos.

Las saponinas se encuentran como glicésidos esteroideos, glicésidos esteroideos
alcaloides o bien glicésidos triterpenos. Son por tanto triterpenoides o esteroides

que contienen una 0 mas moléculas de azicar en su estructura. Se pueden
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presentar como agliconas, es decir, sin el azucar (el terpeno sin el azucar, por
ejemplo), en cuyo caso se denominan sapogeninas. La adicibn de un grupo
hidrofilico (azlcar) a un terpenoide hidrofébico da lugar a las propiedades

surfactantes o detergentes similares al jabdn que presentan las saponinas.

Los glicésidos cardiacos o cardendlidos son semejantes a las saponinas
esteroideas, tienen también propiedades detergentes, pero su estructura contiene

una lactona

Los glicosidos cianogénicos son compuestos nitrogenados, que no son toxicos por
si mismos, pero se degradan cuando la planta es aplastada liberando sustancias

volatiles toxicas como cianuro de hidrégeno (HCN).

7.23.4 Alcaloides

Los alcaloides son una gran familia de mas de 15.000 metabolitos secundarios que
tienen en comun tres caracteristicas: son solubles en agua, contienen al menos un
atomo de nitrégeno en la molécula, y exhiben actividad biol6gica. La mayoria son
heterociclicos, aunque algunos son compuestos nitrogenados alifaticos (no ciclicos)
como la mescalina o la colchicina, por ejemplo. Se encuentran en el 20%

aproximadamente de las plantas vasculares, la mayoria dicotiledéneas herbaceas.

A los valores normales de pH del citosol y de la vacuola (7,2 y 5-6, respectivamente),
el nitrégeno esta protonado lo cual confiere el caracter basico o alcalino de estos
compuestos en solucion.n En humanos, los alcaloides generan respuestas
fisiolégicas y psicoldgicas la mayoria de ellas consecuencia de su interaccién con
neurotransmisores. A dosis altas, casi todos los alcaloides son muy téxicos. Sin
embargo, a dosis bajas tienen un alto valor terapéutico como relajante muscular,

tranquilizante, antitusivos o analgésicos.

Se sintetizan normalmente a partir de lisina, tirosina y triptéfano, aunque algunos
como la nicotina y compuestos relacionados derivan de la ornitina (Avalos & Pérez,
2009)
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VIll. PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES
REALIZADAS

8.1 OBTENCION DE LA MATERIA PRIMA

Las semillas de canavalia fueron proporcionadas por el instituto tecnologico de
Tuxtla Gutiérrez y plantadas el 2 de noviembre de 2015 en recipientes resistentes y
con buen drenaje, con una medida de 40 x 30 cm. y con capacidad de 20 kilos de
suelo sin ningun tratamiento de fertilizacion. Se colocaron en cada recipiente
aproximadamente cuatro semillas para su germinacién por 12 dias, regandolas
cada dos dias. Se dejo desarrollar solo dos plantas por cada recipiente. Se
sembraron plantas para un periodo de muestreo de 12 meses. La siembra fue por
triplicado, por lo tanto, Se desarrollaron en total 72 plantas en 36 recipientes con su
correspondiente etiqueta.

8.2 COLECTA DE MATERIAL VEGETAL

La recoleccion de las plantas se llevé a cabo de forma manualmente seleccionado
aquéllas con mejores caracteristicas. El muestreo por triplicado se tomo6 cada mes
por un periodo de seis meses, empezando a contar el tiempo desde la fecha de
siembra, extrayendo una planta por cada recipiente para la medicion de sus
variables. Este procedimiento se realizé en el periodo comprendido de noviembre a
mayo de 2016.

8.3 MEDICION DE VARIABLES

Para la medicion de variables de las muestras se tomaron las plantas completas (de
raiz a flor). Todas las plantas se limpiaron en forma manual, eliminando material

ajeno al estudio.
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8.3.1_ MEDICION DE LONGITUDES

Para la medicion de las longitudes se utilizé un flexémetro convencional pequefio.
En el tallo se midi6 desde la base del tallo hasta la yema apical y Para la medicion
de la raiz principal se midié desde el cuello hasta la parte terminal de esta. Con los

datos anteriores se obtuvo la longitud total de la planta.

8.3.2_ MEDICION DE MASA (PESO)

Utilizando una balanza analitica se peso6 la planta completa (de raiz a flor) y por

separado las siguientes partes de la planta: tallo, raiz, nédulos, hojas y vainas.

8.3.3_ MEDICION DE DIAMETROS

Para medir el diametro se utilizé un vernier Surtek 0-6” (0-150 mm). se midio el tallo
en tres diferentes puntos de esta para obtener un promedio (base del tallo, parte
media y alta). Para la medicion de los nddulos se eligieron tres por cada raiz para

obtener un promedio.

8.3.4 MEDICION DE CLOROFILA

Para la medicién de clorofila se utilizé un clorofilo-metro digital Minolta-SPAD 502.

Se tomaron datos de tres hojas en diferentes puntos de la parte area de cada planta.

8.4 PROCESAMIENTO DE LA MATERIA PRIMA

Se separo6 la raiz de la planta cortdndola desde la base del tallo y se someti6 a calor
para su deshidratacion en un horno Cole-Parmer Stabletemp a 50°C por un tiempo
de 5 dias. ElI material obtenido se sometio a procesamiento fisico para el molido y

homogenizacion de las muestras. El molido se realiz6 con molino Mr. Coffee, IDS77.
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Comenzando con la opcidn gruesa hasta la mas fina. Las muestras ya molidas se

colocaron en bolsas de papel y se guardaron en un desecador.

8.5 EXTRACCION DE L-CANAVANINA DE RAIZ

El método de extraccion fue realizado de acuerdo al descrito por Oropeza y col.
(1988). Se pes6 1 g de muestra molida finamente y se le agregd 10 ml de agua
destilada, se agité durante 10 min y posteriormente se centrifugo en una centrifuga
Sol-bat J-600 por 10 min a 2000 g. El sobrenadante fue extraido y se agreg6 un
volumen igual de cloroformo para volver a centrifugar por 10 min a 2000 g. La
extraccion con cloroformo fue repetida 2 veces mas recuperando la fase acuosa en

todos los casos.

8.6 PROCESO DE DERIVATIZACION

Se transfirid 1 ml de la muestra a un vial, luego se le adicion6 100 pl de tampon de
bicarbonato de sodio 0.2 M, pH 9.0. Después se afiadié 100 ul de cloruro de dabsilo
(20 nmol/mL disuelto en acetona), se llevé hasta sequedad en una estufa Cole-
Parmer Stabletemp a 70°C. Luego se disolvio en 2 mL de etanol al 70% (v/v)
(Chang, et al. (1981).

8.7 IDENTIFICACION DE CANAVANINA

Para la estandarizacibn de la técnica para cuantificar L-Canavanina se esta
utilizando un equipo de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) de bomba
cuaternaria marca Perkin Elmer Series 200 con detector de arrelos de diodos y una
columna cromatografica de fase reversa marca Supelco LICHROSORB RP18-5
15cm x 4.6mm, 5um. Las lecturas para la deteccion del aminoacido se realizaron a
436nm.
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del analisis estadistico de diferencia minima significativa de las
variables de crecimiento del sistema radicular de la planta en estudio, Canavalia
ensiformis, fue evaluado por el programa estadistico STATGRAPHICS Centurion,
el andlisis de varianza se realizdé por ANOVA simple y la prueba de rangos multiples,
fue por el método Tukey HSD con un nivel de confianza del 95% de probabilidad.

No existen diferencias estadisticamente significativas entre letras iguales.
Se determiné las diferencias significativas del sistema radicular de C. ensiformis en
términos de longitud raiz, peso de raiz, numero de nédulos, peso de nodulos y

diametro de nodulos. En andlisis estadistico de la variable de crecimiento sobre

longitud de raiz se muestra en la figura 2.

LONGITUD DE RAIZ dms=45.3
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Figura 2. Analisis estadistico de la variable longitud de raiz de Canavalia
ensiformis desde el dia de la siembra hasta los 180 dde.

Segun la comparacion de medias de la variable longitud de raiz de Canavalia
ensiformis, mostraron diferencia significativa en los 180 dds con respecto a los 30
dds. Indiscutiblemente esta diferencia es debido a que la planta durante los 30 dds
paso por sus diferentes etapas de desarrollo, la mas importante en este caso, es la
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fase vegetativa, la cual dio inicio en el momento en que la semilla dispone de
condiciones favorables para su germinacion; emergiendo de ella en primer lugar la
radicula, la cual se alarga para convertirse en raiz primaria; sobre ella, cerca de la
superficie del suelo aparecen luego raices secundarias y terciarias. Y en cambio, a
los 180 dss se habla de una raiz que ya completo todas fases de crecimiento como
son la longitudinal, lateral y tiene bien marcados su destinos celulares, por lo tanto
su tamafio es mayor que a los 30 dde.

Quiroga et al., en el 2006 informaron que, la raiz de la Canavalia es pivotante y muy
ramificada, con un radio de ramificacion de hasta 1.5 metros. Estas caracteristicas
pudieron ser visualizadas, pero a una escala menor a la que informa Quiroga et al.;
pues a los 180 dds apenas alcanzo de longitud de raiz 76.6 cm y el radio de

ramificacion observada era de menos de 30 cm.

Martin, 2009 en sus resultados demuestran la capacidad simbidtica de la canavalia
con bacterias fijadoras de nitrégeno y hongos micorrizico arbusculares, mostraron
un significativo incremento en la longitud de las raicillas y en los indicadores de la
simbiosis micorrizica; lo cual corrobora las multiples valoraciones realizadas sobre

el HMA y el Rhizobium, como ejemplos de microorganismos simbidticos mutualistas.

En la figura 3. se analiz6 estadisticamente la variable peso de raiz de Canavalia

ensiformis desde el dia de la siembra hasta los 180 dds.

39



PESO DE RAIZ dms=7.6
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Figura 3. Analisis estadistico de la variable peso de raiz de Canavalia
ensiformis desde el dia de la siembra hasta los 180 dds.

Para la variable peso de raiz de la planta de C. ensiformis el analisis estadistico
mostro, diferencia significativa a los180 dds, con respecto al tratamiento de tiempo

de crecimiento de 30 dds.

Natacha y Sierra (2007), publicé que la biomasa de nddulos a los 109 DDP (1.03 £
0.33 g.planta?) representé el 22 % del peso total de las raices (4.51 + 0.16 g.planta

),

La observacion visual de las raices de Canavalia en las tres repeticiones que se
tuvieron, las raices en los primeros 30 dds fueron cortas y con gran numero de
nédulos pero de tamafio muy pequefio, las cuales no podian ser comparadas con
la raices obtenidas a partir de los 90 dds en donde la nodulacién fue aumentando

conforme al tiempo de crecimiento de la planta.

La Canavalia prospera y se desarrolla bien en un amplio rango de condiciones
agrometeoroldgicas, presenta un rapido y facil establecimiento. Es una especie que
nodula con cepas nativas de Rhizobium (CIDICCO, 2004; Embrapa, Agrobiologia,
2007).
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Martin, 2009 ha demostrado que la canavalia, que posee un alto potencial de
colonizacion por hongos micorrizico arbusculares (HMA) nativo del suelo, y es

capaz de propiciar la colonizacién de cultivos asociados 6 en sucesion.

Veresoglou et al., 2012 indica que los hongos micorrizicos arbusculares (HMA)
constituyen una asociacion simbidtica que existe entre ciertos hongos del suelo y
las raices de las plantas superiores. En ella, ambos simbiontes se benefician
mutuamente. Las micorrizas reciben fuentes carbonadas provenientes de la planta,
mientras que a través de las estructuras fangicas se incrementa en las plantas, la
capacidad de exploracién del suelo, la absorcidon de nutrientes y el crecimiento y
desarrollo.

Por esta importante asociacion simbiética, se analizaron las variables relacionadas
con los noédulos de la raiz de Canavalia ensiformis, uno de ellos es el analisis
estadistico de la variable nimero de nédulos en la raiz desde el dia de la siembra

hasta los 180 dds, se muestra en la figura 4.
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Figura 4. Analisis estadistico de la variable numero de nédulos en laraiz de
Canavalia ensiformis desde el dia de la siembra hasta los 180 dds.
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El analisis estadistico para la variable de nimero de ndédulos indic6é diferencia
significativa en los 90 dds con respecto a tiempo de crecimiento de150, 120, 180 y
30 dds.

Marmolejo et al., (1986) informa que C. ensiformis presenta buena nodulacion y
distribucion uniforme, es decir corresponde a la categoria 3C. ElI numero
aproximado de nodulos fue 50-100 por planta. O sea que la nodulacion se puede

clasificar como "abundante".

Cada 30 dias, el niumero de nédulos iba en aumento, coincidiendo con lo reportado
por Marmolejo et al., (1986), obteniendo de 70 hasta 200 nddulos por planta

conforme iba el crecimiento de esta.

La figura 5 muestra el anadlisis estadistico de la variable peso de nodulos

encontrados en raiz de Canavalia ensifomis.

PESO DE NODULOS dms=2.5
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Figura 5. Analisis estadistico de la variable peso de nddulos en la raiz de
Canavalia ensiformis desde el dia de la siembra hasta los 180 dds.

El analisis estadistico para la variable peso de nédulos, mostraron diferencia

significativa a los tiempos de 90 dds y 60 dds con respecto a los 30 dds.
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El peso de los nddulos a los 30 dias fue muy poco comparado con el peso a los 60
dias después de la siembra, pero este factor no es completamente independiente
de los niumeros de nddulos, ya que cuando la planta tiene pocos nédulos, estos son
generalmente mayores que cuando la planta tiene nédulos mas abundantes (Neyra,
1995).

El andlisis estadistico para la variable didmetro de nédulos encontrados en la raiz
de Canavalia ensiformis se muestra en la figura 6.
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Figura 6. Andlisis estadistico de la variable didAmetro de nédulos en la raiz de
Canavalia ensiformis desde el dia de la siembra hasta los 180 dds.

Con respecto al analisis de la variable diametro de nédulos de Canavalia ensiformis,
no mostraron diferencia significativa durante todo el tiempo monitoriado en el

estudio.

La observacion visual de las raices de canavalia mostro que los nédulos fueron muy
abundantes desde los 30 dias después de la siembra, principalmente en la parte
superior de la raiz, de un didmetro aproximado de 4-5 mm, con una forma redonda
o ligeramente ovalados y con un color purpura a rosado en su interior. Las
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caracteristicas anteriores concuerdan con los resultados de Marmolejo et al., (1986)

indicando que la mayoria de los n6dulos son efectivos.

El conjunto de resultados y observaciones visuales indico que canavalia tuvo una
fuerte capacidad de fijacién simbidtica en las condiciones de estudio que fueron sin

ningun tratamiento previo al suelo.

Posteriormente se midio la produccion de clorofila de las plantas de Canavalia
ensiformis cada 30 dde durante 180 dias. El resultado se expres6 en unidades

SPAD, y los resultados se muestran en la figura 7.
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Figura 7. Produccion de clorofila en plantas de C. ensiformis desde la
emergencia hasta los 180 dde.

Para el analisis estadistico de la produccién de clorofila durante 180 dde de la planta
de Canavalia ensiformis, se observa diferencia siginificativa a los 60 dde con

respecto al tiempo de 120 dde.

En nuestras plantas estudiadas se observo la maxima produccion de clorofila a los
60 dde, siento esta la medicion mas alta en todo el estudio. El tiempo donde se
observo la menor produccion de clorofila fue a los 120 dde, tiempo en el que habia

mayor floracion, produccion de vainas y formacién de nuevas hojas.
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Un elemento fundamental en el proceso de la fotosintesis es el magnesio, elemento
bésico en la produccion de clorofila, ya que el Mg es movil, la planta lo moviliza
hacia el tejido nuevo. Es por ello que a los 120 dias bajo la clorofila, debido a que
la mayor parte de las hojas se encontraban en etapas adultas o basales, cayéndose
estas y formandose nuevas hojas. La produccién de clorofila fue variando ya que de

manera constante las plantas mudaban hojas, flores y frutos.
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X. CONCLUSION

El crecimiento longitudinal de la raiz depende principalmente a la simbiosis de
bacterias fijadoras de nitrogeno y la planta, debido a que estos microorganismos
reciben fuentes carbonadas provenientes de la planta, mientras que a travées de las
estructuras fingicas se incrementa en las plantas, la capacidad de exploracién del

suelo, la absorcion de nutrientes y el crecimiento y desarrollo de la planta.

El nimero de ndédulos, el diametro y peso de estos, juegan un papel importante en

la expresién del peso del sistema radicular.

Hubo una alta capacidad de fijacion simbiotica en las condiciones de este estudio,
indicativo de numerosos rizobios y hongos micorrizos arbusculares ademas de

condiciones fisicas favorables en el suelo.

El ndmero de nédulos producidos depende de la raza o cepa de rizobio y de las

caracteristicas genéticas de la planta.

El didmetro de los nddulos concuerda con lo citado por otros autores siendo el

promedio de estos 4-5 mm.

La adaptacion del sistema radicular al sustrato es determinante para la adquisicion

eficiente de nutrientes y refleja esa plasticidad del desarrollo que la raiz tiene.

La produccion de clorofila es mayor en hojas nuevas que en la que estan en estado
de latencia, cuando se pierden las hojas, se detiene el envio de nutrientes a ella, y
comienza la recuperacion de algunas de las moléculas utiles en la hoja, para ser
almacenados o usados en una nueva.
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