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Resumen

El arbol denominado por su nombre cientifico Brosimum alicastrum Sw., se adapta
a diferentes condiciones climaticas y geograficas, es por ello que su distribucion se
extiende desde la Peninsula de Yucatan, hasta el sur del estado de Sinaloa. El
objetivo de este proyecto, fue analizar el contenido de metabolitos secundarios y el
perfil electroforético de proteinas en las hojas de B. alicastrum, realizando una
comparacion en tres sitios experimentales (Tuxtla Gutiérrez, Cintalapa y
Villaflores). Mediante técnicas de extraccion y cuantificacién, se determinaron la
cantidad de metabolitos secundarios presentes en las hojas de distintas regiones
del estado de Chiapas. Ademés, en un estudio preliminar se extrajeron las
proteinas y se determind su tamafio molecular mediante un perfil electroforético,
utilizando la técnica de SDS-PAGE. La concentracion media global de los
metabolitos secundarios fue de 1.73089 mg de quercetina / g de materia seca,
5.19691 mg de rutina / g de materia seca, 445.987 mg de diosgenina / g de
materia seca, 0.248598 mg de proantocianidina / g de materia seca, 0.220576 mg
de umberliferona / g de materia seca y 0.0376245 mg de acido galico / g de
materia seca. En el patron electroforético, se demostré que las proteinas
presentes en las hojas de B. alicastrum, oscilan entre los 37 y 50 kD de peso. Los
resultados obtenidos en este proyecto de investigacion, permiten evidenciar por
primera vez la concentracibn de metabolitos secundarios y el tamafio de las
proteinas presentes en las hojas de B. alicastrum, permitiendo constatar por

primera vez el potencial biotecnolégico y nutrimental disponible en este arbol.
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1.- Introduccion

La presente investigacion evidencia la importancia que tiene el arbol denominado
Brosimum alicastrum Sw., por su nombre comun “Mohu”. La distribucion
geografica de esta especie se extiende desde el sur del estado de Sinaloa hasta la
Peninsula de Yucatan. Esta planta tiene un prometedor valor econémico en cada
una de sus partes. La semilla, el follaje y su madera tienen posibilidades a
considerar en su uso. Por sus caracteristicas, el “Moh0” juega un rol importante
de las selvas, dada su tolerancia a las sequias y su capacidad de prosperar dentro
de regiones con poca humedad (Meiners et al., 2009).

El metabolismo permite que los seres vivos puedan crecer, adaptarse y realizar
sus funciones biologicas. ElI metabolismo primario juega un papel importante
donde se producen moléculas tales como aminoacidos, nucledétidos, vitaminas,
acidos organicos, proteinas, etc. (Gémez, 2009).

El metabolismo secundario consiste en la produccién de moléculas que no son
estdn estrictamente relacionadas al crecimiento. Estas moléculas pueden
encontrarse en distintas concentraciones en todos los organismos vivos tales
como bacterias, hongos, animales y vegetales. La produccién de estos metabolitos
varia de acuerdo a las necesidades, condiciones fisiologicas, factores bidticos o
abidticos, que el organismo de estudio experimente (Sanchez, 2015).

La proteémica y la metabolémica son técnicas de estudio que permiten extraer,
cuantificar y analizar a las proteinas y los metabolitos secundarios
respectivamente. El estudio en las plantas de estos productos del metabolismo, se
deriva a la necesidad del hombre por conocer, analizar y aprovechar todos los
recursos naturales disponibles a su alcance. El potencial que este arbol tiene es
amplio y diverso, por lo tanto, el objetivo principal de este trabajo de investigacion
fue determinar el contenido de metabolitos secundarios y las proteinas presentes

en tres sitios de muestreo (Tuxtla Gutiérrez, Cintalapa y Villaflores).



Tecnoldgico Nacional de México

SECRETARIA I
DUCACION PUBLICA

Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez

2.- Problemas a resolver

e Actualmente el aprovechamiento integral del arbol Brosimum alicastrum Sw.
es nulo. El contenido de este reporte permite evidenciar la importancia y el
potencial economico, forestal, biotecnolégico y nutrimental del arbol
Brosimum alicastrum Sw.

e Existe poca informacion cientifica relacionada con el contenido de proteinas
y metabolitos secundarios, por lo que la estandarizacion de una técnica de
extraccién y cuantificacion de proteinas y metabolitos secundarios para

Brosimum alicastrum Sw., es de gran importancia.
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3.- Objetivos

Objetivo general

Evaluar el contenido de metabolitos secundarios y el perfil electroforético de
proteinas, presentes en las de hojas de Brosimum alicastrum Sw. en diferentes

regiones del estado de Chiapas.
Objetivos especificos

1.- Establecer un protocolo para la extraccién y cuantificacion de metabolitos

secundarios en hojas de Brosimum alicastrum Sw.

2.- Evaluar el contenido de metabolitos secundarios en hojas de Brosimum

alicastrum Sw., provenientes de diferentes sitios experimentales.

3.- Establecer un protocolo para la extraccion de proteinas en hojas de Brosimum

alicastrum Sw.

4.- Determinar el perfil electroforético de proteinas en extractos vegetales

extractos vegetales en hojas de Brosimum alicastrum Sw.
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4 .-Justificacion

Las proteinas son las moléculas organicas mas estudiadas en las plantas no solo
en su contenido, también en la determinacion de su estructura, propiedades y
funciones bioldgicas. Es por ello que el estudio protedmico y los estudios de las
variaciones cualitativas y cuantitativas en los patrones de expresion de proteinas,
permite identificar con certeza las proteinas y enzimas implicadas en los procesos
moleculares y rutas metabdlicas que se desarrollan en los organismos vegetales y

su potencial nutrimental y biotecnolégico.

El interés actual por el arbol de Brosimum alicastrum Sw es la comercializacion del
fruto o la madera que puede producir. Sin embargo, existe poca informacién
cientifica del contenido proteico y los metabolitos secundarios presentes en las
hojas de este arbol; por o que en este trabajo de investigacion, se han evaluado
diferentes protocolos para el analisis del contenido de proteinas y sus perfiles
protedmicos asi como también la cantidad metabolitos secundarios presentes en
las hojas de B. alicastrum Sw. Permitiendo generar nuevos conocimientos a las
futuras investigaciones mejorando el estudio y analisis proteébmico, una inferencia
hacia los mecanismos y funcionalidad de estas proteinas en los procesos
bioguimicos y metabdlicos presentes en las hojas de este arbol, con un gran

potencial nutrimental, medicinal y biotecnoldgico.
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5.- Marco teoérico

5.1.- Arboles perennifolios

Los arboles perennifolios son la vegetacion mas exuberante, rica y compleja de
todas las comunidades vegetales (CONABIO, 2008). Su distribucion geografica
esta practicamente restringida a las zonas intertropicales. Una de las aptitudes de
esta clasificacion de arboles, es que las afectaciones climaticas o la falta de agua
no son limitantes para el desarrollo de plantulas a lo largo de todo el afio. Las
zonas en que mejor se preservan aun estas especies de arboles, que conforman
los bosques perennifolios son algunas partes de la Peninsula de Yucatan,
extendiéndose por la selva lacandona en el noroeste de Chiapas y hasta la region
limitrofe entre Chiapas, Oaxaca y Veracruz (CONABIO, 2008).

5.2.- Brosimum alicastrum Sw. (Mohu)

5.2.1.- Descripcion biol6gica de la planta

Brosimum alicastrum Sw. es un arbol perennifolio o subperennifolio, de 20 hasta
45 m de altura, con un didmetro de 50 hasta 1.5 metros. Su copa es piramidal,
densa abierta e irregular, sus hojas son alternas, simples, sus laminas pueden
medir de 4 a 18 cm de largo por 2 a 7.5 cm de ancho; presentan una coloracion
verde brillante en el haz un verde grisaceo en el envés. Su tronco es derecho,
cilindrico con un didmetro de 1.5 a 4 metros; sus ramas son ascendentes y
colgantes. Su corteza externa es lisa, con una coloracién parda grisacea, con
tonos amarillentos. La corteza interna es de color crema amarillento, con aspecto
fibrosa o granulosa, con un abundante exudado lechoso, ligeramente dulce y
pegajoso, el grosor total de esta corteza es de 7 a 12 milimetros (CONABIO,
1972).

Las flores son unisexuales, solitarias y axilares. Las masculinas estan reunidas en
amentos globosos, carecen de corola. Las flores femeninas estan en cabezuelas

ovales, con escamas mas pequefas. Sus frutos tienen una forma redonda con un
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pericarpio globoso, con un didmetro de 2 a 3 cm, presentan una coloracion
amarilla a anaranjado o rojo cuando se encuentra en completa madurez, el sabor y
el olor son dulces, estos frutos contienen aproximadamente de 2 a 3 semillas. Las
semillas regularmente miden de 9 a 13 mm de largo por 16 a 20 mm de ancho,
son esféricas y aplanadas en ambos extremos. Su raiz es muy fuerte, algunas
raices pueden observarse superficialmente. La sexualidad de este arbol cambia
del estado masculino o femenino a partir de cierta etapa en el ciclo de
vida (CONABIO, 1972).

5.2.2.- Ecologiay distribucién

La planta B. alicastrum es un componente importantes de las selvas, pero también
es muy tolerante a la sequia y puede prosperar en micrositios humedos en
regiones de poca humedad (Meiners et al., 2009). Esta especie no solo protege al
suelo, los cuerpos de agua y la biodiversidad, también es una especie que propicia
la restauracion. Bajo la sombra de arboles masculinos se ha documentado una
gran diversidad de plantulas de otros arboles, como el chicle y el palo mulato, lo
gue indica una caracteristica amplia de coexistencia con otras especies (Meiners
et al., 2009).

Es un arbol originario de América tropical. Su extension va desde el sur de México
a través de Centroamérica hasta Colombia, Perd, Venezuela y en las Islas del
Caribe: Cuba, Jamaica y Trinidad y Tobago (CONABIO, 1972). En México se
encuentra desde Sinaloa hasta Chiapas en el litoral pacifico, en el litoral del Golfo

de México desde Tamaulipas hasta Quintana Roo (Batis et al., 1999).

5.2.3.- Condiciones climéticas

El arbol de Brosimum alicastrum Sw. prospera en sitios abarrancaos, sobre
laderas calizas muy inclinadas, aunque se desarrolla mejor en llanos fértiles. Se
encuentra en areas con temperatura media anual de 18 a 27° C, con

precipitaciones anuales de 600 hasta 4,000 mm de lluvias. La caracteristica de los
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suelos en donde puede crecer llega en zonas donde el pH tiene un alcance de 6.8-
8.2 (CONABIO, 1972).

5.3.- Importancia de Brosimum alicastrum Sw.

El “Mohd” es un arbol frondoso y de hermosa simetria, en estados como Yucatan
es ampliamente usado como planta de ornato y sombra, en Veracruz es usado
como arbol de sombra en las plantaciones de café. El principal uso del ramén es
como forraje, en donde el aprovechamiento de las hojas y ramas tiernas es usado
en la alimentacion de los animales de engorda, las cuales pueden presentar entre
un 8% y un 30% de proteina cruda (Pardo & Sanchez, 1980). Ademas sus hojas
pueden ser utilizadas para tratar infecciones de pecho asi como la corteza usarse
como tbénica. Su madera posee una caracteristica de ser muy elastica y poseer
propiedades fisicas que la vuelven facil de tornear, escoplear y cepillar (Romero,
2011).

5.4.- Estudios metabolémicos en plantas

El término metabolémica se refiere al estudio, identificaciébn y cuantificacion de
compuestos de bajo peso molecular en células, tejidos o fluidos bioldgicos,
producto de las reacciones metabdlicas en los seres vivos, cuya cuantificacion

proporciona un amplio panorama del estatus bioquimico (Férnandez et al. 2009).

5.4.1.- Extraccién de metabolitos

La extraccion es un término usado en la industria farmacéutica que implica la
separacion de las porciones activas de los tejidos vegetales de la parte inactiva, o
los compuestos inertes mediante el uso selectivo de solventes en distintos

procedimientos (Handa et al. 2008).

Usualmente la extraccion se realiza a partir de muestras secadas por aire o
iofilizadas utilizando una amplia variedad de solventes. Sin embargo, se utilizan un
solvente polar como el metanol causando una buena separacion de los

compuestos (Colegate & Molyneux, 2008).
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5.4.2.- Aspectos fundamentales de los metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son compuestos organicos sintetizados por los
organismos Vvivos, cuya produccibn no esta relacionada directamente al
crecimiento o reproduccion de los mismos. A diferencias de las proteinas, que son
consideras como metabolitos primarios, la ausencia de los metabolitos
secundarios no impide la supervivencia, sin embargo, estos se producen por rutas

anabdlicas especializadas cuando no hay crecimiento. (Patra et al. 2013).

En los organismos vivos, existen tres rutas biosintéticas que dan parte al
metabolismo secundario, estas son: la ruta del acido shikimico (alcaloides y
fenilpropanoides, ruta de acetato-malonato (policétidos) y ruta del acetato-
mevalonato (terpenos o isoprenoides) (Sanchez, 2015). Estas rutas biosintéticas
dan origen, a los compuestos secundarios los cuales se dividen en tres amplios
grupos: los terpenos, las sustancias fendlicas y los compuestos nitrogenados
(Sanchez, 2015).

5.4.3.- Flavonas y flavonoles

Una gran variedad de compuestos se producen a través de la ruta de los
fenilpropanoides, de la cual se derivan numerosos compuestos polifenolicos, entre
ellos las flavonas (Miyahisa et al., 2005). En las plantas tienen propiedades
importanes en las actividades bioldégicas como el crecimiento de raices, la
coloracion de los frutos, etc. Las flavonas comprenden un grupo de compuestos
importantes, se encuentran concentraciones muy grandes de este metabolito en
cereales, como el maiz y el arroz los cuales tienen un rol importante en la

alimentacion humana y animal (Brazier & Edwards, 2012).

Los flavonoles son metabolitos secundarios que pertenecen al grupo de los
flavonoides. Estos compuestos se distinguen por la oxidacion del central anillo de
pirano. Existen evidencias de que los flavonoles controlan el crecimiento de la
planta y actian directamente en el trasporte de axinas, causando asi la derivacion

de brotes y raices (Nguyen et al., 2013). Ademas, participacion en la pigmentacion
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de las hojas y en su brillo, asi como la relacion de generacion de polen para
causar la germinacion de frutos. Este metabolito tiene un potencial medicinal, ya
que se utiliza en el tratamiento contra el cancer, su consumo puede beneficiar

evitar enfermedades cardiovasculares (Sun et al., 2016).

5.4.4.- Flavonoides

Los flavonoides representan a una larga familia de moléculas de bajo peso
molecular, derivados de compuestos polifendlicos producto del metabolismo
secundario. Estos compuestos estan dispersos en el reino vegetal desde los
musgos hasta los angiospermas. Por definicion, los flavonoides tienen la misma
composicion, la cual consiste en dos anillos aromaticos con seis atomos de
carbono interconectados por un atomo heterociclico de tres carbonos. De acuerdo
a la modificacion que tenga el carbono heterociclico de tres carbonos y la
participacion de enzimas (metil transferasas, acil transferasas, glicosil
transferasas), se puede dividir en diferentes clases estructurales tales como:
flavononas, isovlaononas, flavonas, flavonoles y antocianinas (Schijlen et al.,
2004).

Estos compuestos se encuentran principalmente en las hojas y en el exterior de
las plantas, asi como en las frutas, verduras, semillas y flores. Desempefian un
papel importante como controladores de los niveles de los reguladores del
crecimiento (auxinas), responden a la luz y su produccion en ocasiones tiene un
papel anti-fungico y bactericida. Ademas tienen una capacidad para fijar metales

como el hierro y el cobre (Regelson & Formica, 2005).

5.4.5.- Saponinas

El término saponinas define un grupo de compuestos naturales que consisten
derivados de isoprenoides, unido por un enlace covalente a una o0 mas moléculas
de azucar. Estos compuestos secundarios, derivados del metabolismo secundario
se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas. Su produccién y

acumulacion esta influenciada severamente por factores ambientales tales como,
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la falta de nutrientes, la disponibilidad de agua o la irradiacién de la luz. El rol
biolégico de las saponinas no estd completamente entendido. En las plantas,
generalmente son consideradas como parte de un sistema de defensa

antimicrobiano, antifungico, alelopatico, insecticida, etc. (Jorg et al., 2010).

La naturaleza de estos metabolitos secundarios es glucosidica, ya que se
encuentra unida generalmente a un azulcar, el cual puede ser glucosa, galactosa,
xilosa, rhamnosa, o metil pentosa a unidos a una aglucona hidrofébica. La
variabilidad de las saponinas esta relacionada a la variabilidad de la estructura de
la aglucona y la azucar unida a su estructura (Regelson y Formica, 2005; Kohara,
A., 2007). Ademas, estas moléculas tienen propiedades farmacéuticas de valor, la
investigacion de estos compuestos ha ido incrementando debido al potencial como

agente anticancerigeno Kohara, A., 2007).

5.4.6.- Taninos

Los taninos son sustancias no nitrogenadas, de estructura polifenolicas. Son
solubles en distintos liqguidos como alcohol, acetona, pero son pocos solubles en
etcétera. Existen dos clases de taninos: hidrolizables y condensados Estos
compuestos estan bien distribuidos en el reino vegetal, pueden ser encontrados en
hojas o en tejidos vegetales tales como: ramas, madera, corteza, raices, semillas y
frutos (Barbehenn & Constabel, 2011)

.Es importante mencionar que la estructura de los taninos juegan un rol importante
en el efecto biolégico. Los taninos contribuyen a la formacién de complejos
proteicos mediante interacciones hidrofébicas de su estructura, estos enlaces son
considerados mas débiles que los puentes de higrogeno. Estos compuestos tienen
un propiedad caracteristica de curtir la piel, haciéndola imputrescible e

impermeable, fijandose sobre sus proteinas (Sanchez, 2008).

Las actividades bioguimicas de los taninos, son desde funciones antioxidantes
hasta dafios oxidantes y toxinas. Si los taninos, liberan radicales libres, su funcién

pueden actuar como antioxidantes. Los fines quimicos de estos compuestos
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dependen de su estructura quimica, del pH, del potencial redox y de la
concentracion de oxidantes y antioxidantes. El dafio de insectos puede tener una
fuerte induccion de produccion de taninos en plantas, las cuales sugieren que
contribuye a su defensa en la zona donde son atacadas (Barbehenn & Constabel,
2011).

5.4.7.- Cumarinas

Las cumarinas son un grupo muy amplio de compuestos fendlicos que se
encuentran en plantas. Son compuestos heterociclicos derivados del &cido
cindmico (Sanchez, 2015) y son sujetos a numerosas modificaciones, tales como:
cumarinas simples, oxigenadas, pirocumarinas, fenilcumarinas, furancumarinas y
piranocumarinas (Bourgard et al., 2006). Este compuesto natural es bien conocido
por presentar un olor a vainilla muy agradable, existen muchos reportes del efecto
causado por la presencia de este compuesto, desde zonas del tejido hasta el nivel
celular. Sin embargo, no hay evidencia sélida de la funcién especifica que provee
a los tejidos celulares, hasta ahora se ha demostrado que actia como una
hormona. Contribuyen esencialmente a la persistencia de las plantas en el
proceso de defensa contra fitopatégenos, son responsables de la regulacion del
estrés oxidativo, la regulacion hormonal y respuesta al estrés abiético. Dentro de
sus posibles usos se encuentra, el uso en la heparina como anticoagulante, asi
como aplicaciones en el campo terapéutico en el tratamiento de la esclerosis
multiple, en la fotoquimioterapia de las células T, el tratamiento para la adiccion de
la nicotina y en quimioterapia de drogas resistentes a tumores(Bourgard et al.,
2006).

5.4.8.- Fenoles

Los compuestos fendlicos son todas aquellas sustancias que poseen en su
composicién hidroxibenceno, unido a estructuras arométicas o alifaticas. Son uno
de los principales metabolitos secundarios presentes en las plantas. Los fenoles
son sintetizados por las plantas y regulados por los genes de estas (Sanchez,

2015). La estructura quimica de estos compuestos, permite ejercer una accion
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antioxidante actuando como captores de radicales libres. También tienen actividad
antimicrobiana y fungicas, dado que se producen como sistema de proteccion ante
ataques de patdégenos. Ademas contribuyen a la pigmentacion de partes de las
plantas (ej. Las antocianinas son las responsables del color rojo, naranja, azul o
violeta que se encuentra en las pieles de las frutas y hortalizas (Daisuke et al.
2012).

5.5.- Estudio protedmico en plantas

Las proteinas son moléculas organicas complejas, formadas por aminoacidos
ordenados en largas hileras o cadenas polipeptidicas mantenidas por en laces
quimicos entre el grupo amino (NH,) de un aminoacido y el grupo carboxilo
(COOH) del siguiente aminodacido. Las proteinas se encuentran en todos los
organismos Vivos, son las moléculas mas abundantes (Pando & Ferreira, 2007). El
término proteoma fue mencionado por primera vez en el congreso de
Electroforesis Bidimensional de Siena (1994), el cual hace referencia al conjunto
de proteinas que se expresan por un genoma (Willam & Hochstrasser, 1997).
Cada organismo presenta un proteoma variado, ya que sus componentes varian
dependiendo del tejido, célula o compartimiento celular que sea objeto de estudio,
los cuales a su vez, son cambiantes ante alteraciones en su ambiente, tales como
situaciones de estrés, accion de farmacos o el estado fisiolégico particular (Pando
& Ferreira, 2007). La protedmica permite establecer las identidades, cantidades,
estructuras y funciones bioquimicas y células de todas as proteinas pertenecientes
de un organismo, 6rgano u organulo; también esta disciplina estudia la variacion
de las propiedades de las proteinas en el espacio, el tiempo y bajo distintas
condiciones fisiologicas (Kenyon et al., 2002).
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5.5.1.- Aspectos fundamentales en el estudio de la proteémica
Aunque por definicion el estudio del proteoma, permite identificar a las proteinas
presentes en un organismo Vivo es necesario mencionar aspectos importantes

tales como (Ramirez, 2015):

e La protedmica de expresion es el estudio cuantitativo y cualitativo de la
expresion o acumulacion de proteinas entre muestra de una misma especie
que difieren en el tratamiento.

e Protedmica funcional es el estudio de la funcién de las proteinas dentro de
un sistema biolégico y la regulacion de su expresion dentro de ese sistema.

e Protedmica estructural implica la determinacién y analisis de las estructuras
tridimensionales de las proteinas expresadas, con lo cual se infiere la

identidad molecular de la proteina estudiada.

5.5.2.- Extraccion de proteinas

Los métodos utilizados en la extraccion de proteinas son muy diversos, existen
aquellos que comprenden la extraccién por solventes organico como el fenol
(Faurobert et al. 2007), asi la extraccion con tampones acuosos en presencia de
detergentes (Wei et al., 2009), o usando precipitaciones del material vegetal sin un
tratamiento previo, en donde el reactivo mas utilizado es el acido tricloroacético
disuelto en acetona (Menchin et al. 2007). Estas metodologias son utilizadas
dependiendo para determinar las proteinas de interés, ya que la solubilidad esta
asociada a la localizacién intracelular de estas (Ramirez, 2015). Por lo tanto, no
existe un método global para la extraccion de proteinas. Sin embargo la extraccion
y la precipitacion de las proteinas, debe ser lo mas simple posible con la finalidad
de incrementar a reproducibilidad de la electroforesis en dos dimensiones
(Ramirez, 2015).
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5.5.3.- Métodos de rotura celular
Las proteinas no se encuentran aisladas en la naturaleza, por lo que el primer
paso es el aislamiento de una proteina mediante los distintos métodos de rotura

celular, que permiten extraerla y localizarla (Ramirez, 2015):

e Lisis celular: Consiste en suspender las células en una solucion hipotonica,
que permite mediante la presidon osmoética causada por el agua, el interior
de la célula se hinche y posteriormente se rompa. Este método es
comunmente utilizado en células de tejidos animales.

e Destruccion mecéanica: Este método basicamente es la homogenizacion
total de las células utilizando morteros, molino, prensas o someter a las

células a las vibraciones de ultrasonido.

Posterior al proceso de rotura, se utilizan tampones de extraccion para solubilizar
las proteinas. Tales como disoluciones acuosas en tampones especificos para
proteinas solubles, que permitan purificar proteinas asociadas a las membranas

sin que las enzimas no se desnaturalicen (Ramirez, 2015).

5.6.- Electroforesis SDS-PAGE

El término Electroforesis fue empleado por primera vez en 1937, por Tiselius.
Posteriormente Raymond y Weintraub en 1959 emplearon en esta técnica un gel
de poliacrilamida (PAGE). La electroforesis permite analizar la separaciéon de las
biomoléculas en relacion de su masa carga y bajo la accién de un campo eléctrico.
En 1970 se introduce el dodecilsulfato de sodio (SDS) para determinar el peso

molecular de proteinas, obteniendo asi la terminacion (SDS-PAGE).
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5.6.1.- Fundamento de la electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis utiliza la influencia de un campo eléctrico, causando la migracién
de solutos iénicos. Estas particulas migran del catodo o anodo (electrodos + vy -)
en dependencia de una combinacién de su carga, peso molecular y estructura
tridimensional. La velocidad de migracion (v) de la particula es directamente
proporcional al producto de su carga efectiva (q) y el gradiente de potencial
eléctrico (E) e inversamente proporcional al coeficiente de friccion (f) relativo a la
talla y forma de la molécula, es decir, a la resistencia que ofrece el medio. Por lo
tanto:

V=qE/f

Esta velocidad de migracion es dependiente de la densidad de la relacion
carga/peso, del voltaje aplicado y de la porosidad del gel utilizado en la
electroforesis. EL voltaje no puede ser incrementado para acelerar la migracion, ya
gue se generaria un uso excesivo de calor, al igual que el voltaje no puede ser
muy bajo dado que la separacion en la corrida en electroforética seria muy escasa
(Chavez et al., 1990). Dada la sensibilidad de este método, también es utilizado
para la determinacion de otros parametros tales como: peso molecular, punto
isoeléctrico y numeros de cadenas polipeptidicas de las proteinas (Ramirez,
2015).

Las proteinas son moléculas que se combinan con los iones hidrogeno y con otros
iones presentes en disolucién, dando un lugar a la carga de la molécula. Dado que
la mayoria de las macrobiomoléculas poseen una carga eléctrica con grupos
aniénicos y cationicos capaces de disociarse, esta carga puede ser modificada por
el pH del medio, causando interaccion con otras macromoléculas. Las proteinas
pueden poseer una carga neta negativa, positiva o igual a cero por el pH del
medio donde se encuentren. Por lo tanto, la primera dimension corresponde a una

separacién por punto isoeléctrico por medio de un isoelectroenfoque (IFE), en una
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tira de IEF que tiene un gradiente de pH lineal entre el catodo y el &hodo (Newton
et al., 2004).

5.6.2.- Electroforesis en gel de poliacrilamida

La poliacrilamida es un soporte empleado ampliamente, dado que es
quimicamente inerte y de propiedades uniformes. El uso de este compuesto
permite formar geles transparentes con estabilidad mecanica, insolubles en agua,
relativamente no idnicos y que permiten una buena visualizacion de las bandas
electroforéticas durante un tiempo prologando. Ademas, tienen la ventaja de que
al variar la concentracion de polimeros se puede controlar el tamafio del poro
(Alvarez, 2011). Este polimero retrasa el desplazamiento de las proteinas de una

forma proporcional a su masa molecular (Lehninger, 2009).
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6.- Metodologia

6.1.- Ubicacion del area de estudio

Los procedimientos experimentales relacionados con la extraccidén y cuantificacion
e identificacion de bandas de las proteinas, asi como el proceso de extraccion y
cuantificacion de los aminoacidos presentes en las hojas del arbol Brosimum
alicastrum Sw. Se realizaron en el Laboratorio de Biologia Molecular del Polo
Tecnologico Nacional para el Desarrollo de Investigacion y Pruebas analiticas en
Biocombustibles del Instituto Tecnologico de Tuxtla Gutiérrez (ITTG), ubicado en
la ciudad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México (16° 45’ 26.2” LN y 93° 10’ 24.8”
LO; altitud=584 msnm).

6.2.- Sitios de muestreo

El estado de Chiapas esta delimitando por los paralelos 17°59'y 14°32', de latitud
norte; y los meridianos 90°22' y 94°14' de longitud oeste. Colinda al norte con
Tabasco; al este con la Republica de Guatemala; al sur con la Republica de
Guatemala y el océano Pacifico; al oeste con el océano Pacifico, Oaxaca y
Veracruz—Llave (INAFED, 2010).

TABASCO

VERACRUZ

FRONTERA SUR

Figura 1. Mapa del estado de Chiapas, donde se observan las colindancias de su
ubicacion (INAFED, 2010).
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Figura 2. Municipios del estado de Chiapas donde fueron recolectadas las

muestras.

Las muestras fueron recolectadas en los siguientes sitios experimentales (INEGI,
20010):

e Sitio de Cintalapa: se encuentra en el extremo oeste del Estado de
Chiapas, las coordenadas geograficas donde se encuentra son 16° 39' N y
93° 44' W su altitud es de 540 msnm. Limita al norte, con el municipio de
Tecpatan, al oeste con el Estado de Oaxaca, al este con Jiquipilas y
Ocozocoautla de Espinosa y al sur con Arriaga. Este municipio tiene un
clima calido subhiumedo, con un rango de temperaturas de 18 a 28° y de
precipitacion de 900 — 3000 mm. El suelo dominante en esta region es el
leptosol, cambisol y regosol.

e Sijtio Tuxtla Gutiérrez: esta ubicado en la Depresion Central, sus
coordenadas geograficas son 16° 45"€ ™ Ny 93° 07"11™ W su altitud es de
522 msnm. Limita al norte con el municipio de San Fernando y Osumacinta,

al este con Chiapa de Corzo, al sur con Suchiapa y al oeste con


http://www.inafed.gob.mx/work/enciclopedia/EMM07chiapas/municipios/07092a.html
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http://www.inafed.gob.mx/work/enciclopedia/EMM07chiapas/municipios/07009a.html
http://www.inafed.gob.mx/work/enciclopedia/EMM07chiapas/municipios/07079a.html
http://www.inafed.gob.mx/work/enciclopedia/EMM07chiapas/municipios/07063a.html
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Ocozocoautla y Berriozabal. Cuenta con un clima calido subhumedo, con
lluvias en verano con una precipitacion de 1000 a 3500 mm y un rango de
temperatura de 20 a 28°C. El suelo predominante es el leptosol, regosol y
vertisol.

e Sitio de Villaflores: Localizado en los limites de la Depresion Central y de la
Sierra Madre, donde predominando el relieve montafioso. Sus coordenadas
geograficas son 16° 14"[1™ N y 93° 16"[1™ W su altitud es de 560 msnm.
Limita al norte con los municipios de Suchiapa, Jiquipilas y Ocozocoautla, al
este con Chiapa de Corzo y Villa Corzo, al sur con Villa Corzo y Tonal3,
al oeste con Jiquipilas y Arriaga. Las condiciones climéaticas con
subhimedo con lluvias en verano, el rango de temperatura de 14 a 26°C, el
rango de precipitacion oscila entre los 1000 y 3500 mm.

6.3.- Recoleccién del material biolégico

Todas las muestras colectadas se basaron de acuerdo a la metodologia
ligeramente modificada de Youngentob et al. (2016). Brevemente, se
seleccionaron 5 arboles con la misma edad y con mayor vigor en cada sitio de
muestreo en un area no mayor a 1 hectarea, recolectado 10 hojas por cada arbol.
La ubicacion fue determinada con un geo-localizador para poder recolectar
muestras en experimentos posteriores. Es importante mencionar que se eligieron
hojas sin enfermedades o dafio, solo hojas limpias y en buen estado fueron
seleccionado para incurrir al analisis. Posterior a la recolecciéon las hojas fuero
almacenadas en una bolsa de papel celofan para evitar contaminacién o
transpiracion. Cada muestra fue enumerada y clasificada para cada arbol

seleccionado.

El equipo basico utilizado para la recoleccion fueron guantes, casco, tijeras, cinta
métrica, geo-localizador, bolsas de papel y vernier. Existe una consideracion
importante al seleccionar una rama ideal, esta debe tener un diametro de entre 3y

5 cm (Youngentob et al., 2016). La rama adecuada debe tener un angulo de entre
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http://www.inafed.gob.mx/work/enciclopedia/EMM07chiapas/municipios/07086a.html
http://www.inafed.gob.mx/work/enciclopedia/EMM07chiapas/municipios/07046a.html
http://www.inafed.gob.mx/work/enciclopedia/EMM07chiapas/municipios/07061a.html
http://www.inafed.gob.mx/work/enciclopedia/EMM07chiapas/municipios/07027a.html
http://www.inafed.gob.mx/work/enciclopedia/EMM07chiapas/municipios/07107a.html
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45-90°, esa inclinacion ayudard a aislar la fuerza y realizar un corte mas eficaz
(Figura 3).

(@) v (b) v

Tree
Trunk

Figura 3. Consideraciones en la seleccion de las ramas para el muestreo (Fuente:
Youngentob et al., 2016).

6.4.- Preparacion de las muestras

Las muestras obtenidas de los municipios fueron estrictamente seleccionadas,
considerando que las hojas tuvieran un tamafo uniforme, asi como un aspecto
totalmente inocuo y sin ninguna alteracion fisica de su constitucion. Las hojas
seleccionadas fueron lavadas con jabén liquido y puestas a secar a temperatura
ambiente para su almacenamiento. Es importante mencionar que se utilizaron dos
meétodos distintos de conservacion de las muestras, dado que de acuerdo a los
objetivos planteados se determinaran la cantidad de proteinas y metabolitos

secundarios presentes.

6.4.1.- Conservacion para la cuantificacion de metabolitos secundarios
(Obtencion de extractos metandlicos)

Las hojas de Brosimum alicastrum Sw. Se secaron en un horno a 45°C durante 12
horas para remover el exceso de agua. Posterior al secado se pesaron 5 g del

material vegetal y se pulverizé para luego ser colocado en un matraz Erlenmeyer
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al cual se le adicion6 70 ml de metanol (Sigma-Aldrich) al 100%, esta mezcla fue
sometida a sonicacidon en un sonicador (Bandelin SONOREX Digital 10 P
Ultrasonic baths) durante dos horas a temperatura ambiente, la mezcla obtenida
fue filtrada y almacenada en tubos falcon de 50 ml y finalmente centrifugada en
una centrifuga (Thermo scientific, SHKA 200) a 3000 rpm durante 10 minutos. El
sobrenadante fue evaporado al vacio en un rotavapor (Rotvapor R-215) a una
temperatura de 45°C y el residuo fue suspendido en 5 ml de metanol para su

almacenamiento en tubos Eppendorf de 1.5 ml a -20°C (Chang et al., 2002).

6.4.2.- Conservacion para la cuantificacion de proteinas

Se pesaron 0.5 g hojas recién cortadas de Brosimum alicastrum Sw.
Posteriormente fueron maceradas en un mortero con pistilo agregando nitrégeno
liquido, para luego ser almacenadas en tubos Eppendorf de 1.5 ml a -20°C (Chang
et al, 2002).

6.5.- Determinacién de metabolitos secundarios

6.5.1.- Analisis cuantitativo de flavonas y flavonoles

A 250 pl de la muestra diluida, se le adicionaron 750 pl de etanol (J.T. Baker) al
95%, 50 ul de cloruro de aluminio al 10% (Fluka), 50 ul de acetato de potasio 1My
1400 pl de agua destilada. Posteriormente las muestras fueron incubadas a
temperatura ambiente por 30 min, la absorbancia de esta mezcla fue medida a
una longitud de onda de 415 nm en un espectrofotometro (HACH® DR 5000).
Para la preparacion del blanco, la cantidad de cloruro de aluminio al 10% se
sustituye por la misma cantidad de agua. Para la curva patron de este experimento
se prepar6 una solucién madre de quercetina (Sigma-Aldrich). Donde a 10 ml de
guercetina fueron disueltas en etanol (J.T. Baker) y fue diluida a 0, 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90 y 100 50 pg-ml™. La concentracién de flavonas y flavonoles fue
expresada en mg equivalentes de quercetina - g de materia seca™ (Chang et al.,
2002).
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6.5.2.- Anédlisis cuantitativo de flavonoides

A 100 pl del extracto diluido, se le agrego 1000 ul de Metanol (J.T Baker) y 50 pl
de una solucion de 2-aminoetildifenilborato (Siga-Aldrich) al 1% en metanol y se
dej6 reposar a una temperatura ambiente por 30 min. Posteriormente la
absorbancia de las muestras fue monitoreada a una longitud de onda de 404 nm
en un espectrofotometro (HACH® DR 5000). La curva patron fue realizada con
una solucion estandar de rutina 0.1 mg-ml* (Sigma-Aldrich) a diferentes
concentraciones (0, 10, 20, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 pg-ml™). Los
1

resultados fueron expresado en mg equivalentes de rutina- g de materia seca -
(Chang et al., 2002).

6.5.3.- Analisis cuantitativo de saponinas

Se tomO una alicuota de 200 pl del extracto diluido en metanol al 80%,
posteriormente colocado en un tubo de ensaye. Se agregaron 200 pl del reactivo
vainillina al 8% en etanol y luego 2000 ul de acido sulfdrico al 72% (v/v) poco a
poco en las paredes internas del tubo. Después de mezclar bien la solucion, los
tubos fueron colocados en un bafio de agua caliente a 60°C durante 10 minutos,
transcurrido ese tiempo los tubos fueron enfriados en agua helada durante 4
minutos, y finalmente la absorbancia de las muestras fue leida a 520 nm en un
espectrofotometro (HACH® DR 5000). La concentracion de saponinas, fue
calculada en base a la curva patron de calibracién obtenida a partir de una
solucién de diosgenina 1mg- g de materia seca ™ (Sigma-Aldrich) en metanol al
80%. Los resultados fueron expresados en mg-ml™ de diosgenina (Wagner &
Bladt, 1996).

6.5.4.- Analisis cuantitativo de taninos

A 400 pl del extracto diluido, se le adicionaron 1000 pl de vainillina (J.T. Baker) al
1% en metanol, se agregaron también 1000 pl de acido sulfarico (AVANTOR) al
7.2 N en metanol. Las muestras fueron colocadas en un agua caliente a 35°C
durante 15 minutos para finalmente medir la absorbancia a una longitud de onda

de 500 nm en un espectrofotometro (HACH® DR 5000). La concentracion de
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taninos totales fue determinada por medio de una curva patrén con las siguientes
concentraciones de proantocianidina (Sigma-Aldrich): 0, 0.01, 0.02, 0.03, 0.04,
0.05, 0.06, 0.06, 0.07, 0.08, 0.09, 0.1 mg/ml. Los resultados fueron expresados en
términos de equivalentes de proantocianidina en mg- g de materia seca *

(Sherman & Kowalska, 2008).

6.5.5.- Anédlisis cuantitativo de cumarinas

Se tomaron alicuotas de 50 pl del extracto, los cuales fueron agregados a tubos de
ensaye, posteriormente se le adicionaron 1000 de metanol (Siga-Aldrich) al 80%
y 1500 pl de acetato de plomo (J.T Baker) al 80%. La mezcla fue centrifugada a
3000 rpm durante 10 minutos en un ambiente obscuro. La absorbancia fue leida
en un espectrofotdmetro (HACH® DR 5000) a una longitud de onda de 320 nm. La
concentracion de cumarinas totales fue determinada por medio de una curva
patrén de umberliferona (Sigma-Aldrich): 0, 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.06, 0.06,
0.07, 0.08, 0.09, 0.1 mg/ml. Los resultados fueron expresados en términos de

equivalentes de umberliferona en mg- g de materia seca ™ (Singleton et al., 1999).

6.5.6.- Andlisis cuantitativo de fenoles

A 20 pul del extracto, los cuales fueron agregados a tubos de ensaye por triplicado,
se le agregaron 1500 ul de agua destilada y 100 pl del reactivo Folin-Ciocalteu, se
dej6 reposar 5 minutos para agregar 300 pl de una solucién de carbonato de sodio
al 20%. Las muestras se dejaron reposar durante 30 min a 40°C. Finalmente se
leyd la absorbancia a una longitud de onda de 765 nm en un espectrofotometro
(HACH® DR 5000). Para determinar la concentracion de fenoles totales, se realizo
una curva estandar de acido galico a distintas concentraciones (0, 0.01, 0.02, 0.03,
0.04, 0.05, 0.06, 0.06, 0.07, 0.08, 0.09, 0.1 mg/ml). Los resultados fueron
expresados en mg equivalentes de acido galico - g de materia seca ™. (Singleton
et al., 1999).
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6.6.- Extraccion de proteinas de las hojas mediante el protocolo de CHEN

A las muestras previamente tratadas y almacenadas, se les adicioné 0.5 ml del
buffer de extraccion, el cual su contiene [Tris-HCI + acido ascoérbico + glicerina +
polivinilpolipirrilidona + B-mercaptoetanol; pH 8.0], posteriormente las muestras
fueron incubadas durante 4 horas a una temperatura de 4°C. Finalmente se
centrifugdé a 15 000 rpm durante 15 minutos a 4°C (Labortechnik Gmbh, Stuttgart,
Germany). Esta metodologia fue descrita por Chen et al. (2012), modificandose

ligeramente a las particularidades del experimento.

6.7.- Separacion de proteinas mediante elctroforesis SDS-PAGE

6.7.1.- Preparacion del gel de separacion
El gel de separacion fue preparado al 10% utilizando los siguientes reactivos que

se mencionan en el cuadro 1.

Cuadro 1. Reactivos y concentraciones para la preparacion del gel de separacion.

Reactivo Cantidad
Acrilamida/bis-acrilamida 30% 1250 pl
Tris-HCI [1.5 M] 1250 pl
SDS al 10% 50 pl
Persulfato de amonio al 1% 250 ul
dH,O 2420 pl
TEMED 5 ul
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6.7.2.- Preparacion del gel de apilamiento
El del de apilamiento fue preparado al 4% utilizando los siguientes reactivos:

Cuadro 2. Reactivos y concentraciones para la preparacion del gel de apilamiento.

Reactivo Cantidad
Acrilamida/bis-acrilamida 30% 1250 pl
Tris-HCI [1.5 M] 1250 l
SDS al 10% 50
Persulfato de amonio al 1% 250 ul
dH,O0 2420 pl
TEMED 5 ul

6.7.3.- Desnaturalizacion de las proteinas
Las muestras tratadas con el extracto descrito por Chen et al. (2012), fueron

desnaturalizadas a 95°C a a 3000 rpm durante 5 minutos en una termobloque con

agitacion (Thermomixer Compact Eppendorf, USA).

En un tubo Eppendorf para PCR de 0.5 ml se prepararé 10 pl de BSA (1 mg/ml) +
10 pl de buffer Laemmli Sample 1x. De las muestras provenientes del
termociclador, se agregaron en tubos Eppendorf para PCR de 0.5 ml 10 pl del

sobrenadante + 10 pl de buffer Laemmli Sample 1x.

En el primer carril del gel para electroforesis se agregé 10 pl del marcador de
tamafo molecular, el segundo carril se agregaron 10 de BSA previamente tratado,

y los carriles posteriores las muestras de Brosimum alicastrum Sw.

Una vez cargadas todas las muestras, el tanque superior fue llenado lentamente
con la solucion amortiguadora de corrida 1X, hasta cubrir completamente los
pozos. El voltaje utilizado para la corrida del gel fue de 50 volts por 15 minutos y

posteriormente 40 volts por 2.30 horas. Terminado el tiempo de corrida, en la
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camara de electroforesis fue desarmada, y cuidadosamente se desprendio el gel

de las placas de vidrio.

Finalmente el gel obtenido de la electroforesis, fue sumergido en una solucion de
azul de Commassie que permite tefiir a las proteinas, cuyos componentes son:
acido acético al 10% + metanol al 40% + azul de Commassie al 0.1% + agua
destilada. El gel fue sometido agitacion durante 30 min. Para desteiiir el gel se le
adiciono una solucion destefiidora, cuyos componentes son: acido acético al 10%
+ metanol al 40% + agua destilada. El tiempo aproximado en esta ultima solucién
fue de 15 minutos, ya que se termina este proceso hasta que las bandas de

proteinas son visibles.
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7.- Resultados y discusion

7.1.- Cuantificacion de metabolitos secundarios

7.1.1.- Concentracion de flavonas y flavonoles

Los metabolitos secundarios en las plantas fueron extraidos en los diferentes sitios
experimentales. En este estudio la concentracion de flavonas y flavonoles en las
diferentes zonas de monitoreo, es decir, zona baja, media y alta del arbol. El
cuadro 3, corresponde a los valores de la concentracion de flavonas y flavonoles,
en él se indica que existe una diferencia minima significativa en la concentracion
de flavonas y flavonoles, con respecto a las zonas del arbol donde fueron
recolectadas las muestras (P = 0.0000). Sin embargo, no existe una diferencia
estadistica significativa en la comparacion realizada en los sitios de muestreo (P =
0.3763). La concentracion media (Cuadro 4) mas alta de este metabolito fue en la
zona alta (2.55984 mg de quercetina / g de materia seca) comparado con los
valores obtenidos, en la zona media (1.58027 mg de quercetina / g de materia
seca) y en la zona baja (1.05077 mg de quercetina / g de materia seca). Con
respecto a los sitios de muestreo, la produccién de este metabolito (1.96154 mg
de quercetina / g de materia seca) fue mayor en Tuxtla Gutiérrez comparado con
las concentraciones de 1.5458 y 1.68533 mg de quercetina / g de materia seca
obtenidas en Cintalapa y Villaflores respectivamente.

La relacion de estos compuestos en las plantas, es otorgar el color y el brillo de las
hojas, es por ello que existe una diferencia significativa en cada zona del arbol
estudiada, donde la parte alta tienen la mayor concentracion de este metabolito,
dado que el arbol es relativamente joven (10 afios aproximadamente), se
encuentra en proceso de crecimiento, por lo que la concentracion aumenta en la

parte alta por el constante crecimiento que tiene.
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Cuadro 3. Analisis de varianza para el contenido de flavonas y flavonoles.

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razoén- |Valor-P
Cuadrados Medio F

EFECTOS PRINCIPALES

A:Sitio 1.34298 2 10.671489 1.00 0.3763

B:Zona del arbol 17.5781 2 [8.78904 13.11 |0.0000

RESIDUOS 26.8187 40 |0.670467

TOTAL 45.7397 44

(CORREGIDO)

Cuadro 4. Tabla de medias para el contenido de flavonas y flavonoles.

Nivel Casos Media
MEDIA GLOBAL 45 1.73089
Sitio

Cintalapa 15 1.5458
Tuxtla Gutiérrez 15 1.96154
Villaflores 15 1.68533
Zona del arbol

Alta 15 2.55984
Baja 15 1.58207
Media 15 1.05077

7.1.2.- Concentracion de flavonoides
Los flavonoides son un grupo de metabolitos secundarios que tienen diferentes

tipos de actividad bioldgica, tales como pigmentacién en frutas, hojas y en su caso
se producen como respuesta contra patdogeno (Regelson & Formica, 2005). Por lo
gue su analisis en las plantas de B. alicastrum en diferentes zonas es importante.
En este estudio los resultados indican que existe diferencia minima significativa
entre los sitios de muestreo y las zonas del arbol donde las muestras fueron
tomadas (Cuadro 4). El valor mas bajo (2.67 mg de rutina/g de materia seca) de
acuerdo a la edad (Cuadro 5), fue encontrado en las hojas del sitio de Villaflores,
comparado con los valores en los sitios de muestreo de Cintalapa (5.76 mg de

rutina/g de materia seca) y Tuxtla Gutiérrez (7.15 mg de rutina - g de materia
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seca). La biosintesis de este metabolito secundario se ha demostrado que la
produccion puede ser regulada por los fotoperiodos de la planta. Los fotoperiodos
largos proveen una acumulacién de flavonoides en las hojas, mientas que los
cortos no tienen esta actividad. La cantidad de la luz recibida es influenciada por
diferentes factores, respectivos de cada area, asi como la ubicacion geografica de
cada sitio de muestreo. La altitud tiene un efecto en la concentracion de
metabolitos secundarios, asi como las condiciones climaticas (Jaakola, 2010). Es
por ello, la diferencia en la altitud de los diferentes sitios de muestreo, da como
resultados las diferencias minimas significativas. La altura y el exuberante follaje
que presenta este arbol, indica que la parte alta es donde existe la mayor
concentracion de este compuesto y la parte baja la menor concentracién (Cuadro
6).

Cuadro 5. Andlisis de varianza para el contenido de flavonoides.

Fuente Suma de|Gl [Cuadrado Razoén- |Valor-P
Cuadrados Medio F

EFECTOS PRINCIPALES

A:Sitio 158.293 2 (79.1463 10.90 [0.0002

B:Zona del arbol 338.138 2 (169.069 23.29 |0.0000

RESIDUOS 290.354 40 |7.25885

TOTAL 786.784 44

(CORREGIDO)

Cuadro 6. Tabla de medias para el contenido de flavonoides.

Nivel Casos Media
MEDIA GLOBAL 45 5.19691
Sitio

Cintalapa 15 5.76078
Tuxtla Gutiérrez 15 7.15951
Villaflores 15 2.67043
Zona del arbol

Alta 15 9.05636
Baja 15 2.95137
Media 15 3.58299
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7.1.3.- Concentracion de saponinas
La concentracion de saponinas presentes en las hojas de B. alicastrum, presento

una diferencia minima significativa (P = 0.0000) en las zonas del arbol (parte baja,
media y alta). En la comparacion realizada para cada sitio de muestreo no se
observd esta diferencia minima significativa (Cuadro 6). El valor mas alto fue
encontrado en la zona media donde se determind una concentracion de (545.515
mg de diosgenina / g materia seca), en la parte baja (427. 538 mg de diosgenina /
g materia seca) y en la parte alta (364.907 mg de diosgenina / g materia seca)
(Cuadro 7). En la comparacion realizada por cada sitio de muestreo, Cintalapa y
Villaflores obtuvieron las concentraciones mas altas de saponinas totales (457.315
y 457.217 mg de diosgenina / g materia seca) respectivamente, mientras que
Tuxtla Gutiérrez se determin6 que la concentracion media fue menor (423.428 mg

de diosgenina / g materia seca).

Las saponinas son compuestos bioactivos que se producen generalmente por las
plantas para contrarrestar la interaccion con patégenos y herbivoros. Su
biosintesis esta relacionada como sistema de defensa, la variacion de esta
acumulacion de saponinas se debe al nivel donde se recibe la necesidad de
proteccion, ya sea contra herbivoros o microorganismos (Jorg et al., 2010).

Los sitios de muestreo tienen una concentracion de saponinas muy similares, lo
que se puede deber a un microorganismo herbivoro o herbivoro que consuma las
hojas de este arbol. Sin embargo, se produjo mayor cantidad de este metabolito
en la parte baja y media, lo que indica que en esa area donde mas se necesita la
produccion, por el alcance de herbivoros y la sombra que recibe esa zona, dada la

altura y exuberante follaje la parte alta presenté una menor concentracion.



Tecnoldgico Nacional de México

Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez

Cuadro 7. Analisis de varianza para el contenido de saponinas.

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razoén- |Valor-P
Cuadrados Medio F

EFECTOS PRINCIPALES

A:Sitio 11450.1 2 [5725.03 1.45 0.2458

B:Zona del arbol 252302. 2 |126151. 32.03 |0.0000

RESIDUOS 157555. 40 |3938.87

TOTAL 421307. 44

(CORREGIDO)

Cuadro 8. Tabla de medias para el contenido de saponinas.

Nivel Casos [Media
MEDIA GLOBAL 45 445,987
Sitios

Cintalapa 15 457.315
Tuxtla Gutiérrez 15 423.428
Villaflores 15 457.217
Zona del arbol

Alta 15 364.907
Baja 15 427.538
Media 15 545,515

7.1.4.- Concentracion de taninos
La concentracion de taninos varia a lo largo del tiempo de vida de las plantas. En

los vegetales se cree que este actla a modo de proteccion contra el ataque de
microorganismos e insectos, causando un efecto astringente e insecticida
(Barahona, 1999). Los resultados obtenidos indican que la diferencia significativa
del contenido de estos metabolitos secundarios presentes en las hojas de B.
alicastrum se encuentra en los sitios de muestreo (Cuadro 8), con un valor de P
(0.0426). La mayor concentracion de este compuesto (Cuadro 9), fue encontrada
en el sitio de Cintalapa con un valor (0.253297 mg de proantocianidina / g materia
seca), en el caso de Tuxtla Gutiérrez y Villaflores se encontraron concentraciones
(0.248686 y 0.243811 mg de diosgenina / g materia seca) respectivamente. En el

analisis por la zona del arbol no hubo una diferencia minima significativa (P =
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0.1671), la mayor concentracion de taninos (0.252034 mg de diosgenina / g
materia seca) fue determinada en la parte baja, mientras que en la parte media y
alta se obtuvieron concentraciones menores (0.245019 y 0.248741 mg de

diosgenina / g materia seca) respectivamente (Cuadro 9).

La produccion de taninos esté relacionada a las condiciones particulares tales
como disponibilidad de agua, pH, estrés biologico, etc. Sus efectos en las plantas
pueden ser benéficos o maléficos dependiendo su estructura quimica. También se
producen como respuesta ante ataques de herbivoros (Barbehenn & Constabel,
2011). Las concentraciones encontradas demuestran que las condiciones de
particulares de cada sitio de muestreo, propician las rutas de biosintesis de estos

compuestos secundarios del metabolismo.

Cuadro 9. Andlisis de varianza para el contenido de taninos.

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razon- |Valor-P
Cuadrados Medio F
EFECTOS PRINCIPALES
A:Sitio 0.000674943 |2 |0.000337472 |3.42 0.0426
B:Zona del arbol 0.000369515 |2 |0.000184757 |1.87 0.1671
RESIDUOS 0.00394815 40 [0.000098703
7
TOTAL 0.0049926 44
(CORREGIDO)

Cuadro 10. Tabla de medias para el contenido de taninos.

Nivel Casos Media
MEDIA GLOBAL 45 0.248598
Sitio

Cintalapa 15 0.253297
Tuxtla Gutiérrez 15 0.248686
Villaflores 15 0.243811
Zona del arbol

Alta 15 0.248741
Baja 15 0.252034
Media 15 0.245019
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7.1.5.- Concentracion de cumarinas
Mediante el uso técnicas espectrofotométricas, se determiné la concentracion de

cumarinas presentes en las hojas de B. alicastrum. Los resultados demuestran
(Cuadro 10) que la cantidad presente de este metabolito, tiene una diferencia
minima significativa en cada sitio de muestreo (P = 0.0001) y cada zona del arbol
(0.0000) donde se tomaron las muestras para llevar a cabo el analisis. Las
concentraciones medias (Cuadro 11) para cada sitio (Cintalapa, Tuxtla Gutiérrez y
Villaflores) fue de (0.202479, 0.237315, 0.221934 mg de umberliferona / g materia
seca) respectivamente. En la zona alta (Cuadro 11) se obtuvo un valor (0.19571
mg de umberliferona / g materia seca), la zona media (0.253185 mg de
umberliferona / g materia seca) y en la zona baja (0.212833 mg de umberliferona /

g materia seca).

Las cumarinas al igual que los taninos tienen una funcién de respuesta ante
condiciones de estrés abidtico, protecion contra fitopagenos, asi como la relacién
entre el estrés oxidativo (Bourgard et al., 2006; Barbehenn & Constabel, 2011).
Estudios previos a la familia (moraceae) han extraido estos compuestos, mediante
el uso solventes el hexano, y se han determinado las fracciones presentes
mediante la técnica de cromatografia en columna. La diferencia existente en la
produccion de metabolitos secundarios de este tipo, esta relacionada a la
ubicacién geografica o la influencia ambiental de cada sitio de muestreo (Pistelli et
al., 2000). Es por ello, que los resultados encontrados evidencian que las
condiciones particulares de cada sitio de muestreo producen este metabolido.
Dada la cantidad de metabolito determinado, probablemente se relacione con la
actividad de un microorganismo que prospere en las mismas condiciones que B.

alcastrum.
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Cuadro 11. Andlisis de varianza para el contenido de cumarinas.

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razoén- |Valor-P
Cuadrados Medio F

EFECTOS PRINCIPALES

A:Sitio 0.00914306 2 10.00457153 |12.20 |0.0001

B:Zona del arbol 0.0261245 2 10.0130623 |[34.86 [0.0000

RESIDUOS 0.0149888 40 |0.000374721

TOTAL 0.0502564 44

(CORREGIDO)

Cuadro 12. Tabla de medias para el contenido de cumarinas.

Nivel Casos Media
MEDIA GLOBAL 45 0.220576
Sitio

Cintalapa 15 0.202479
Tuxtla Gutiérrez 15 0.237315
Villaflores 15 0.221934
Zona del arbol

Alta 15 0.19571
Baja 15 0.212833
Media 15 0.253185

7.1.6.- Concentracién de fenoles
La concentracion de fenoles presentes en las hojas de B. alicastrum evidencian

una diferencia minima significativa (Cuadro 13) en los sitios de muestreo (P =
0.0005), ademas las zonas del arbol analizadas también presentan esta diferencia
estadistica (P = 0.0000). La concentracion mas alta de este metabolito (Cuadro
14) fue determinada en el sitio de Villaflores (0.0414197 mg de acido galico / g de
materia seca), en el sitio de muestreo ubicado en Cintalapa se obtuvo (0.0344132
mg de acido galico / g de materia seca), y finalmente la concentracion mas baja
fue en el sitio de Tuxtla Gutiérrez (0.0344132 mg de acido gélico / g de materia

seca).
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La concentracion distintiva en cada sitio de muestreo y parte del arbol, puede
deberse a las condiciones particulares, asi como de los factores bibticos y
abidticos que propicien las rutas biosinteticas de estos compuestos derivados del
metabolismo secundario. Es probable que por la actividad antifungica y
antimicrobiana que tienen en las plantas (Daisuke et al. 2012), este arbol tenga un

microorganismo que crezca en las mismas condiciones que B. alicastrum.

Cuadro 13. Andlisis de varianza para el contenido de fenoles.

Fuente Suma de|Gl [Cuadrado Razoén- |Valor-P
Cuadrados Medio F
EFECTOS PRINCIPALES
A:Sitio 0.000375856 |2 |0.000187928 |9.40 0.0005
B:Zona del arbol 0.0049969 2 10.00249845 (124.95 {0.0000
RESIDUOS 0.000799816 |40 |0.000019995
4
TOTAL 0.00617257 44
(CORREGIDO)

Cuadro 14. Tabla de medias para el contenido fenoles.

Nivel Casos Media
MEDIA GLOBAL 45 0.0376245
Sitio

Cintalapa 15 0.0370406
Tuxtla Gutiérrez 15 0.0344132
Villaflores 15 0.0414197
Zona del arbol

Alta 15 0.0517586
Baja 15 0.0264667
Media 15 0.0346481




Tecnoldgico Nacional de México

Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez

Cuadro 15. Valores medios para las concentraciones de metabolitos para cada
sitio de muestreo.

Grupos de | Sitios de muestreo

metabolitos Cintalapa Tuxtla Gutiérrez | Villaflores
secundarios

Flavonas y

flavonoles (mg | 1.5458" 1.96154° 1.68533°

quercetina / g de
materia seca)

Flavonoides (mg de

rutina / g de materia | 5.76078" 7.15951° 2.6795137°
seca)

Saponinas (mg de

diosgenina/ g de | 457.315° 423.428° 457.217°

materia seca)

Taninos (mg de
proantocianidina / g | 0.253297% 0.248686%" 0.243811°
de materia seca)

Cumarinas (mg de
umberliferona / g de
materia seca) 0.202479" 0.237315° 0.221934°

Fenoles (mg de
acido gdlico / g de
materia seca) 0.0370406° 0.0344132° 0.04141972

Las filas con las letras iguales no presentan una diferencia minima significativa
(P > 0.05) con respecto al sitio de muestreo, mientras que los valores con letras
diferentes si presentan (P < 0.005).
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7.2.- Tamafo molecular de las proteinas
El patréon electroforético demostré que las proteinas presentes en las hojas de

Brosimum alicastrum Sw., oscilan entre los 37 y 50 kD de peso. Esto puede
deberse a la edad de los arboles donde fueron recolectadas las muestras, ya que
son relativamente jovenes, y tienen una altura de 10 metros. Es importante
mencionar que esta especie, puede alcanzar una altura de hasta 45 metros de

acuerdo a lo reportado por Meiners et al. (2009).

Figura 4. Patron electroforético de las proteinas presentes en las muestras de

Brosimum alicastrum Sw.
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8.- Conclusiones

Esta investigacion permitié establecer por primera vez, un protocolo para la
extraccion de metabolitos secundarios mediante el uso de metanol como solvente,
asi como la determinacion del contenido de flavonas y flavonoles, flavonoides,
saponinas, taninos, cumarinas y fenoles presentes en las hojas de Brosimum
alicastrum Sw., utilizando técnicas espectrofotométricas que permitieron
cuantificar las concentraciones de estos compuestos en diferentes sitios de

muestreo (Cintalapa, Tuxtla Gutiérrez, Villaflores).

Las condiciones particulares de cada sitio de muestreo, proveen diferencias
significativas en la produccién de metabolitos secundarios (flavonoides, taninos,
cumarinas y fenoles), por lo que recomiendo ampliamente realizar estudios
dirigidos al comportamiento de las rutas biosintéticas en diferentes condiciones
tales como: la relacion de pH en el suelo, la capacidad de retencién de agua,
aplicacion de abonos organicos, etc. Ya que las condiciones estudiadas en esta
investigacioén, son en el completo estado natural de B. alicastrum, por lo que la
participacion de microorganismos que prosperen en las mismas condiciones,

pueden afectar de manera significativa la produccion de estos compuestos.

Ademas, es un estudio preliminar se establecié un protocolo para cuantificar
proteinas usando un buffer de extraccion descrito por Chen et al.,, (2012), y
revelando el tamafio molecular de estas utilizando un gel de poliacrilamida SDS-
PAGE, las cuales oscilan en un rango de 37 y 50 kDa de peso. El tamafio de las
proteinas puede estar relacionado por la edad de los arboles. Es importante
mencionar, que las hojas actualmente son utilizadas como alimento forrajero para
el ganado bovino. La falta de informacion cientifica, crea la posibilidad de una
investigacibn mas amplia, creandose asi todos los recursos que permitan explotar

los recursos naturales que contiene esta magnifica especie.
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