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RESUMEN

El género Rubus presenta plantas como la zarzamora y frambuesa que se
desarrollan en varios Estados de la Republica Mexicana, entre los que destaca el
estado de Michoacan, donde se han descrito especies consideradas como
valiosos recursos de importancia econdémica. Los frutos de la zarzamora silvestre
representan una fuente alterna para el ingreso familiar en las comunidades donde
se desarrollan, mientras que los tallos y hojas se utilizan en la herbolaria
tradicional gracias a la presencia de compuestos con actividad antimicrobiana
contra fitopatdgenos, destacando Botrytis cinerea, Alternaria alternata, Fusarium
sp., Pseudomonas spp. No obstante lo anterior, de las mas de 700 especies de
Rubus que se reportan en el mundo, s6lo se ha evaluado el potencial
antimicrobiano de un pequefio numero ellas, de ahi la importancia de evaluar el
potencial de las mas de 20 especies mexicanas de Rubus.

Dentro de los principales compuestos reportados con actividad antimicrobiana se
encuentran los polifenoles; éstos estan extensamente distribuidos en diversos
organos de las plantas: flores, frutos, hojas, etc., ya que actian como sustancias
protectoras contra la radiacion UV, como atrayentes de polinizadores y como
mecanismos de defensa. En humanos, los polifenoles poseen efectos benéficos
sobre la salud, actuando como potentes antioxidantes e interviniendo en la
prevencion de enfermedades de tipo cronico degenerativas. Actualmente, son
pocos los estudios que se han hecho sobre la presencia y contenido de
compuestos bioactivos en especies silvestres de Rubus en Michoacan; en este
contexto, el presente proyecto pretende extraer compuestos polifendlicos a partir
de distintos 6rganos de la planta para la evaluacion de su capacidad microbicida
generando evidencias sobre los compuestos involucrados en la herbolaria regional
y sus posibles aplicaciones para el control biol6gico de fitopatdégenos.

Se evaluaron tres materiales de zarzamora silvestre, Rubus adenotrichos, Rubus
coriifolius y morfoespecies “Cerosa”, preparando extractos de hojas y tallos. El
mejor resultado de actividad antimicrobiana fue registrado por el extracto
metandlico de tallo de Rubus adenotrichos que alcanzé un 97.78 % de inhibicion
del crecimiento de la bacteria fitopatogena Pantoea stewartii, porcentaje reflejado
por la reduccion de las UFC/mL en una unidad logaritmica. Esto permite proponer
a las plantas evaluadas como fuentes de compuestos naturales para control
bioldégico de microorganismos.

Palabras clave: frutillas, bioactividad, metabolitos secundarios, fitopatégenos




ABSTRACT

The Rubus genus presents plants as the blackberry and raspberry that develop in
several States of the Mexican Republic, between which Michoacan's condition
stands out, where there have been described species considered as valuable
resources of economic importance. The fruits of the wild blackberry represent an
alternate source for the familiar revenue in the communities where they develop,
whereas the stems and leaves are in use in the traditional herbolaria thanks to the
presence of compounds with antimicrobial activity against phytopathogens,
emphasizing Botrytis cinerea, Alternaria alternata, Fusarium sp., Pseudomonas
spp. Nevertheless they are more than 700 Rubus's species in the world, only has
evaluated the antimicrobial potential of a small number, which is why the
importance of evaluating the potential of more than 20 Rubus's Mexican species is
explaned. Among the principal compounds with antimicrobial activity there are
polyphenols; these are extensively distributed in diverse organs of the plants:
flowers, fruits, leaves, etc., since they operate as protective substances against the
radiation UV, and as mechanisms of defense. In human beings, the polyphenols
possess charitable effects on the health, acting like powerful antirust and
intervening in the prevention of degenerative diseases of chronic type. Nowadays,
there are small the studies that have been done on the presence and content of
compounds bioactivos in Rubus's wild species in Michoacéan; in this context, the
present the present project tries to extract polyphenolic compounds from different
organs of the plant for the evaluation of his microbicide capacity generating
evidences on of their possible applications for biological control. Here we evaluated
three materials of wild blackberry, Rubus adenotrichos, Rubus coriifolius and
morfoespecies "Waxen", preparing extracts of leaves and stems. The best result of
antimicrobial activity was registered by the methanolic extract of stem of Rubus
adenotrichos that reached 97.78 % of inhibition of the growth of Pantoea stewartii,
percentage reflected by the reduction of the UFC/mL in a logarithmic unit. This
allows to propose to the evaluated plants as sources of natural compounds for
biological control of microorganism.

Keywords: berries, bioactiviry, secondary metabolites, phytopathogens




I.INTRODUCCION

El género Rubus presenta plantas como la zarzamora y frambuesa que se
desarrollan en varios Estados de la Republica Mexicana, entre los que destaca el
estado de Michoacan, donde se han descrito especies consideradas como
valiosos recursos de importancia econdémica. Los frutos de la zarzamora silvestre
representan una fuente alterna para el ingreso familiar en las comunidades donde
se desarrollan, mientras que los tallos y hojas se utlizan en la herbolaria
tradicional gracias a la presencia de compuestos con actividad antimicrobiana
contra patdgenos, destacando Staphylococcus aureus, Alternaria alternata,
Candida albicans y Pseudomonas spp. Por otro lado, especies silvestres del
género Rubus han sido apreciadas como fuente de ingresos, medicina y alimento
para pequefias comunidades desarrolladas en regiones con climas frios,
principalmente. No obstante lo anterior, de las mas de 700 especies de Rubus que
se reportan en el mundo, sélo se ha evaluado el potencial antimicrobiano de un
pequefio nimero ellas, de ahi la importancia de evaluar el potencial de las mas de
20 especies mexicanas de Rubus.

Dentro de los principales compuestos reportados con actividad antimicrobiana se
encuentran los polifenoles; éstos estan extensamente distribuidos en diversos
organos de las plantas: flores, frutos, hojas, etc., ya que actian como sustancias
protectoras contra la radiacion UV, como atrayentes de polinizadores y como
mecanismos de defensa. En humanos, los polifenoles poseen efectos benéficos
sobre la salud, actuando como potentes antioxidantes e interviniendo en la
prevencion de enfermedades de tipo crénico degenerativas. Recientemente ha
sido reportada la actividad antimicrobiana de una amplia variedad de compuestos
polifendlcos, aislados, en mezclas o en extractos, obtenidos de plantas usadas en
la medicina tradicional de distintos paises logrando la inhibiciobn de
microorganismos patdogenos como E. coli, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, cepas de Staphylococcus aureus resistentes a antibioticos, etc. ;
sin embrgo, las evaluciones sobre la actividad de este tipo de compuetos frente a
microorganismos fitopatdbgenos son limitados. Actualmente, son pocos los
estudios que se han hecho sobre la presencia y contenido de compuestos
bioactivos en especies silvestres de Rubus en Michoacan y su posible aplicacion
para el control de patdgenos de cultivos; en este contexto, en el presente
proyecto se pretende extraer compuestos polifendlicos a partir de distintos
organos de la planta para la evaluacién de su capacidad microbicida frente a una
bacteria fitopatdbgena generando evidencias sobre posibles fuentes alternativas y
naturales para la obtencidbn de compuestos con potencial de inhibicion de
microorganismos y plagas, que sean amigables con el ambiente y de facil
degradacion.




I1. REVISION DE LITERATURA
2.1 ZARZAMORA

2.1.1. Generalidades del género Rubus

Las Rosaceae incluyen varios géneros de taxonomia muy complicada y
controvertida (incluido Rubus), por lo que el calculo del nimero, sobre todo de las
especies, es bastante incierto. Se consideran unos 100 géneros con 2000 a 3000
especies representadas en todo el mundo, pero principalmente en regiones
templadas y subtropicales del Hemisferio Norte. El género Rubus es de taxonomia
sumamente complicada, pues a menudo existen dificultades en la circunscripcion
de las especies y mientras algunos autores le adscriben unas 700 otros reconocen
s6lo alrededor de 250. Se encuentra distribuido principalmente en las comarcas de
clima templado y frio del Hemisferio Norte, pero también presente en zonas
montafiosas intertropicales. Muchos de sus representantes tienen frutos
comestibles conocidos como ‘“zarzamoras” y “frambuesas” y varios se cultivan
para tal propdsito, como por ejemplo R. idaeus L. Las especies de Rubus suelen
ser muy variables, aparentemente como resultado de la frecuente reproduccion
apomictica e hibridacién. Los componentes mexicanos del género necesitan de
una profunda revaloracion a la luz del gran ndimero de colectas recientes
(Rzedowski y Calderon, 2005).

En el estado de Michoacan, se han encontrado diferentes especies pertenecientes
a este género, ejemplo de ellas son Rubus coriifolius, colectada en el norte del
estado en localidades pertenecientes a la cuenca del Balsas presentando hojas de
textura coriacea y tallos densamente pubescentes pero carentes de pelos
glandulares; Rubus adenotrichos, que ha sido un elemento frecuente y a menudo
abundante en el norte de Michoacén, propia principalmente de la vegetacion
secundaria derivada de bosques humedos de conifera y de encino, asi como del
bosque mesdfilo de montafia (2100-2800 m.). Esta zarzamora es la mas comun de
la region purépecha. Sus frutos, de buen tamafio y sabor, se venden con
frecuencia en los mercados locales y se utlizan para la elaboracion de
mermeladas, tamales y dulces. La planta se emplea asimismo en medicina
tradicional; Rubus cymosus, también es un elemento frecuente en la vegetacion
secundaria derivada de bosques de encino, de coniferas y del bosque mesdfilo de
montafia, a menudo a orilla de caminos y en cercas en el norte de Michoacan, a
unan altura de 1800 a 2800 m. En similares condiciones geograficas y de
vegetacion mencionadas para las especies anteriores, se ha encontrado a Rubus
humistratus (1150-2700 m.), Rubus pringlei (2300-3200 m.) y Rubus pumilus,
presentandose como elemento poco frecuente pero a veces localmente abundante




en los bosques humedos de coniferas del norte de Michoacan (2700-3600 m.), y
siendo una planta endémica de México y poco comun (Rzedowski y Calderén,
2005).

2.1.2. Descripcion botanica

La zarzamora es una planta bienal que desarrolla en el primer afio un tallo estéril y
en el segundo aparecen tallos fértiles; son herbdceas perennes, arbustivas o
subarbustivas (Cruz, 1997; Rzedowski y Calderén, 2005).

Tallo. EIl tallo principal es de crecimiento erecto, semirastrero o0 rastrero;
frecuentemente provisto de aguijones curvados, espinas, y pelos, aunque puede
carecer de ellos. Existen especies en las que el tallo principal esta revestido de
pruina azul-blanquecina, que puede ser claramente visible o presentarse en forma
de una fina pelicula blanca. La pilosidad es variable entre las especies, pudiendo
encontrarse tallos glabros o pelosos. La zona central del tallo es el caracter
morfolégico que presenta menos variabilidad entre especies (Monasterio-Huelin,
1992; Cruz, 1997; Rzedowski y Calderon, 2005). Los tallos, también llamados
cafias, también se desarrollan bajo el suelo emitiendo durante nuevos brotes
llamados “primocafias” los cuales se desarrollan vegetativamente durante el
primer afo; los brotes se denominan “floricafias” cuando alcanzan su desarrollo
reproductivo en el segundo afo, florecen, fructifican y mueren (Cruz, 1997;
Rzedowski y Calderdon, 2005).

Hojas. Son persistentes o deciduas, pecioladas, estipuladas, simples o
compuestas o imparipinadas (Sanchez, 1974).

Flores. Perfectas, en racimos, paniculas, corimbos, en fasciculos o solitarias; son
hermafroditas o raramente unisexuales, con pedicelo generalmente glanduloso.
Caliz persistente de 5 sépalos, con tubo corto y ancho, generalmente con 5
I6bulos. Corola de cinco pétalos. Estambres numerosos y, en algunas especies,
libres; filamentos filiformes, ovario supero de numerosos carpelos dispuestos
sobre un receptaculo convexo, dos oOvulos por carpelo. Estilo subterminal y
filiforme; estigma simple o capitado. Las flores aparecen sobre los extremos de los
brotes laterales del segundo afio (Cruz, 1997; Rzedowski y Calderén, 2005).

Fruto. El fruto verdadero es una drupela que encierra una semilla. El fruto
comestible es un agregado compuesto de la union de varias drupelas sobre un
receptaculo. Las drupelas rara vez se desprenden del receptaculo para caer
separadamente (Cruz, 1997; Rzedowski y Calderén, 2005).




2.1.3. Clasificacién taxonémica
La zarzamora pertenece al género Rubus y presente variabilidad en especies
debido, principalmente, a la frecuente reproduccién apomictica e hibridacién
(Rzedowski y Calderon, 2005)

Reino: Plantae
Superphylum: Tracheophyta
Phylum: Mangnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Rosales
Familia: Rosaceae
Subfamilia: Rosoidae
Geénero: Rubus
Especie: Rubus sp.

(CONABIO, 2014)

2.1.4. Importancia

Ecoldgica

El impacto ecolégico de especies silvestres del género Rubus es observado en la
conservacion del suelo dentro de los bosques donde se desarrollan, debido a que
amortiguan el impacto de las gotas de lluvia lo que permite la retencion y
conservacion de la humedad del suelo, influyendo en la recarga de los mantos
freaticos (Cruz, 1997).

En Michoacéan, existen diversos recursos silvestres de importancia fruticola entre
los que se encuentran algunas morfoespecies de zarzamora (Rubus spp.). Estos
materiales se localizan en areas boscosas y templadas, en altitudes de 1550 a
2300 msnm. Ha sido reportada la existencia de al menos 7 diferentes
morfoespecies silvestres en Michoacan, entre las que se encuentran R.
tricomallus, R. ulmifolius, R. adenotrichos y R. glaucus (Rzedowski y Calderén,
2005).




Econémica

En México, los cultivos de frutillas (fresa, frambuesa, zarzamora y arandano)
abarcan una superficie de 19 mil 645 hectareas con una produccion de mas de
385 mil 928 toneladas en Michoacan, Jalisco, Baja California, Guanajuato, Colima
y Estado de México y un valor de produccion de 550 millones de délares al afio,
proyectandose la suplicacion de la superficie de cultivo y ganancias en 5 afios
(SIAP, 2014; SAGARPA, 2014). Para 2011, México ya producia casi 400 mil
toneladas de frutillas, con un valor de produccion de 7 mil 019 millones de pesos
ocupando el sexto lugar mundial en produccion de fresa (224 mil toneladas) y el
tercer lugar en la exportacion del mismo fruto. Actualmente se destaca que toda la
zarzamora que se consume en Europa proviene de México y es uno de los
principales exportadores de zarzamora a Estados Unidos (Figura 1). Por todo lo
anterior, se reconoce a México como un pais con las condiciones climaticas,
productivas y sanitarias para la produccién, industrializacion y comercializaciéon de
frutillas (SAGARPA, 2014).

TMCA (Valores 2005-2010) Importaciones de EE.UU. Vs. Exportaciones México a EE.UU.
[Productos con demanda de importacion de EE.UU. con TMCA del 10% al 30%]
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Figura 1. Tendencia de consumo nacional aparente (TMCA) expresado en el porcentaje de
importaciones y exportaciones México-Estados Unidos

La industrializacion de las frutillas genera a nivel nacional entre 80 mil y 100 mil
empleos directos e indirectos, la gran mayoria se ubican en Michoacan y Jalisco
con su consecuente derrama econOmica. En respuesta a la demanda de frutillas

35



(zarzamora, fresa, frambuesa y arandano) en diferentes paises del mundo,
productores y agroindustriales de clase mundial estan desarrollando proyectos de
expansion de cultivos en entidades del pais con caracteristicas climaticas 6ptimas,
calidad de suelo y oportunidad de periodos estacionales, destacando Michoacan,
Colima y Jalisco; las frutillas son los cultivos de mayor rentabilidad de la industria
hortofruticola e importantes generadores de divisas y empleos para el campo
nacional, por ello se destaca la necesidad de expandir estos cultivos en el pais. Un
ejemplo de las estrategias ya establecidas por instituciones gubernamentales, en
colaboracion con empresas privadas, es el aumento de la produccién y
comercializacién de frutillas en el pais contemplando, en una primera etapa, el
incremento en 2 mil hectareas la superficie de cultivo en zonas probadas de
Michoacan, Jalisco y Baja California, lo que significa la generacién de 15 mil
empleos (SAGARPA, 2014).

Alimenticia

La explotacion del fruto de zarzamora con fines alimenticios de manera tradicional
ha sido registrada para el estado de Michoacén; se conoce el consume de los
frutos en fresco ademas de su utilizacién en alimentos regionales como tamales,
atole, bebidas fermentadas y endulzadas, dulces, etc. (Bello-Gonzalez, 2006).

Al igual que otros frutos, las frutillas (incluyendo arandano, frambuesa, zarzamora,
etc.) contienen macro y micronutrientes como vitaminas, minerales y fibra (Cuadro
1); sin embargo sus propiedades biolégicas se han atribuido a sus altos niveles de
compuestos fendlicos asi como a la sinergia interactiva entre sus componentes
fitoquimicos naturales (Seeram, 2008; Szajdek y Borowska, 2008). La zarzamora
se destaca ademas por su contenido en manganeso, el cual interviene en el
metabolismo de algunas vitaminas, asi como también en el mecanismo de
transmision de impulsos nerviosos (Guyton y Hall, 2006).

cuadro 1. Comparacion del contenido nutrimental de frutilla

NUTRIENTE UNIDAD ZARZAMORA ARANDANO FRAMBUESA
Agua (9) 88.15 84.21 85.75
Proteina (9) 1.39 0.74 1.2
Lipidos (9) 0.49 0.33 0.65
Cenizas (9) 0.37 0.24 0.46
Carbohidratos ) 9.61 14.49 11.94
Fibra dietética (9) 5.3 2.4 6.5
Sacarosa (9) 0.07 0.11 0.2
Glucosa (9) 2.31 4.88 1.86
Fructosa (9) 2.4 4.97 2.35
Ca (mg) 29 6 25
Mg (mg) 20 6 22
Fe (mg) 0.62 0.28 0.69
P (mg) 22 12 29
K (mg) 162 77 151
Na (mg) 1 1 1




Zn (mg) 0.53 0.16 0.42

Mn (mg) 0.646 0.336 0.67
Vitamina C (mg) 21 9.7 26.2
Vitamina B6 (mg) 0.03 0.052 0.055
Vitamina E (mg) 1.17 0.57 0.87

Fuente: USDA, 2014

Debido al creciente interés en evaluar los fitoquimicos de una amplia variedad de
especies vegetales, basandose principalmente en un punto de vista etnobotanico y
etnofarmacobiolégico de distintas regiones del mundo, la composicion quimica y
las propiedades para promover la salud de las moras encontradas en
Norteamérica y Europa han sido ampliamente exploradas, mientras que aquellas
gue son nativas de América, particularmente de América del Sur, han recibido
poca atencion. Con lo anterior se destaca la importancia de ampliar el estudio de
la quimica, actividad biolégica y comercializacion de frutos nativos (Schreckinger
et al., 2010)

Social

Actualmente, la produccion de frutillas (zarzamora, fresa, frambuesa y arandano)
se concentran en 4 entidades federativas de México con un impacto social que se
traduce en la generacion de 8 empleos por hectarea cultivada y la entrada de
divisas por concepto de exportaciones al mercado de Norteamérica y Paises
Europeos (SAGARPA, 2014). Sin embargo, el papel de estos frutos para diversas
comunidades en el mundo es preponderante como base de su alimentacion y
medicina tradicional, lo cual pone de manifiesto su importancia en la sociedad.

Por otro lado, especies silvestres del género Rubus han sido apreciadas como
fuente de ingresos, medicina y alimento para pequefias comunidades
desarrolladas en regiones con climas frios, principalmente. Ejemplo de lo anterior
es el importante papel de las frutillas en la dieta Nérdica; cerca de 50 diferentes
frutillas crecen en la region norte y la mitad de ellas son comestibles. La frutillas
silvestres mayormente conocidas y comercializadas en esa zona son, por su
nombre en inglés, lingonberry, bilberry, raspberry, cloudberry, cranberry, buckthorn
berry y crowberry. En Finlandia, para 2003, la produccion anual de lingonberry y
bilberry fue de 500 y 250 millones de kg, respectivamente, evidenciando su
fundamental papel para esa sociedad (Puupponen-Pimia et al., 2005).

En otras zonas de mundo, zarzamoras, frambuesas y arandanos silvestres son
altamente apreciadas para las comunidades que las consumen. Ameérica del Norte
sostiene que una amplia variedad de moras son parte integral del conocimiento
ecoldgico tradicional de tribus indigenas del Artico; Rubus spectabilis y Rubus
chamaemorus han sido utilizadas para preparar diversos remedios usados en el
tratamiento de heridas y afecciones ginecolédgicas, siendo ambas especies
importantes para distintas tribus de esa region. Las hojas y brotes de la planta de
zarzamora se utilizan para el tratamiento de malestares estomacales y diarrea,




ademas los pobladores la reconocen como una planta cuyo consumo permite
evitar dafios en el rifion. Adicional a lo anterior, las moras silvestres del Artico son
un alimento ampliamente consumido y, por ejemplo, las poblaciones Innuit de
Alaska utilizan los frutos para fermentarlos y obtener bebidas y vinagres utilizados
para cocinar (Kellogg et al., 2010).

Medicinal

La zarzamora tiene diversos usos en la herbolaria tradicional, entre los que
destaca su capacidad para curar heridas; las hojas y tallos jovenes poseen
propiedades antibacterianas y antiinflamatorias ayudando a eliminar
microorganismos presentes en heridas en la piel y a disminuir la hinchazon.
Particularmente, las hojas destacan por su astringencia empleandose en infusién
para tratar desdérdenes estomacales, dolor de garganta, boca y Ulceras e
inflamaciones de la lengua y encias (Vanaclocha y Cafiigueral, 2003). Estos usos
en la medicina tradicional en diferentes paises han generado nuevas lineas de
investigacion en la busqueda de los compuestos activos presentes en las plantas y
que les proporcionan diversas propiedades. En este sentido, numerosos estudios
sobre las actividades bioldgicas de los compuestos fendlicos en la zarzamora han
sido desarrollados, revelando su impacto en la prevencion y tratamiento de
distintos padecimientos, incluidos los del tipo cronico degenerativo (Cuevas-
Rodriguez et al., 2010; Ding et al., 2006); también se ha evaluado su impacto
positivo en enfermedades neurodegenerativas, obesidad y cancer (Juranic y
Zixack, 2005; Zafra-Stone, 2007).

El estudio de los diversos potenciales bioldgicos de la zarzamora con aplicaciones
medicinales ha sido abordados desde distintas perspectivas: inicialmente se
destaco su potencial o actividad antioxidante (Garzén et al., 2009; Estupiiian et al.,
2011) haciendo una comparacion con distintos frutos (Kahkonen et al., 2001;
Benvenuti et al., 2004; Pantelidis et al.,, 2007; Egea et al., 2010), entre distintos
cultivares de zarzamora (Siriwoharn et al., 2004) y contrastando a las variedades
mejoradas con las especies silvestres (Deighton et al., 2000; Ugurtan-Yilmaz et al.,
2009; Cuevas-Rodriguez et al., 2010); otros frutos pertenecientes al género Rubus
también han sido ampliamente estudiados para conocer su actividad antioxidante,
tal es el caso de la frambuesa silvestre y cultivada (Mullen et al., 2002;
Venskutonis et al., 2007; cekic y Ozgen, 2010; Bobinaité et al., 2012). Esta
actividad ha sido atribuida particularmente al contenido de compuestos fendlicos y
polifendlicos en los frutos evaluados (Mertz et al., 2007; Tulipani et al., 2008). Sin
embargo, recientemente han sido publicados trabajos criticos sobre el efecto
antioxidante “real” de los compuestos fendlicos contenidos en frutos como




zarzamora, arandano, cerezas, fresas, etc. y su repercusion en la salud de los
consumidores; el tema principal de la controversia es la extrapolacion de los
resultados obtenidos en evaluaciones in vitro a condiciones in vivo, discutiéndose,
entre otros puntos, la biodisponibilidad y bioeficiencia (Manach et al., 2005) de
estos compuestos en el organismo de quienes los adquieren en su dieta (Berger et
al., 2012) y demostrdndose contrastantemente el potencial de los flavonoides,
principalmente, en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas en
experimentos bajo condiciones fisioldgicas (Tavares et al., 2012). Con todo lo
anterior, se evidencia la necesidad de continuar con investigaciones que constaten
la efectividad de los compuestos bioactivos de frutillas como la zarzamora para
conocer y entender sus funciones, estabilidad, disponibilidad, posibles usos, etc.

2.2 METABOLITOS SECUNDARIOS
Aspectos unicos del metabolismo vegetal

Una caracteristica importante de todos los organismos es su habilidad para regular
la tasa de los procesos metabdlicos en respuesta a un ambiente cambiante tanto
interna como externamente. Esta regulacion asegura la homedstasis mediante la
conservacion de la estabilidad del medio/ambiente intracelular; esto a su vez
mantiene a un organismo en un estado eficiente. El metabolismo de las plantas es,
por necesidad, un proceso complejo; debe ser flexible y robusto, debido a la
naturaleza sésil de las plantas y su exposicion a condiciones ambientales
fluctuantes y frecuentemente impredecibles. Adaptaciones anatémicas,
bioquimicas y fisioldégicas son necesarias para permitir que una planta soporte el
estrés ambiental incluyendo calor, frio, sequia, salinidad, limitacion en nutrientes y
anoxia; ademas, las plantas verdes exhiben un metabolismo complejo resaltando
su naturaleza autotrofica, su capacidad biosintética y su peculiar division celular y
subcelular. Los principales mecanismos de regulacién metabdlica encontrados en
plantas son generalmente similares a aquellos presentes en otros organismos, lo
gue hace que las plantas se separen del resto de los organismos es, sin embargo,
la diversidad de su metabolismo, tal y como lo evidencia la variedad de quimicos
de defensa que producen y la flexibilidad de su metabolismo que les permite
optimizar el uso de sus fuentes de alimento (Bowsher et al., 2008). El estrés
medioambiental modula significativamente los perfiles fitoquimicos en las plantas;
el estrés biodtico y abidtico presente en la naturaleza es soportado por las plantas a
través de adaptaciones de defensa quimica, promoviendo una composicion
fitoquimica potencialmente compleja en las especies silvestres comparadas con
sus variedades cultivadas (Kellogg et al., 2010). Adicionalmente, los mecanismos
precisos de regulacion de una ruta o enzima particular podrian no ser iguales entre
especies o incluso entre distintas ubicaciones dentro del mismo organismo o bajo
diferentes condiciones ambientales. Por lo tanto es importante entender la
regulacion metabdlica en las plantas si queremos comprender el funcionamiento
de estos organismos; no es suficiente asumir que se puede extrapolar informacion
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obtenida de fuentes no vegetales y predecir el comportamiento de una planta ante
un estimulo (Bowsher et al., 2008)

Los metabolitos secundarios, de una enorme variedad quimica, juegan un
importante papel en los organismos que los producen, pueden funcionar como
moléculas sefial en las relaciones planta con planta, planta con herbivoro, planta
con microorganismo, animal con animal y animal con predador. Frecuentemente
los metabolitos secundarios sirven como compuestos de defensa quimica contra
herbivoros y predadores, microbios, virus y entre plantas que compiten. Estos
metabolitos son, por tanto, de primordial importancia para el buen funcionamiento
de los organismos que los producen o que los requisan. Para entender la
variabilidad estructural de los metabolitos secundarios, su funcién bioldgica y su
potencial de explotacion biotecnoldgica (utilizacion en farmacologia, en medicina
como agentes terapéuticos, en agricultura como biopesticidas, etc.), se requiere
informacion detallada de su bioguimica (produccién y acumulacién en espacio y
tiempo) y ecologia (funciones en plantas y animales; Wink, 2000)

Las plantas interactan con otros organismos vivos de diferentes maneras,
brindando alimento a los herbivoros y actuando como hospederos de patégenos
bacterianos y fangicos, etc. Los venenos y compuestos quimicos de defensa
sirven para reducir estas interacciones negativas las cuales podrian resultar en un
severo dafo para la planta. Sin embargo, debido a que las plantas son inmoviles,
la mayoria de las angiospermas necesitan atraer a los animales para su
reproduccion y dispersion de la semilla. El delicado balance entre el rechazo de
herbivoros y patdgenos, y la atraccién de polinizadores se mantiene gracias a la
produccion una gran diversidad de quimicos especializados, los metabolitos
secundarios. Debido a que los patdégenos o herbivoros desarrollan resistencia a
esos quimicos, las plantas desarrollan la capacidad de producir nuevos
compuestos en una continua carrera armamentista que agrega diversidad quimica
y complejidad biosintética a los productos quimicos producidos por las plantas.
Méas de 100,000 diferentes metabolitos secundarios han sido identificados en
plantas, y cerca de la mitad de ellos pertenecen a los tres grandes grupos:
alcaloides (12,000), fendlicos (10,000) y terpenoides (25,000; Bowsher et al.,
2008)

Caracteristicas generales, ubicacion y acumulacion

Una caracteristica tipica de las plantas es la produccion de una gran diversidad de
metabolitos secundarios incluyendo compuestos libres de nitrégeno (v.g. terpenos,
saponinas, etc.) y compuestos que contienen nitrogeno (v.g. alcaloides, aminas,
etc.). Numerosos metabolitos secundarios se encuentran comunmente
acompafnados por docenas de compuestos menores; como resultado se obtienen
mezclas complejas que difieren en funcion y localizacién en la planta ya que
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existen diferencias de 6rgano a Organo en una misma planta y éstos también
varian entre especies. Estos compuestos son sintetizados en las plantas en tejido,
organo y rutas especificos por enzimas biosintéticas igualmente especificas (Wink,
2000).

La organizacion y estructura de la célula vegetal conlleva a la compartimentacion
del metabolismo. Numerosas reacciones metabdlicas de una ruta pueden estar
localizadas en un sitio especifico en la célula o en organelos particulares. El
metabolismo de la planta es dependiente de la separacion lo cual ha sido
establecido desde tiempo atrds. La concentracion de un metabolito, cofactor o
efector en un compartimento particular permitiria establecer un ambiente mas
favorable para la accion enzimatica. La compartimentacion metabdlica también
separa los intermediarios de las enzimas lo cual evita reacciones indeseables o la
generacion de subproductos que inhiben un proceso particular. La localizacion de
enzimas y metabolitos en un mismo compartimento puede provocar mayor
eficiencia en una ruta metabdlica e interaccion entre rutas. Sin embargo, la
separacion significa que los diferentes componentes de una célula vegetal
interactian en distintos niveles. Los sustratos frecuentemente deben desplazarse
entre compartimentos desde el sitio de biosintesis hasta el lugar donde seran
utilizados; este desplazamiento involucra transportadores y una alta regulacion y
coordinacién para mantener el flujo apropiado a través de ese paso (Bowsher et
al., 2008)

Los metabolitos secundarios tienen una caracteristica particular que es su
acumulacion y almacenamiento en altas concentraciones en las plantas que los
producen. En general, los compuestos hidrofilicos se almacenan en la vacuola
mientras que las sustancias lipofilicas son depositadas en ductos para resinas,
lacticiferos, tricomas, células especificas o en la cuticula. Por otro lado, como los
sitios de sintesis no necesariamente son los sitios de almacenamiento, para
algunas sustancias se han descubierto sistemas de transporte de larga distancia
por el xilema, floema y por vias apoplasticas. En la mayoria de las plantas, la
sintesis y acumulacion de los metabolitos secundarios esta regulada en espacio y
tiempo. Como regla, los tejidos vulnerables son mas defendidos que aquellos que
son viejos 0 senescente; por ejemplo, usualmente se observa que las semillas,
plantas jovenes, brotes y tejidos jovenes, demandan grandes cantidades de
compuestos de defensa o los sintetizan activamente los Organos que son
importantes para la sobrevivencia y multiplicacién, como las flores, frutos y
semillas, por ello éstos se convierten en fuente de defensas quimicas. Esa
localizacion especifica de los metabolitos tiene sentido si su funcion es actuar
como sefial o defensa. Los tricomas y pelos glandulares siempre se encuentran en
la superficie de la planta; un herbivoro no puede evitar estar en contacto directo
con ellos si trata de alimentarse de la planta. Si los terpenos activos que se
encuentran en la membrana alcanzan sus labios, lengua o mandibula, muchos
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herbivoros pueden ser disuadidos antes de que comiencen a alimentarse de la
planta. Otro ejemplo es el almacenamiento de altas concentraciones de
metabolitos secundarios en las vacuolas, que se posicionan en sitios favorables
para la defensa, encontrandose principalmente en células epidérmicas vy
subepidérmicas; si un herbivoro o microorganismo ataca esa planta se enfrentara
inmediatamente a una elevada concentracion de metabolitos secundarios cuando
se lastime o penetre el tejido, lo cual podria igualmente disuadirlo que se siga
alimentando de la planta. Es importante sefalar que los compuestos que se
encuentran en ductos de resina y lacticiferos estan almacenados a altas presiones
por lo que se liberaran rdpidamente cuando esas zonas sean lastimadas (Wink,
2000).

Funciones

Los metabolitos secundarios cumplen diversas funciones en las plantas que los
producen (Figura 2): sirven para proteccion contra virus, bacterias, hongos,
plantas de competencia y contra herbivoros (babosas, caracoles, artrépodos y
vertebrados). Adicionalmente, dichos metabolitos pueden servir como compuestos
de atraccion (v.g. monoterpenos fragantes, carotenoides y antocianinas coloridas)
de animales para la polinizacion y para la dispersion de la semilla. En distintas
instancias, ambas actividades son exhibidas por los mismos compuestos: las
antocianinas y los monoterpenos pueden ser atrayentes de insectos cuando se
encuentran en las flores pero al mismo tiempo son insecticidas y antimicrobianos
en las hojas. Algunos compuestos concomitantemente exhiben funciones
fisiologicas; por ejemplo, protectores de la planta contra la radiacion UV. Esta
caracteristica de los metabolitos secundarios, ser multifuncionales, es tipica para
estos compuestos y no contradice su papel principal como compuestos sefial y de
defensa (Wink, 2000).
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Figura 2. FuNciones de los metabolitos secundarios en las plantas

Explotacion y uso

Los productos naturales han sido utilizados por el hombre desde la antigiedad
para un gran numero de aplicaciones, como drogas, agentes para el manejo de
plagas, pigmentos y saborizantes, por mencionar algunos. Sin embargo, la
humanidad no estaba consciente de la importancia especifica y la distinta
naturaleza quimica de los compuestos presentes en esos productos naturales;
hasta el final del siglo XIX y a principios del siglo XX, los productos
experimentaron un surgimiento como una importante rama de la quimica organica
para comprenderlos. Muchos factores conllevaron a este cambio, incluyendo la
percepcion de la naturaleza como un selector de actividades bioldgicas, el gran
namero de compuestos de fuentes botanicas aun no descubiertos y al hecho de
que pocos de los compuestos naturales conocidos habian sido biolégicamente
caracterizados. Adicionalmente, la instrumentacion analitica moderna y las
adaptaciones hechas a microbioensayos han permitido que la labor de
descubrimiento de compuestos requiera menos tiempo y sea menos laboriosa;
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nuevas estrategias para el estudio de los compuestos vegetales se basan en el
conocimiento etnobotanico de las comunidades para realizar una exploraciéon
mucho mas completa del mundo vegetal y de los compuestos que podrian usarse
directamente como farmacéuticos o en la agricultura, acoplandolo con el uso de
poderosas técnicas espectroscopicas y cromatograficas que permiten el
aislamiento e identificacion de compuestos individuales (Bidlack et al., 2000;
Macias et al., 2007). De manera interesante, un cuarto de los medicamentos
prescritos en paises industrializados contienen compuestos directamente
derivados de las plantas o compuestos que sufrieron modificaciones de manera
sintética; en paises en desarrollo, el 80 % de la poblacién utiliza extractos
vegetales para el tratamiento de enfermedades (Bowsher et al., 2008).

Los metabolitos secundarios poseen una vasta variedad de aplicaciones en
biotecnologia (Figura 3). Una de las principales areas biotecnologicas donde
participan los metabolitos secundarios es la fitomedicina; cientos de plantas son
utilizadas alrededor del mundo para incluirlas en los alimentos y para tratar
enfermedades. Ademas del aislamiento de las sustancias con perfiles
farmacoldgicos establecidos (v.g. alcaloides), también se utilizan con frecuencia
complejos extractos vegetales. Por otro lado, debido a que los metabolitos
secundarios son insecticidas, fungicidas y fitotoxicos, éstos pueden ser utilizados
en la agricultura como protectores naturales de las plantas. Antes del
advenimiento de los pesticidas sintéticos hace mas de 50 afios, los insecticidas
derivados de las plantas (nicotina, piretrinas, rotenona, etc.) eran un tema coman.
Las aplicaciones mostraron inequivocamente que funcionaban; una ventaja
ecoldgica es que el metabolito secundario se degrada rapidamente en las plantas
y en el suelo, que también es su desventaja ya que los pesticidas sintéticos son
mMas resistentes y persistentes. Ademas, los pesticidas modernos usualmente son
mas potentes que los biopesticidas; las plantas crecen faciimente y los
biopesticidas podrian ser una fuente sostenible de protectores de plantas para los
agricultores en paises donde no tienen acceso a los pesticidas sintéticos
facilmente (Wink, 2000).
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Figura 3. Utilizacion de los metabolitos secundarios en biotecnologia

2.2.1. Alcaloides

Los alcaloides se definen como moléculas organicas que consisten en numerosos
estructuras ciclicas que contienen usualmente uno o mas atomos de nitrégeno,
pero no siempre, localizado dentro del anillo de atomos de carbono. La estructura
de este anillo de carbono se utiliza para la clasificacion de estos compuestos,
siendo los principales grupos de alcaloides protopina, piperidina, pirrolidina,
piridina, quinolina, quinolicidina, quinazolina, imidazol, tropano, pirrolizidina,
purina, isoquinolina e indol-terpenoides (Bowsher et al., 2008).

Clasificacion

Los alcaloides son sintetizados, aunque existen excepciones, a partir de un
pequefio numero de L-aminoacidos, particularmente arginina, lisina, fenilalanina,
triptéfano y tirosina que actdan como precursores (Cuadro 2). En muchos casos,
otra caracteristica comun en la biosintesis de alcaloides es la generacién de un
intermediario central que sirve como precursor de todos los alcaloides producidos
por esa ruta en particular (Bowsher et al., 2008).

cuadro 2. Clases principales de alcaloides, aminoacido precursor e intermediario
central del cual derivan
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Tipo de alcaloide Aminoacido
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Los 5 grupos de alcaloides representados en la tabla anterior son los compuestos
de este tipo mas abundantes en las plantas. Las rutas biosintéticas que conllevan
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a la produccion de alcaloides en general son muy variadas y, en ocasiones,
altamente ramificadas. Los alcaloides del tipo indol-terpenoide poseen en comun
un grupo terpénico derivado del isopentenil difosfato, y un grupo indol derivado de
la triptamina. Por su parte, los del tipo isoquinolina son producidos a parir de la
tirosina y subdivididos en grupos mas especificos (Figura 4.); su formacion
requiere la unidbn de dos moléculas de tirosina, seguida de una serie de
hidroxilaciones, desaminaciones y descarboxilaciones. Los alcaloides del grupo
del tropano son ésteres de acidos carboxilicos y tropina; su ruta de sintesis es
altamente ramificada compartiendo precursores de la nicotina y de los derivados
de pirrolizidina. Estos compuestos se forman a partir del acido nécico y de los
aminoacidos leucina o isoleucina. Finalmente, la sintesis de los derivados de
purina comienza con la xanthosina, la cual proporciona el anillo caracteristico de
estos compuestos para posteriormente sufrir metilaciones y reacciones de 6xido-
reduccion, principalmente, para producir cafeina (Bowsher et al., 2008).

Alcaloides tipo
benzofenantridina

TRy O
t l s 1yl |§

H
]/ \T, ......... CHE ‘-( ) N— CHJ
! |
f\\ y
HO®

Alcaloides tipo
morfina

o+
Codeina Morfina Sanguinarina
Alcaloides tipo Alcaloides tipo
berberina protopma
0 /‘3 N O~
/ T e
[0 \\_/ g o~ \“./ -
\E ' o~ \]
.~ OCH, N SN0,
o
N OCH, 0
Berberina Protopina

Figura 4. Alcaloides del tipo isoquinolina
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Funcién

Los alcaloides poseen distintas funciones en las plantas: como venenos, barreras
para herbivoros, defensas antimicrobianas e inhibidores de la germinacién. Como
venenos pueden ser muy efectivos, siendo particularmente téxicos para
vertebrados y, por tanto, sirven como quimicos de defensa que se encuentran
ampliamente distribuidos en el reino vegetal (encontrados en el 20 % de todas las
especies vegetales). Muchos alcaloides tienen propiedades antimicrobianas y
protegen a la planta de infecciones bacterianas y fungicas; por otro lado, algunos
alcaloides funcionan como inhibidores de la germinacion y reducen la competencia
de otras plantas en un proceso llamado alelopatia donde la liberacién de un
quimico de una planta altera el crecimiento o desarrollo de otra planta vecina. Los
herbivoros logran evadir a las plantas que contienen alcaloides debido a que estos
compuestos brindan un sabor amargo, y es por ellos que sirven como barrera para
estos organismos logrando su repulsion antes de que consuma una dosis toxica.
Algunos animales utilizan los alcaloides para la proteccion contra predadores, sin
embargo existe muy poca evidencia de la biosintesis de estos compuestos en el
reino animal. En lugar de ello los animales que acumulan alcaloides aparentan
adquirirlos a través de su dieta, ya sea directamente de las plantas o
indirectamente de otros herbivoros. Este medio de defensa es mas comunmente
utiizado por invertebrados, particularmente los pertenecientes al orden
Lepidoptera, y son raramente utilizados por vertebrados (Bowsher et al., 2008).

2.2.2. Terpenoides

Los terpenoides son la clase de productos naturales mas extensa contando con
25,000 diferentes formas identificadas en plantas superiores. Los terpenoides no
se encuentran presentes Unicamente en las plantas, también son sintetizados en
animales, bacterias, hongos y algas. Es importante mencionar que el término
terpenoide es generalmente empleado como sindnimo de terpeno, definiendo a un
solo grupo de quimicos vegetales, sin embargo los dos nombres pertenecen a
distintas clases de compuestos: los terpenos son moléculas hidrocarbonadas (v.g.
limoneno), mientras que los terpenoides son analogos de los terpenos pero que
incluyen atomos de oxigeno en su estructura (v.g. mentol). Los terpenoides
también pueden ser referidos como isoprenoides porque muchos de ellos liberan
isopreno cuando se rompe la molécula (Bowsher et al., 2008).

Clasificacidn y biosintesis
La biosintesis de terpenoides puede ser dividida en 4 fases:

1. Produccién de las unidades basicas de 5 carbonos, isopentenil pirofosfato
(IPP) y dimetilalil difosfato (DMAPP).

2. Condensacion del IPP y DMAPP por accion de preniltransferasas para
formar los precursores de terpenoides como el geranil y farnesil difosfato.

3. Conversion de estos precursores a las estructuras “progenitoras” de los
terpenoides, catalizada por terpeno sintasas.
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4. Modificacion de los esqueletos terpenoides para introducir diversidad
estructural.

Estas fases para la obtencion de terpenoides involucran a diversas rutas
metabdlicas como la del acido mevalonico (Figura 5) y la desoxixilulosa fosfato
para la formacion de los precursores IPP y DMAPP.
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Figura 5. Ruta del acido mevalonico (HMG: 3-hidroxi-3-metilglurarilo; IPP: isopentenil
pirofosfato; DMAPP: dimetilalil difosfato)
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Funcién

Las funciones de los terpenoides van desde formar parte del sistema cosechador
de luz en la fotosintesis, transporte de electrones, regulacion del crecimiento de la
planta y como compuestos volatiles tanto atrayentes como téxicos en las
interacciones animal-planta.
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Figura 6. Ejemplos de estructuras terpenoides y su funcién

2.2.3. Polifenoles

Generalidades

Las plantas producen una gran variedad de compuestos fendlicos con diversas
estructuras y propiedades. Cerca de 10,000 fendlicos diferentes han sido
identificados; todos ellos tienen una componente en comun, un anillo aromético
hidrocarbonado (anillo de benceno o fenol) que usualmente se encuentra unido, al
menos, a un grupo hidroxilo (Bowsher et al., 2008). Los compuestos fendlicos son
metabolitos secundarios que derivan de la ruta de las pentosas fosfato, del
shikimato y de los fenilpropanoides en las plantas. (Randhir et al., 2004). Estos
compuestos se encuentran ubicuamente distribuidos en las plantas superiores
demostrando un importante papel como defensa contra fitopatdgenos, a la
agresion de animales herbivoros, ademés de ser la respuesta que tiene la planta
ante distintas condiciones de estrés abidtico como lluvia y radiacion ultravioleta
(Martinez-Valverde et al., 2000; Daglia, 2012).

Vistos desde un punto de vista estructural, en este grupo de compuestos se
ubican un gran numero de moléculas con estructura fendlica que pueden ser
divididos de manera general en flavonoides y no flavonoides. La forma mas simple
de compuestos fendlicos es la propia molécula de fenol y sin embargo este
compuesto nunca se encuentra libre en las plantas. Debido a que la mayoria de

( 1
L 2t )



los fendlicos son sintetizados a partir de productos de la ruta de los
fenilpropanoides, estos compuestos son frecuentemente referidos como
fenilpropanoides. La estructura basica de un fenilpropanoide es un anillo fenol
unido a una cadena lateral de tres carbonos (Ce-C3; Bowsher et al., 2008). Por su
parte, los flavonoides comparten un esqueleto carbonado comun consistente en
difenil propanos, dos anillos aromaticos (anillo A y B) unidos a una cadena lineal
de tres carbonos; esta cadena central de tres carbonos forma un anillo de pirano
(anillo C) con el anillo aromatico A. En contraste, los principales grupos de
compuestos no flavonoides son los acidos fendlicos, que pueden ser subdivididos
en derivados del acido benzoico (Figura 7b) y derivados del acido cinamico (Figura
7a); también son compuestos no flavonoides los estilbenos, representados por el
resveratrol el cual existe en las dos formas isoméricas cis y trans, y los lignanos
producidos por la dimerizacion oxidativa de dos unidades de fenilpropano. Es
importante destacar que ademas de esta diversidad estructural, los polifenoles se
encuentran presentes en los tejifos vegetales principalmente en forma de
glicésidos y/o asociados con acidos organicos y/o como complejas moléculas
poliméricas de alto peso molecular, como los taninos (Daglia, 2012).
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Figura 7. @) Derivados del &cido cinamico, b) derivados del 4cido benzoico
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Clasificacién

Acidos fenélicos: benzoicos y cinamicos

Dentro del grupo de los fendlicos simples se encuentran los fenilpropanoides
simples, cumarinas, y derivados del acido benzoico. Los fenilpropanoides simples
comparten la estructura base compuesta por una cadena lateral de tres carbonos
unida a un anillo fendlico de 6 carbonos; su sintesis se muestra en la Figura 8. La
cadena lateral es lineal y resulta importante resaltar que estos compuestos son las
unidades centrales a partir de los cuales se forman practicamente todos los

compuestos fendlicos restantes.
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Figura 8. Sintesis de fenilpropanoides simples (acidos cinamicos) a partir del acido
shikimico

Acido cafeico, ferdlico, cinamico y p-cumarico son ejemplos de fenilpropanoides
sencillos, y son sintetizados directamente por accion de las enzimas fenilalanina
amonio liasa (PAL) y/o tirosina amonio liasa (TAL), como se observa en la Figura

9.
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Figura 9. FOrmacion de acidos cinamicos a partir de aminoacidos aromaticos

Los &cidos cinamicos obtenidos por la accion de las amonio liasas constituyen el
punto de inicio a partir del cual un gran niumero de procesos del metabolismo
secundario comienzan. La mayoria de los compuestos pertenecientes a este
grupo se encuentran como ésteres de azUcares y de acido quinico, como es el
caso del acido clorogénico (Figura 10).

COOH

HO" 'QGCDEH CH CIH

oOH
COCH-- -CH@DH
I
. OH
HoOC H
oH OH

Figura 10. EStructura quimica del acido clorogénico (acido 3-O-cafeoilquinico)

Las cumarinas poseen el mismo esqueleto estructural basico antes mencionado,
diferenciandose en que la cadena lateral esta ciclada de manera que forma otro
anillo, consecuentemente también se clasifican como lactonas fenilpropanoides.
Cumarina, umbeliferona, esculetina y escopoletina son ejemplos de este tipo de
compuestos; también existen subgrupos, tal es el caso de las furanocumarinas las
cuales contienen una anillo de furano como cadena lateral unido al anillo fendlico
central.

El tercer grupo de fendlicos sencillos son los derivados del acido benzoico. Estos
compuestos difieren del resto dado que poseen una estructura Cs-C; en lugar de
Ce-C3. Ejemplos de ellos son la vanillina y el acido salicilico, asi como el acido
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galico el cual es el componente principal de los taninos hidrolizables (Bowsher et
al., 2008).

Flavonoides

Méas de 4000 flavonoides han sido identificados en frutos, vegetales y bebidas
derivadas de vegetales, como el té y el vino. Dependiendo del estado de oxidacion
del anillo central de pirano, los flavonoides pueden subdividirse en numerosas
subclases: flavonoles, flavonas, flavanonas, antocianidinas, flavanoles e
isoflavonas (Daglia, 2012).

Los flavonoides estan ampliamente distribuidos entre los vegetales superiores,
siendo las rutaceas, poligonaceas, compuestas y umbeliferas, las principales
familias que los contienen. Abundan, sobretodo, en las partes aéreas jovenes y
mas expuestas al sol, como hojas, frutos y flores, ya que la luz solar favorece su
sintesis. Estos compuestos son importantes para la planta, al que igual que ocurre
con la mayor parte de los metabolitos secundarios, porque ademas de ser
responsables de la coloracién de muchas flores, frutos y hojas, intervienen en la
polinizaciéon atrayendo a los insectos, tienen actividad para controlar radicales
libres, etc.

Son heterosidos solubles en agua caliente, alcohol y solventes organicos polares,
siendo insolubles en los apolares. Sin embargo, cuando estan en estado libre son
poco solubles en agua, pero son solubles en solventes organicos relativamente
oxigenados, dependiendo de su polaridad. Por otro lado, son sustancias
facilmente oxidables y, por tanto, tienen efecto antioxidante (Lopez-Luengo, 2002).

Los flavonoides son un grupo amplio de compuestos muy diversos con mas de
6000 tipos ya conocidos; poseen funciones biolégicas como pigmentos, venenos,
antibioticos, etc. Todos los flavonoides poseen el mismo esqueleto estructural
basico, el cual consiste en dos anillos de 6 carbonos (anillo A y anillo B) unidos
mediando un anillo de tres carbonos (anillo C; Figura 11). Modificaciones
estructurales en estos tres anillos, particularmente el grado de oxidacion del anillo
C, son la base de una clasificacion mas detallada de los flavonoides formando
diversos grupos quimicos que son chalconas, flavanonas, flavonas, isoflavonas,
flavan-3-oles y antocianinas, asi como los polimeros de flavonoides flobafenos y
proantocianidinas (taninos condensados). Las chalconas se distinguen del resto
de los flavonoides por poseer el anillo C abierto, mientras que las flavanonas son
isdbmeros de las chalconas con la diferencia de presentar el anillo C en forma
cerrada al igual que el resto de los flavonoides. Las flavonas difieren de las
flavanonas por poseer una doble ligadura carbono-carbono dentro del anillo C; las
flavonas son isbmeros de las isoflavonas, cuya principal diferencia es la posicion
del anillo B. En las flavonas, al igual que en otros flavonoides, el anillo B se
encuentra unido al anillo C en la posicion C-2; en las isoflavonas, el anillo B se une
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al anillo C en posicion C-3. Los flavonoles difieren de las flavonas por poseer
grupos hidroxilo en la posiciéon C-3 del anillo C (Bowsher et al., 2008).
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c 2
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Figura 11. EStructura genérica de una molécula flavonoide (Balasundram et al., 2006)

La mayoria de los flavonoides se encuentran en la naturaleza como glicésidos,
molécula de aglicona unida a uno o mas residuos de carbohidratos. En la Figura
12 se muestra la estructura general de estas moléculas.
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Figura 12. EStructura quimica de los principales grupos/subgrupos flavonoides y sus
glicésidos asociados (Huang et al., 2010)

Los grupos de flavonoides pueden polimerizarse para formar proantocianidinas,
las cuales estan formados por flavan-3-oles, (+)-catequina y (-)-epicatequina,
incluidos ambos estereocisomeros y se unen por enlaces interflavano. Este enlace
se forma usualmente en la posicion 4 de la unidad superior y en la posicion 8 de la
unidad inferior. Pueden presentarse de dos a 50 unidades de flavan-3-oles; la
estructura varia de acuerdo al tipo de flavan-3-oles presentes, la posicion de los
enlaces entre ellos y el grado de hidroxilacion de las subunidades. En casos raros,
pueden existir componentes distintos en el polimero; el &cido gélico, por ejemplo,
se encuentra frecuentemente incorporado entre las unidades de flavan-3-oles en
las proantocianidinas de la semilla de uva (Bowsher et al., 2008)

Flavonas

Las flavonas contienen un enlace doble entre las posiciones C2 y C3 en el anillo C
y una cetona en la posiciéon C4. La mayoria de las flavonas de frutas y hortalizas
tienen un grupo hidroxilo en la posicion C5 del anillo A, mientras que la
hidroxilacion en otras posiciones, mas a menudo en la posicion C7 del anillo A o
posiciones C3 y C4 del anillo B, puede variar en funcion de la clasificacion
taxonomica de una fruta o verdura en particular. Las agliconas flavona mas
generalizadas son apigenina y luteolina, sin embargo los diversos patrones de
sustituciéon hacen a este grupo mas grande, con 309 agliconas (Valant-Vetschera
et al., 2006). La glicosilacion de estos compuestos se produce principalmente en
las posiciones C5 y C7, mientras que la metilacion y acilacion de grupos hidroxilo
en el anillo B (Williams, 2006).

Isoflavonoides

Los isoflavonoides son sintetizados a través de una serie de reacciones gque
derivan de la ruta de los flavonoides, presentandose Unicamente en miembros de
la familia Leguminoseae; estos compuestos se encuentran principalmente en la
subfamilia Papilionoideae la cual incluye legumbres comerciales como frijol,
chicharo, soya y alfalfa. Los isoflavonoides poseen diversas funciones, tales como
antimicrobiano (fitoalexina), compuestos de defensa contra insectos e inductores
de los genes de nodulacion en las bacterias simbioticas fijadoras de nitrégeno
pertenecientes al género Rhizobium (Bowsher et al., 2008).

Los compuestos isoflavonoides poseen un esqueleto flavonoide con una
distribucion distinta al resto de las moléculas que forman a este grupo, donde el
anillo G se encuentra unido en posicion 3- al anillo central. Diversas
modificaciones en la estructura base de los isoflavonoides (Figura 13) dan lugar a
una larga variedad de compuestos incluyendo isoflavonas, 3-arilcumarinas,
rotenona y sus derivados, etc. (Geissman y Gourt, 1969).
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R=H; A =H; B =0H: Daidzeina

Figura 13. Ejemplo de la estructura quimica de un isoflavonoide

Flavonoles

Los flavonoles tienen una unica diferencia con las flavonas, un grupo hidroxilo en
la posicion C3; es en ese grupo donde puede haber frecuentemente
glicosilaciones. De la misma manera que las flavonas, las agliconas de los
flavonoles son muy diversas en los patrones de hidroxilacion y metilacion; por lo
tanto, cuando los patrones de glicosilacion son considerados, los flavonoles son
quizas el subgrupo mas numeroso. Las agliconas flavonoles mas comunes son
quercetina y kaempferol (Williams, 2006).

Auronas

Una clase de compuestos flavonoides menormente distribuidos en la naturaleza
comparados con los grupos derivados del flavano son las auronas, también
conocidas como 2-benzalcumaran-3-onas, representadas por la sulfuretina. Estas
moléculas se encuentran acompafiadas en sus fuentes naturales por chalconas,
esto debido a que las auronas son formadas directamente por una simple
oxidacion en un anillo de las chalconas (Geissman y Gourt, 1969). Las auronas se
encuentran en un limitado niumero de especies vegetales donde las flores poseen
color amarillo, destacando los miembros de la familia Scrophulariaceae y
Compositae. La conversion de chalcona a aurona requiere de una hidroxilacion en
el anillo B y/o una ciclacion oxidativa para finalmente obtener la estructura de una
aurona (Figura 14; Bowsher et al., 2008).

0 _
GH—QOH

OH O

HO

Figura 14. EStructura quimica de una aurona
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Antocianinas

Las antocianinas son aceptadas generalmente como el mas importante grupo de
pigmentos hidrosolubles en plantas; son las responsables de brindar color azul,
morado y rojo, asi como los tonos intermedios, en los tejidos vegetales. Su
tonalidad y estructura dependen del pH y de la presencia de copigmentos. Son
glicésidos de antocianidinas (flavonoides) con un esqueleto C6-C3-C6 (Figura 15);
las agliconas (estructura quimica desprovista del fragmento de azucar) raramente
se encuentran en material vegetal fresco.

H'.
OH o i
] e Cianindina-3-0--D-glucosido OH H Glucosa
HO 5 UB ,
- . - ) R Definiding-3-0--D-glucosido OH OH Glucosa
Al C 2

. Ny Pelargonidina-3-0-B-D-glucdsido H H Glucosa

; 0 Azicar
'L;JH Balvidina-2-O-g-D-glucdsido OCH;  OCH; Glucosa
Petunidina-3-0-E-D-glucdsido OH QCH; Glucosa

Figura 15. EStructura general de las antocianinas y ejemplos de ellas (Bowsher et al.
2008)

Son compuestos sumamente inestables, particularmente cuando se les remueve
de su ambiente nativo y de la proteccion que les brinda el fenomeno de
copigmentacion; la remocién del azicar ubicado en la posicion C3 por hidrélisis
acida o enzimatica desestabiliza al pigmento, debido a que la estructura resultante
(chalcona) se degrada rapidamente a derivados del acido benzoico (Clifford,
2000).

Estilbenos

Los estilbenos, aunque no son miembros del grupo de los flavonoides, su sintesis
comparte precursores utilizados en la ruta de sintesis de flavonoides: p-cumaroil
CoA y malonil CoA (Figura 16). Estos compuestos son estructuralmente
caracterizados por la presencia de un nucleo 1,2-difeniletileno con grupos hidroxilo
como sustituyentes en los anillos aromaticos, existiendo en forma de monémeros
u oligbmeros. La molécula mas representativa de este grupo de metabolitos
secundarios es el trans-resveratrol, el cual posee un esqueleto trihidroxiestilbeno
(Han et al., 2007).
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Fenilpropancide Coa

X3 malonil Coa
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CH . © OoH
Chalconas Estilbenos

Figura 16. Sintesis de estilbenos a partir de los precursores de flavonoides

Los estilbenos se encuentran en briofitas, pteridofitas, gimnospermas vy
angiospermas. Mas de 300 diferentes tipos han sido identificados, sin embargo
aun se sabe muy poco sobre su produccion, mas alla de la reaccion inicial
catalizada por la estilbeno sintasa. Las moléculas del tipo estilbeno son
importantes compuestos de defensa en las plantas, mostrando propiedades
antifingicas y antibacterianas. La estilbeno sintasa es inducida por el ataque de un
patogeno resultando en un incremento en la produccion de estilbenos como una
respuesta sistémica de defensa. Es por ello que los agricultores han puesto su
interés en los cultivos ricos en estilbenos con la finalidad de aprovechar y mejorar
Su resistencia a patdgenos fungicos. Adicionalmente, el resveratrol presente en
vinos se ha convertido en un atractivo comercial debido sus propiedades
cardioprotectoras y anticancerigenas (Bowsher et al., 2008).
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Lignanos

Los lignanos son dimeros u oligdbmeros de monolignoles, como el coniferil alcohol,
presentando importantes funciones defensivas para las plantas como agentes
antimicrobianos (Bowsher et al., 2008).

Existen diversos reportes sobre el efecto benéfico de los grupos hidroxilo en los
lignanos sobre la actividad antioxidante y anticancerigena de este tipo de
moléculas, aunque la mayoria de los lignanos no exhiben una fuerte actividad para
bloguear radicales libres. Por otro lado, también ha sido reportado que los liganos
podrian tener propiedades antiinflamatorias, antibacteriales, antivirales,
antiangiogenésicas y antimutagénicas; regulan la expresion de enzimas, rutas de
transduccion de sefales y metabolismo hormonal, entre muchas otras funciones
(Huang et al., 2010)

Taninos

Son compuestos de peso molecular relativamente alto que constituyen el tercer
grupo en importancia de los fendlicos en las plantas y que puede ser subdividen
taninos condensados e hidrolizables. Los taninos condensados, también
conocidos como proantocianidinas, son polimeros de polihidroxiflavan-3-oles
mientras que los hidrolizables son ésteres de acido galico o elagico, galotaninos o
elagitaninos (Balasundram et al., 2006).

Taninos hidrolizables

En las plantas, el acido elagico se presenta como compuestos libre, en forma
acilada o glicosilada, o como elagitanino usualmente esterificado con glucosa. En
las frambuesas, el acido elagico libre constituye la menor proporcion del contenido
total en acido elagico (Maatta-Riihinen et al., 2004). Los taninos hidrolizables son
metabolitos secundarios presentes en muy variadas familias del reino vegetal. Se
caracterizan por su solubilidad en agua y masas moleculares entre 500 y 5000 u;
estdn formados por ésteres de acido galico, glucosa y productos de sus
reacciones de oxidacion (Figura 18). Dentro de los taninos hidrolizables, los
galotaninos se hidrolizan liberando acido galico (Negri y Tabach, 2013) mientras
qgue los elagitaninos pueden ser hidrolizados con acidos o bases para liberar
unidades hexahidroxidifenoilo, las cuales espontaneamente forman acido elagico
(Bobinaité et al.,, 2012). La distribucién de los galotaninos es limitada en la
naturaleza, mientras que los elagitaninos estan ampliamente distribuidos en las
plantas (Negri y Tabach, 2013).
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Figura 17. EStructura de un tanino hidrolizable (Taiz y Zeiger, 2006)

Taninos condensados o proantocianidinas

Los taninos condensados (también conocidos como proantocianidinas) son
derivados de catequina y ésteres de acido galico con acido quinico (Arapitsas,
2012). Son el segundo mas grande grupo de polifenoles, después de las ligninas,
que se encuentran en plantas lefiosas y en algunas herbaceas. También pueden
describirse como oligobmeros o polimeros de hidroxiflavanol o flavan-3-oles, que
producen antocianidinas por rompimiento del enlace interflavano C-C (Figura 19);
los monémeros mas comunes que constituyen a este tipo de compuestos son
catequina, galocatequina, afzelequina, epicatequina, epigalocatequina vy
epiafzelequina (Ferreira et al., 2006).
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Figura 18. EStructura de un tanino condensado (Taiz y Zeiger, 2006)

Cuando los monémeros se unen por enlaces sencillos entre los carbonos en las
posiciones 4,6 o0 4,8, se tienen taninos condensados del tipo B, y cuando hay un
enlace adicional en posicion C2-C7 o enlace éter C2-O, forman los del tipo A. El
grado de polimerizacion varia desde los dimeros hasta los polimeros de hasta 200
unidades monomeéricas (Serrano et al., 2009).

Biosintesis

Para abordar la biosintesis de los compuestos polifendlicos, se generalizara la
formacion de los compuestos flavonoides, considerando que para el resto de
compuestos fenolicos existen rutas metabdlicas adicionales.

La estructura basica C6-C3-C6 comun para todos los flavonoides es derivada de
dos rutas separadas. La ruta de los fenilpropanoides, a través del acido shikimico,
provee la molécula p-cumaroil CoA, la cual constituye la base para la sintesis del
anillo B, asi como para la construccion de la estructura de 3 carbonos que
constituye al anillo C. La ruta del acetato/acido malonico proporciona 3 moléculas
de malonil CoA gue se condensan para formar el anillo A de 6 carbonos (Figura
20).
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Figura 19. ESquema general de rutas implicadas en la produccion de los compuestos
fendlicos principales en plantas (Bowsher et al., 2008)

Asi, la estructura flavonoide de 3 anillos se establece en la primera reaccion de la
ruta de biosintesis, donde las 3 moléculas de malonil CoA se condensan con la
molécula de p-cumaroil CoA para formar una chalcona, reaccion catalizada por la
chalcona sintasa. En este paso, también puede actuar la enzima estilbeno sintasa
para la formacion de los estilbenos, compuestos que comparten los mismos
precursores de las chalconas. Una vez que la chalcona es formada, sirve como
precursor de los distintos tipos de flavonoides (Bowsher et al., 2008). En la Figura
21 se esquematizan las reacciones biosintéticas a partir de la fenilalanina hasta la
formacioén de la chalcona.
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Figura 20. Biosintesis de chalcona a partir de fanilalanina (Bowsher et al., 2008)
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Caracteristicas estructurales de los compuestos derivados del acido
shikimico

El acido shikimico es reconocido como un compuesto que constituye el punto de
inicio para un importante arreglo de compuestos que existen naturalmente y
pertenecientes a distintas clases. Este acido es un metabolito universal de las
plantas superiores y de distintos organismos no mamiferos; es el precursor de la
mayoria de los compuestos de las plantas que poseen un anillo aromatico y que
no son sintetizadas por la ruta del acetato.

Para reconocer los compuestos aromaticos sintetizados por la via del acido
shikimico existe un patron de hidroxilacién del anillo aromatico:

e En los compuestos derivados del acetato, los grupos OH fendlicos se
encuentran caracteristicamente en posicion meta; es decir, son compuestos
derivados del resorcinol o floroglucinol.

n mHo i "OH
Figura 21. EStructura quimica del A) Resorcinol, B) Floroglucinol

e En compuestos aromaticos derivados del acido shikimico, el patrén de
disposicion de los grupos OH en el anillo corresponde al que se observa en

OH OH
i oH HOUOH
A O

las estructuras del catecol y pirogalol.

Figura 22. EStructura quimica del A) Catecol, B) Pirogalol
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En la Figura 22 se muestran compuestos derivados del acido shikimico,
incluyendo ejemplos que abarcan desde compuestos simples derivados del
benceno hasta compuestos del tipo “grupo arilo-C-C-C”. Es importante notar que
todos estos compuestos poseen una unidad Cs-C-C-C, 0 como derivados de ellos
mediante la pérdida o adicién de atomos de carbono.

OM LY R
~ '. | o .-. g R x
p CHCHODOH CH CHCOOM
NH,
Acido R = H, Eenilalanina {R=R"=H), Acido cindmico

p-hidroxibenzoico R=OH, Tirosina  (R=0H, R’=H}, Acido p-cumarico
lH —IDHJ.. Andn cafeuu

== OH " =oH
HD =-'"""'--_.. o e ! HO =5 ™ Uw\ o OH
LA;L I |«AJ- .
Ty, p o -
OH on | ¢
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Apigenina* Quercetina®
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HO = r’cx . H H
Sy, MI - #'é-.*n\-c. | A | |
i 1 | . o,
| R S
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e

*Anillo A derivado de lo ruta del acetato. Estos compuestos se
presentan en la naturaleza casi siempre coma alicasidos

Figura 23. Algunos compuestos representativos derivados de acido shikimico

Biosintesis del acido shikimico

La formacion del acido shikimico proviene de los precursores de 3 y 4 carbonos
acido fosfoenolpiravico y eritrosa-4-fosfato, a través de una serie de pasos que se
muestran en el siguiente esquema.
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Figura 24. Representacion esquematica de la biosintesis del &cido shikimico y
transformacién al precursor de la fenilalanina, acido fenilpirtvico

La aminacion reductiva del acido fenilpirivico conlleva a la formacion de la
fenilalanina, siendo este ultimo compuesto el punto de inicio de una red de sintesis
muy diversificada; la fenilalanina es un constituyente universal de proteinas,
precursor de una extensa clase de alcaloides y es el compuestos que se ubica a la
cabeza de la secuencia biosintética que lleva a la formacion de compuestos de la
clase C4-C-C-C. La unidad central en la biosintesis de los compuestos derivados
del acido shikimico es la entidad de 9 carbonos representada por la fenilalanina,
acido cinamico y sus derivados (Geissman y Grout, 1969).
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Ruta del acido shikimico

Los sustratos iniciales en la ruta del acido shikimico se forman por la ruptura de
carbohidrato; la eritrosa-4-fosfato es un producto de la ruta oxidativa de las
pentosas fosfato, mientras que el fosfoenolpiruvato es producido en la glucdlisis.

Las primeras 7 reacciones de la ruta del acido shikimico llevan a la formacion del
acido corismico, el cual es generalmente considerando como el paso final de esta
ruta. Sin embargo, el subsecuente metabolismo del &cido corismico para
formacién la formacion de los aminoacidos aromaticos fenilalanina y tirosina, ha
sido incluido en esta ruta considerdndose como un paso esencial que conlleva a la
sintesis de los fenilpropanoides. Esta ruta metabdlica (Figura 26a y 26b) se
encuentra en plantas, hongos y bacterias, no asi en animales, quienes deben
ingerir a través de su dieta los aminoacidos aromaticos (Bowsher et al., 2008).
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La biosintesis de los distintos tipos de compuestos fendélicos se da por una serie
de rutas metabdlicas con numerosas ramificaciones, cuyo esquema general se
muestra en la Figura 27.
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Funcién

En plantas

Las funciones bioldgicas de los fendlicos en las plantas son muchas y muy
variadas: aromas y pigmentos, venenos y barreras contra herbivoros, compuestos
alelopaticos, moléculas sefial, componentes estructurales y agentes
antimicrobianos. Estos compuestos se agrupan en diferentes clases dependiendo
de su estructura basica; los grupos mas abundantes en las plantas son fendlicos
simples, flavonoides, lignanos y taninos (Bowsher et al., 2008).

Los polifenoles son esenciales para una amplia gama de funciones en las plantas.
Por ejemplo, estos compuestos proveen coloracion a flores, frutos y semillas,
logrando la atraccién de los polinizadores y dispersores de semillas; promueven la
fertilidad de la planta y la germinacion del polen; actian como moléculas sefial en
las interacciones planta-microorganismo; protegen a la planta contra el dafio por
luz ultravioleta, ademas de poseer otras funciones defensivas (Petti y Scully,
2009).

En humanos

En los ultimos 20 afios, los polifenoles han sido extensamente estudiados debido a
su pontencial para la prevencion de enfermedades crénicas, tales como céancer,
osteoporosis, diabetes mellitus, enfermedades  cardiovasculares vy
neurodegenerativas. Su actividad protectora ha sido atribuida, inicialmente, a sus
propiedades como antioxidantes, barrera de radicales libres y quelantes de
metales; posteriormente, sus efectos fueron explicados gracias a su capacidad
para inhibir diferentes enzimas, tales como la telomerasa (Naasani et al., 2003),
ciclooxigenasa (O’Leary et al., 2004; Hussain et al., 2005; Cuevas-Rodriguez et
al., 2010) y lipooxigenasa (Schewe et al., 2001; Sadik et al., 2003). Mas
recientemente se explica que las funciones de los compuestos polifendlicos son
debidos a la interaccion de éstos en rutas de transduccion de sefiales y receptores
celulares (Kong et al., 2000; Spencer et al., 2003).

Los efectos benéficos para la salud mas significativos exhibidos por frutillas como
la zarzamora son atribuidos a los compuestos fendlicos, como los flavonoides,
acidos fendlicos y taninos (Paredes-Lopez et al., 2010).
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cuadro 3. Ejemplos de compuestos flavonoides, fuente alimenticia y sus efectos

biol6gicos
Flavonoides Subclase de AIITeE:‘I;:S Efectos
flavonoides que biologicos
contienen

Antocianinas

R1=R2=H: Pelargonidina
R1=0H; RZ2=H: Cianigina
R1=R2=0H: Delfinidina
R1=0CH3; RZ=0H: Petlunidina
R1=R2=0CH2: Malvidina

Moras rojas y
azules, uvas,
vino tinto

OH

Flavanoles
R1
l I,
HiCn G R3
OH
OH

Flavanonas

R1
N
Ciry "
OH p

Te verde,
chocolate, uvas,
moras, manzana,

te negro ¥

Colong,
Chocolate, uvas
rojas, moras, vino
tinto

R1=R2=0H; R3=H: Catequina
R1=R2=R3=0H: Galocatequina

R2=H; R2=0H: Maringenina
R3I=R2=0H: Quercetina

R1=0H; RZ= OCH3: Hesperidina Citricos, jugos

Flavonoles
R1
Rz Cebollas
g R2=CH; R1=R3=H: Kaempferol amarillas,
HO » R3 R1=R2=0H; R3=H: Quercetina cebolletas, col,
g‘ R1=R2=R3=0H: Miricetina brﬁcoli. manzand,
CH moras, tés
oH o
Flavonas
R
g e R1=H; R2=CH: Apigenina Perejil, tomnillo,
HO gﬂ o R1=R2=0H: Luteclina apio‘ chiles
oH o
Isoflavonas
Frjol de soya,
HO ° R1=H: Diadzeina alimentos a base
R1=0H: Genisteina de soya,
legqumbres
g 9
oH

Antioxidante,
Antiinflamatonas,

Antihipertensivos,
Neuroprotectores,
Inhibe peroxidacién

lipidica,
Antidiabéticos

Antioxidante,
Antiproliferativos,
Prevencion de
enfermedades
cardiovasculares y
cerebro
vasculares,
Anticancerigenos
Antidiabéticos

Antiproliferativas,
Antiinflamatorias,
Disminucicén de
adhesion de
moléculas

Antioxidante,
Prevencion de
enfermedades
cardiovasculares y
cerebro vasculares
Anticancerigenos

Antiproliferativos,
Anticancerigenos,
Antiinflamatonas,

Propiedades
estrogenicas,
Anticancerigenos,
Antiproliferativas
Inhibe peroxidacian
lipidica

Fuente: Duthie et al., 2000; Han et al., 2007
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Actividad antimicrobiana

La era antimicrobiana se encuentra amenazada por diversos factores, entre los
que destacan los altos niveles de resistencia a antibioticos exhibida por distintos
microorganismos, el limitado nimero y disponibilidad de antibiéticos efectivos
contra diversas especies bacterianas, asi como el reducido compromiso de la
industria farmacéutica para el desarrollo de nuevos antiinfectivos. Por ejemplo,
para el tratamiento de infecciones por bacterias Gram negativas, particularmente
infecciones por cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA),
la vancomicina ha sido extensamente utilizada como agente antimicrobiano para
su control debido a su seguridad, durabilidad contra la resistencia de la bacteria y
por la falta de otras alternativas de tratamiento aprobadas. Sin embargo, la
eficacia y seguridad de la vancomicina para el tratamiento de numerosas
infecciones serias ha encontrado fuertes cuestionamientos (Song, 2008). Todo lo
anteriormente mencionado, asi como los elevados costos derivados de infecciones
prolongadas, manifiesta la imperante necesidad de obtener nuevos agentes
antimicrobianos para el control y tratamiento de patdgenos de humanos que no
son susceptibles a los antibiéticos actualmente disponibles (Rice, 2003; Wenzel,
2004); estas medidas deben ser coordinadas con agresivos esfuerzos para mitigar
las infecciones, asi también con el uso racional de los agentes antiinfectivos
disponibles y los nuevos que sean desarrollados (Rice, 2003). En este sentido, el
potencial terapéutico de los fitoquimicos ha sido reconocido, considerando asi a
las plantas como un fuente que acumula potentes drogas antiinfectivas (Gibbons,
2004; Mahady, 2005), incluso para microorganismos resistentes a los antibiéticos
comunmente utilizados para su control.

Hamill y colaboradores, en 2003, reportaron la evaluacion del potencial
antimicrobiano de dos fracciones obtenidas a partir de extractos crudos de Rubus
apetalus, la cual es conocida por su uso como droga en herbolaria tradicional en el
sur de Uganda. Los investigadores observaron dicho potencial en ensayos contra
Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis y Candida albicans (MIC= 62
pg/mL, 16 pg/mL y 32 pg/mL, respectivamente). Por otro lado, Zapata y
colaboradores reportaron en el mismo afo la evaluacién de extractos etanolicos
obtenidos de tallos de Carddn de Lefaria, desgrasados y no desgrasados, en su
efecto sobre el desarrollo in vitro de 10 hongos fitopatégenos, encontrando un
efecto significativo sobre el desarrollo micelial en todos los hongos evaluados,
principalmente Phytophthora infestans y Sclerotium rolfsii, reduciendo hasta en un
94 % su crecimiento micelial. Adicionalmente, realizaron una determinacién
cualitativa de los metabolitos secundarios presentes en los extractos, indicando la
presencia de aceites esenciales, polifenoles, taninos y saponinas. A pesar de lo
anteriormente mencionado, aun se encuentran pocos trabajos sobre evaluaciones
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de productos naturales y sus propiedades biologicas que pongan de manifiesto su
potencial para el control de fitopatégenos.

De la misma manera, se han llevado a cabo algunos trabajos para evaluar la
actividad inhibitoria de patdgenos exhibida por extractos de Rubus ulmifolius, asi
como por moléculas que de ella han sido aisladas; tal es el caso de Sisti y
colaboradores, quiénes en 2007 reportaron diversos grados de sensibilidad tras
realizar una prueba antifingica usando extractos metandlicos obtenidos a partir de
brotes Rubus. Asi mismo, Quave y colaboradores, reportaron en 2012 la actividad
del acido elagico extraido de las raices de R. ulmifolius en la inhibicion de la
formacion de un biofilm de Staphylococcus aureus, usando concentraciones muy
por debajo de las requeridas para que pueda efectuarse el desarrollo microbiano;
ademas, lo anteriormente mencionado fue correlacionado con el incremento de la
susceptibilidad de células blanco a los antibiéticos daptomicina, dindamicina y
oxacilina. Paralelamente, ha sido evaluada la bioactividad de otras especies, como
Rubus urticaefolius, donde los extractos hidroalcohodlicos obtenidos de hoja, tallo y
fruto, tanto frescos como secos, produjeron halos de inhibiciébn en cultivos de
Bacillus subtilis, Bacillus sp., Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus. Finalmente, Barbosa y colaboradores, en
2006, llevaron a cabo un ensayo usando extractos metandlicos de Rubus
coriifolius, logrando la inhibicion de Giardia lamblia.

45

——
| —



cuadro 4. EStructura quimica de algunas clases de polifenoles y microorganismos
sensibles a ellos
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Extraccion

Diferentes solventes han sido usados para la extraccion de polifenoles a partir de
material vegetal. La concentracion y la actividad antioxidante, de extractos
naturales dependen del solvente utilizado; por ejemplo, el agua es un mejor
solvente para la extraccion de catequinas comparada con metanol al 80 % y etanol
al 70 %. Asi también distintos procedimientos han sido propuestos, tal es el caso
de las extracciones mediante grasas y aceites, solventes organicos, soluciones
alcalinas acuosas y con CO; supercritico; las mezclas acuosas de etanol, metanol
y acetona son las mas utilizadas (Hayouni et al., 2007). En este contexto el
método de extraccion de fendlicos a partir de un material vegetal usado como
sustrato y el método ideal de extraccion para clases particulares de compuestos
de este tipo, deberan ser individualmente disefiado y optimizado (Boulekbache-
Makhlouf et al., 2013).

Proestos y Komaitis (2008) realizaron la extraccién de polifenoles por el método
tradicional de reflujo con solventes y proponen la extraccion rapida asistida por
microondas, ademas de comparar cuatro mezclas de solventes distintas: a)
metanol-agua 60: 40 v/v, b) acetona-agua 60:40 v/v; c) agua y d) acetato de etilo-
agua 60:30 v/v), utilizando 6 diferentes plantas aromaticas de Grecia. En todos los
casos, el agua resulté ser el extractante que permiti6 obtener una cantidad mas
elevada de polifenoles totales en todas la plantas evaluadas; por ejemplo, para
Styrax officinalis se registré la mayor concentracion en el extracto acuoso, 20.1
+0.4 mg AG/g p.s., mientras que con el sistema de extraccion d) soélo se
obtuvieron 4.8 £ 0.1 mg AG/g p.s., mediante el método de reflujo y sin diferencias
significativas respecto a la extraccion asistida por microondas.

Cuantificacion

El método mas utilizado para la cuantificacion de polifenoles contempla el uso del
reactivo de Folin-Cioacalteu (RFC) como agente oxidante y la posterior
neutralizacion con wuna sal, generalmente Na,COs;. Sin embargo, las
especificaciones sobre volumenes de reaccidn, cantidad de muestra,
concentracion de reactivos y expresion de resultados son sumamente variables en
los reportes existentes. En el Cuadro 5. se muestran algunos ejemplos de
protocolos seguidos para la cuantificacion de compuestos polifendlicos obtenidos
a partir de distintas fuentes vegetales.
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cuadro 5. Protocolos para la cuantificacion de polifenoles por el método de Folin-
Ciocalteu

Fuente de Mezcla de reaccion Expresion de Referencia
polifenoles resultados
Rubus ulmifolius 100 pL muestra mg *EAG/g de Fazio et al., 2013
Sambucus nigra L. 1 mL *RFC! extracto
(semillas) 800 uL Na,CO3 10%
Vitis vinifera L. 0.5 mL muestra mg EAG/100 mL de Diaz-Garcia et
Vaccinium myrtillis L. 2.5mL RFC! jugo al., 2013
Vaccinium 2mL Na,CO3; 7.5%

macrocarpon Ait.
Prunus cerasus L.

etc.
(jugos)
Fragaria chiloensis NE g EAG/100g p.s.” Simirgiotis et al.,
ssp. chiloensis f. 2010
chiloensis
(frutos, hojas y
rizomas)
Rubus glaucus Beth 20 pL muestra mg EAG/100 g p.f.° Garzén et al.,
(frutos) 1.58 mL agua 2009
100 pL RFC
300 pL Na,COz; 20 %
Hibridos de Rubus L. 0.5 mL muestra mg EAG/100 g p.f. Siriwoharn et al.,
(frutos) 7.5 mL agua 2004
desionizada
0.5mL RFC

3mL Na,CO; 20 %

*Reactivo de Folin-Cioaclteu.**Equivalentes de Acido Galico. 'Dilucién de RFC/agua 1:10 v/v. “en peso seco.
%en peso fresco. NE: voliumenes y concentraciones no especificados.

Las condiciones de incubacion de la reaccion colorimétrica con el RFC asi como
las longitudes de onda empleadas en espectrofotometro UV-Vis para la lectura de
la absorbancia que permita la posterior expresion de los resultados a través de la
construccion de curvas estdndar de compuestos de referencia son igualmente
variables; se han reportado tiempos de incubacién de la reaccién de oxidacion
provocada por el RFC de 1, 4, 5, 8, 10, etc., minutos a temperatura ambiente,
tiempos de neutralizacion de la reaccion con Na,CO3z de 5 min a 50 °C, 10 min a
40 °C, 10, 30, 120, minutos a temperatura ambiente, etc.; longitudes de onda de
700, 750, 755, 765 nm, etc. (Siriwoharn et al., 2004; Mertz et al., 2007; Garzén et
al., 2009; Simirgiortis et al., 2010; Cekic y Ozgen, 2010; Cuevas-Rodriguez et al.,
2010; Diaz-Garcia et al., 2013; Fazio et al., 2013).

Si bien el método de Folin-Ciocalteu ha sido extensamente utilizado para la
cuantificacion de polifenoles totales, recientemente se han establecido
evaluaciones a través del uso de técnicas analiticas instrumentales; tal es el caso
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de Diaz-Garcia et al.,, en 2013, quiénes reportaron las condiciones para la
cuantificacion de polifenoles individuales en jugos de diversos frutos, como uva,
manzana, arandano rojo, etc., mediante UHPLC con detector de fluorescencia
(Fluo) y de arreglo de fotodiodos (PDA, por sus siglas en inglés) comparando con
estandares comerciales como referencia. En este trabajo se correlacion6 el
contenido de polifenoles totales obtenido por el método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu y por UHPLC-PDA-Fluo encontrando un factor de correlacién de 0.9661,
esto cuando se sustrajo la concentracion de acido ascorbico del total de
polifenoles reportado a través de la técnica colorimétrica. Lo anterior indica que el
método tradicional proporciona resultados confiables sobre el contenido de
compuestos polifendlicos siempre y cuando sean consideradas las posibles
interferencias que eleven los valores, como distintos compuestos que podrian
igualmente oxidarse con el reactivo de Folin-Ciocalteu y ser detectados a la misma
longitud de onda empleada en el andlsis. En este sentido, el método instrumental
UHPLC-PDA-Fluo proporciona resultados certeros de compuestos individuales sin
ser afectados por interferencias de otros compuestos, ademas de obtener su
identificacion gracias a los estandares empleados; en conclusion, esta técnica
permite la identificacion y cuantificacion simultanea de los polifenoles. Sin
embargo, el aspecto econdmico deberd ser considerado para la seleccion de la
técnica de cuantificacién, en concordancia con el objetivo del analisis y la
naturaleza de las muestras.

2.2.4. Biopesticidas

Los biopesticidas son compuestos derivados de materiales naturales como
animales, plantas, bacterias y algunos minerales; usualmente son biodegradables
en cortos periodos de tiempo. Las plantas, fuente mas comun de biopesticidas,
producen una gran variedad de metabolitos secundarios que aparentemente no
poseen una funcion directa en procesos fisiologicos y bioquimicos en el propio
organismo que los produce (Kessler y Balwin, 2002). Algunos de estos
compuestos pueden ser usados como “moléculas guia” en el desarrollo de
agentes protectores contra insectos y hongos; por tal razén, existe un creciente
interés para la aplicacién de metabolitos secundarios en el manejo integrado de
plagas, lo cual ha conllevado a la bdsqueda de nuevas fuentes de productos
biolégicamente activos, con nuevos modos de accién (Conner et al., 2000;
Céspedes et al., 2014). En este contexto terpenos, fendlicos y otros compuestos
que se acumulan en las partes aéreas de las plantas, principalmente en las hojas
y tricomas, son considerados como biopesticidas Unicos (Céspedes et al., 2013a 'y
b; Mufioz et al., 2013ay b).

Cuando se habla de biopesticidas es inevitable considerar una de las principales
razones que impulsaron su busqueda y explotacion: compuestos organicos
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contaminantes y persistentes; €stos son mayoritariamente de origen sintético y
han sido extensamente aplicados provocando un fuerte impacto negativo en el
medio ambiente, ademas de la aparicion de cepas microbianas resistentes. Para
contrarrestar estos efectos negativos, moléculas organicas de origen botanico
podrian ofrecer una fuente mas segura y eficiente de compuestos para el manejo
de plagas debido a que son ambientalmente amigables (Kubo, 1997).

Las caracteristicas sobresalientes de los biopesticidas de origen vegetal es su
baja toxicidad en mamiferos, limitada persistencia en el medio ambiente y mayor
biodegradabilidad que los compuestos sintéticos; el uso de metabolitos
secundarios en el manejo integral de plagas ha generado una busqueda intensiva
de nuevas fuentes de compuestos que cumplan con las -caracteristicas
anteriormente mencionadas (Akhtar et al., 2008, 2012; Gonzalez y Estevez-Braun,
1998; Isman, 2006).

2.3. Bacterias fitopatogenas

2.3.1. Pantoea stewartii

El género Pantoea es un género ubicuo de bacterias epifitas de plantas que
pertenecen a la familia de las Enterobacteriaceae. Mientras que algunas especies
son estudiadas para su comercializacion por su capacidad en el control biologico,
hay otras que se destacan por su virulencia o el dafio que generan en cultivos de
interés agrondémico (Rezzonico et al., 2010).

Tal es el caso de la bacteria Pantoea stewartii, organismo Gram negativo, movil,
de pigmentacion amarilla y anaerobio facultativo. Su principal hospedero es el
maiz, causando la marchitez de Stewart en el maiz dulce y en algunas lineas de
maiz susceptible al ataque por la bacteria.

La marchitez de Stewart es la enfermedad bacteriana mas grave de maiz dulce en
los EE.UU. EIl impacto econémico es minimo en los campos sembrados con
variedades resistentes. Sin embargo las medidas que se toman para controlar el
dafio son costosas, como los inmunoensayos, ligados a enzimas (ELISA), deben
llevarse a cabo para certificar que la semilla de maiz con destino a los mercados
de exportacion estén libre de P. stewartii subsp. stewartii (Michener et al, 2002).
Por esta razon, la mayoria de semillas de maiz se producen en lugares en los que
no se produce el marchitamiento de Stewart. Ademas, hay restricciones de
cuarentena colocados sobre P. stewartii subsp. stewartii para evitar la introduccién
de la bacteria en las zonas en las que no ocurre.

El control de la marchitez de Stewart se basa en gran medida en la generaciéon de
cultivares hibridos resistentes. Gran parte del maiz comercial producido ha sido
criado para la resistencia a la marchitez de Stewart. Como parte de los criterios
para la seleccion de variedades se muestran niveles adecuados de resistencia que
previenen la infeccion sistémica (Pataky et al., 2008). Sin embargo, todavia hay
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algunos hibridos de maiz dulce y lineas consanguineas de élite utilizadas para la
produccion de semilla de maiz hibrido que quedan muy susceptibles a la
marchitez de Stewart. De ahi la importancia de buscar otras alternativas para el
control de la infeccidon, como el uso de extractos vegetales para el control del
desarrollo bacteriano.

[1I. JUSTIFICACION

La planta de zarzamora es reconocida por diversas propiedades entre las que
destaca su potencial antimicrobiano; respecto a este potencial, los reportes
existentes son escasos Yy sOlo se han evaluado menos de 10 especies silvestres
del género Rubus, ademés dichas evaluaciones se han enfocado al estudio de la
susceptibilidad de patdégenos de humanos, dejando de lado casi por completo a
los fitopatdégenos.

Por otro lado, de manera tradicional el control de plagas y enfermedades en
cultivos de importancia economica se ha realizado mediante la utilizacion
desmedida de agroquimicos, los cuales han causado un deterioro ecoldgico,
muchas veces irreversible, en los sitios de aplicacion ademas de ser factores
causantes de enfermedades en humanos, principalmente en las personas que los
manejan. Como respuesta a los problemas generados por agroquimicos, en los
altimos afios se ha reportado el uso de productos naturales derivados del
metabolismo vegetal, conocidos como metabolitos secundarios o fitoquimicos,
para el control de plagas poniendo de manifiesto la creciente necesidad de
encontrar alternativas de control fitosanitario que sean eficientes y menos
agresivas con el medio ambiente y el ser humano.

Algunos metabolitos secundarios como los polifenoles son reconocidos por su
capacidad para reducir o retardar el desarrollo de microorganismos causantes de
enfermedades, de ahi la importancia de estudiar a los compuestos polifenélicos de
plantas silvestres y su actividad antimicrobiana.

IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
Extraer compuestos polifendlicos de especies silvestres de zarzamora para
evaluar su actividad antimicrobiana.

4.2. Objetivos especificos
e Colectar y describir tres materiales silvestres morfolégicamente
contrastantes del género Rubus
e Estandarizar una técnica de extraccion de compuestos polifendlicos a
partir de distintos tejidos vegetales
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e Evaluar la bioactividad de los extractos obtenidos frente a
microorganismos fitopatégenos

e Fraccionar, identificar compuestos y evaluar actividad antimicrobiana del
extracto crudo mas activo

V. HIPOTESIS

Las plantas silvestres de zarzamora poseen metabolitos secundarios como
mecanismo de defensa. Los polifenoles, al ser metabolitos secundarios,
presentaran un grado de inhibicién contra fitopatdogenos.

VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 MATERIALES

6.1.1. Colecta de materiales silvestres

Para la determinacion de los sitios de colecta de los materiales silvestres de
zarzamora, se recurrio a la revision de trabajos previos realizados dentro del grupo
de trabajo del Laboratorio de Bromatologia. Se colectaron las morfoespecies
“Vellosa” y “Glabra” en el cerro “La Charanda” en la ciudad de Uruapan,
Michoacan, ubicado con los datos georreferenciales N 19° 26°17.6" W 102°
03749.3”" con una elevacion de 1. Por otro lado, la morfoespecie “Cerosa” fue
colectada en las instalaciones del Instituto Tecnolégico Superior de Uruapan,
ubicado en carretera Uruapan-Carapan No. 5555 Col. La Basilia dentro de la
misma ciudad.

Las tres morfoespecies colectadas fueron seleccionadas de acuerdo a sus
caracteristicas morfologicas contrastantes, destacando la presencia o ausencia de
pubescencias en el tallo, o en el caso de la morfoespecie “Cerosa” la existencia de
una capa similar a una cera en todo su tallo, asi como el color de dicho 6rgano.

6.1.2. Material microbiolégico

La actividad antibacteriana de los extractos crudos de zarzamora se evaluo frente
a la bacteria modelo Pantoea stewartii, la cual fue obtenida del cepario del
Laboratorio de Bioquimica Ecolédgica del CINVESTAYV Unidad Irapuato a cargo del
Dr. Victor Olalde Portugal.

6.2. METODOS

6.2.1. Preparacion del material vegetal para extraccion de compuestos

Las hojas y tallos colectados de las tres morfoespecies fueron sometidos a un
proceso de deshidratacion por 24 horas haciendo uso de un deshidratador (Figura
28 A y B) doméstico de platos, rotandolos después de 12 horas de proceso.
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Posteriormente, las hojas fueron pulverizadas en mortero de porcelana (Figura 28
C) vy los tallos fueron cortados en segmentos de aproximadamente 1 cm de
longitud, para finalmente almacenarlos en bolsas de plastico herméticas.

Figura 27. Preparacion de material vegetal para extraccion de compuestos: A)
Deshidratador, B) Hojas distribuidas de manera uniforme en los platos del
deshidratador, C) Pulverizacion, D) Reduccion de tamafio de los tallos

6.2.2. Obtencion de extractos crudos (EC)

Extracciones por maceracion con solventes orgdnicos polares

Para el establecimiento de esta metodologia se parti6 de 10 g de hojas y tallos
deshidratados y macerados a los cuales se les sumergié en 100 mL de solvente
(etanol al 96 % y metanol) por un periodo de 5y 10 dias a 4 °C. Transcurrido ese
tiempo, los extractos se filtraron en papel filtro Whatman #4 en un sistema de
embudo acoplado a bomba de vacio, posteriormente se concentraron en
evaporador rotatorio a 40 °C; finalmente se resuspendieron en una solucion de
DMSO (dimetil sulféxido) y agua destilada 1:10 v/v. Para realizar la resuspension
se afiadio por separado el DMSO y posteriormente el agua directo en el matraz
donde se concentro el extracto. Los EC se almacenaron en refrigeracion a 4 °C
hasta su utilizacion. Las extracciones se realizaron con 5 repeticiones para cada
una de las tres morfoespecie y cada tejido vegetal (hoja y tallo) en la fase de
establecimiento del método, después se hizo una sola extraccion para cada tejido
vegetal y especie.

Extraccidn sucesiva con equipo Soxhlet

Para la obtencion de extractos se utilizd el equipo soxhlet (Figura 29) realizando
una extraccion sucesiva con los solventes n-hexano, cloroformo y metanol, en ese
orden. De manera general el protocolo seguido consistié en utilizar 5 g de hoja
deshidratada, colocada en un recipiente, hecho con papel filtro Whatman # 4 e
introducirlo en un dedal de celulosa. La extraccidén se realiz6 con 150 mL de n-
Hexano manteniéndolo en ebullicion por cuatro horas, posterior a este tiempo se
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realizd el cambio de solvente correspondiente (cloroformo y finalmente metanol).
El dedal que contenia la muestra se extrajo del aparato en cada cambio de
solvente y se introdujo en un horno de aire forzado a 80 °C para evaporar el
solvente impregnado. Los EC obtenidos fueron concentrados y almacenados bajo
las condiciones descritas en el apartado 2.2.1. Esta extraccion se realiz6 por
triplicado utilizando Unicamente hoja de la especie Rubus adenotrichos.

Figura 28. EXtraccion sucesiva de compuestos por cambio de polaridad de solvente:
A) Equipo Soxhlet completamente montado, B) Dedal de celulosa con muestra en
su interior, C) Ebullicién continua de solvente, D) Extracto final

6.2.3. Cuantificaciéon de compuestos polifendlicos

La cuantificacion de compuestos polifendlicos se siguié con base al protocolo
establecido por Estupifian et al., en 2011 y con algunas modificaciones de acuerdo
a Singleton et al., 1999. La mezcla de reaccidon consistio en 50 pL de muestra
(extractos de tallos y hojas), 100 pyL de reactivo de Folin-Ciocalteu (FC) y 550 uL
de agua destilada para un volumen final de 700 pL. Lo anterior consistié en la
primera fase de la cuantificacion donde se llevo a cabo una reaccion de oxidacion
por accion del FC, dando un tiempo de incubacién de 8 min; posteriormente se
agregaron 300 pL de Na,COg3 y se incub0 durante 15 min a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo, se tomé lectura de la absorbancia a 760 nm en
espectrofotometro UV-Vis marca Nanodrop 2000c®, utilizando un blanco de
reactivos con metanol.
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Para reportar los resultados, se construy0 una curva estandar de acido galico
partiendo de una solucion stock con una concentracibn de 0.5 mg/mL. Los
resultados se expresaron como ug equivalentes de acido gélico (EAG)/uL.

6.2.4. Bioensayos de actividad antimicrobiana

El protocolo seguido para estas evaluaciones fue establecido en el Laboratorio de
Bioquimica Ecoldgica del CINVESTAV-Unidad Irapuato y consta de las siguientes
etapas:

Cinética de crecimiento de Pantoea stewartii y determinacion del tiempo de incubacién para
bioensayos

Conocer el crecimiento de la bacteria fue fundamental tanto para determinar el
tiempo de incubacion del in6culo que se utilizaria en los bioensayos como para
establecer el momento de evaluacion de la inhibicién de la bacteria. Para ello, se
realizdé una cinética de crecimiento de Pantoea stewartii en medio papa-dextrosa
bajo las condiciones experimentales que se manejaron en todos los bioensayos:
incubacion a 37° C, agitacién a 150 rpm, medicion del pH y densidad o6ptica (DO)
del medio a las 0, 0.5 y 1 horas, y posteriormente cada 2 horas hasta un tiempo
total de 24 horas. La DO fue determinada en espectrofotdmetro UV-Vis a 540 nm.
El ensayo se realiz6 por triplicado mas 1 testigo que sirvi6 como blanco para
calibrar el espectrofotometro.

Tras la realizacidén de la cinética, se graficaron los resultados y se hizo un ajuste
de la curva para calcular el tiempo en el cual se alcanzé la fase estacionara de
crecimiento bajo las condiciones experimentales establecidas; para ello, se utilizd
el modelo lineal de Verhults-Pearl o modelo logistico (Jiménez-Delgadillo, 2004;
tomado de Slater, 1985), cuya expresion matematica se muestra a continuacion:

N — K
1+ expa ™

donde:

N: densidad poblacional (DO)

K: capacidad portadora del medio (DO)

u: velocidad especifica de crecimiento (h™)
t: tiempo (h)

a: constante
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Con lo anterior, se obtuvo el valor de DO y el tiempo (N y test) €n los cuales se
llega al inicio de la fase estacionaria de crecimiento; por lo tanto, el tiempo de
incubacion de la bacteria para usarla como in6culo de los bioensayos y para
evaluar la inhibicion generada por exposicion a los EC, se establecié 2 horas antes
de test, corroborando que se alcanzara la DO correspondiente, pues en este punto
la bacteria se encontraria en fase exponencial de crecimiento. Este andlisis se
realizd con el programa de analisis y visualizacion SciDAVis.

Por otro lado, se construyé una escala de turbidez del medio de cultivo inoculado
con concentraciones crecientes de células bacterianas para correlacionar la DO
del medio con las unidades formadoras de colonia (UFC) por mililitro. Con la
ecuacion de regresion lineal obtenida se interpolaron los valores de DO obtenidos
en la cinética de crecimiento para conocer las UFC/mL correspondientes (datos no
mostrados).

Con lo anterior se pudo conocer el tiempo de incubacion del inoculo, el tiempo
para evaluar la inhibicion de la bacteria asi como la DO y las UFC/mL que
correspondian a cada evaluacion.

Preparacién del inéculo

En medio liquido papa-dextrosa se puso a crecer la bacteria a temperatura
ambiente y en agitacion a 150 rpm el tiempo necesario para alcanzar una
densidad optica de 0.9-1, la cual corresponde a una poblacion bacteriana
aproximada de 1x10° UFC/mL en la fase exponencial de crecimiento.

Preparacién de los tratamientos
La descripcion de los controles y tratamientos establecidos para esta evaluacion
se muestran en el Cuadro 6.

cuadro 6. Descripcion de los tratamientos y controles establecidos en la evaluacién
de actividad antimicrobiana.

Tratamiento/Control Descripcion

Control absoluto Medio papa-dextrosa (PD)

Disolucion usada para DMSO-H,0 1:10 en medio PD
resuspension de extractos (control)
Dilucion 1:10 de los EC en medio

PD

Extractos crudos

Se agregaron 500 pL del inéculo a cada tratamiento/control y fueron incubados
durante 10 horas a temperatura ambiente en agitacion a 150 rpm. Cada control y
tratamiento se establecié por triplicado.
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Siembra en placa para conteo de unidades formadoras de colonia (UFC) por mL
Transcurrido el tiempo de incubacion se emplearon los métodos de diluciones
seriales y siembra en placa para la contabilizar las UFC/mL (Figura 30).

Muestra a

contar
1ml

Dilucion —

1mil 1T mil 1ml 1 ml 1 ml

{ H ¥ H M 3

9 mL de NaCl il |
0.85 %
1710 1100 1/10® 1/10* 1105 1/10°

(107") (103 (1073 (107Y) (105 (1079
Siembra en placa de 100 pL

L 4 8§

17 2 0
Poblacién Colonias Colonias Colonias Colonias
Incontable de |

colonias

3 5 8
159 x 10 = (1.59x10) x 1000= 1.59x10

Cuenta en Factor de

Células (unidades formadoras de
placa dilucion

colonia, UFC) por mililitro de la
muestra original

Figura 29. Métodos de diluciones seriales y siembra en placa (tomado de Brock
Biologia de los Microorganismos)
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En términos generales, se realizaron diluciones decimales de cada
tratamiento/control para disminuir la densidad poblacional bacteriana y se
sembraron en placa las dltimas 2 diluciones para cada caso. Para ello, cajas de
Petri con medio agar papa-dextrosa (PDA) fueron sembradas con 100 pL de
muestra de acuerdo a la metodologia descrita en la Figura 31.

Colonias en la superficie

Se deposita 0.1 mL de Se distribuye la muestra Incuhackin Resultado tipico al usar
muestra en la superficie de sobre el agar con una este método
la placa con medio PDA varilla de vidrio estéril

Figura 30. Método de siembra en placa

Finalmente, las placas fueron incubadas bajos las condiciones descritas en los
apartados anteriores.

Cdlculo del porcentaje de inhibicién
Considerando el numero de UFC/mL de tratamientos y control, los porcentajes de
inhibicion fueron calculados con la siguiente féormula:

UFC/mL — UFC/mL
Porcentaje de inbhicién = /MLcontrol /MLextracto x 100
UFC/mLcontrol

6.2.5. Fraccionamiento del extracto tallo Rubus adenotrichos en cromatografia en
columna empacada (CCE)

Tomando como referencia los resultados obtenidos en los bioensayos de actividad
antimicrobiana frente a la bacteria modelo, se seleccioné el extracto mas activo,
tallo de Rubus adenotrichos, para proceder a su fraccionamiento por CCE,
siguiendo el protocolo propuesto por Cuevas-Rodriguez et al., 2010, que consistio
en dos fases:

Fase 1: se empac6 una columna cromatografica de 30x5 cm con resina Amberlita
XAD-7 Sigma-Aldrich® adecuada para la separaciébn de compuestos polares y
medianamente polares, la cual fue equilibrada con 500 mL de H,O acidificada
(acido formico al 0.3 % v/v). Después, se agregaron 10 mL del extracto y se
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eluyeron con 500 mL del mismo solvente anteriormente mencionado, obteniendo
una unica fraccion cromatografica denominada fraccion no polifendlica (FNP). En
esta primera fase el objetivo fue eliminar impurezas del extracto, como azUlcares y
proteinas, y concentrar los polifenoles que quedan adsorbidos a la resina.
Finalmente, la FNP fue concentrada en evaporador rotatorio a 70 °C y almacenada
a 4 °C hasta su utilizacién en bioensayos.

Fase 2: los polifenoles adsorbidos a la resina fueron eluidos con 750 mL de
metanol al 80 % acidificado (acido formico al 0.3 % v/v), obteniendo 15 fracciones
cromatograficas de 50 mL denominadas como fracciones polifendlicas post-
amberlita (FPPA). Debido a que se obtuvo un numero elevado de fracciones y
éstas deberan someterse a bioensayos de actividad antimicrobiana, se decidio
considerar solo las 10 primeras fracciones, inicialmente, y formar 5 subfracciones
(SFP) haciendo mezclas de dos fracciones; es decir, se hizo una mezcla en
proporcion 1:1 de las fracciones 1y 2, de la 3y 4, y asi sucesivamente. Las SFP
concentraron en evaporador rotatorio a 40 °C y se almacenaron a 4 °C hasta su
utilizacion en bioensayos de actividad antimicrobiana.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Identificacion y descripcion de especies silvestres de zarzamora

Se logré la identificacion de dos de las tres morfoespecies de zarzamora
evaluadas, con el apoyo del Dr. Rzedowski y el Dr. Zamudio del Instituto de
Ecologia A. C., de la ciudad de Patzcuaro, Michoacan. Los materiales colectados
para este trabajo fueron cotejados con ejemplares depositados en la coleccion del
instituto antes mencionado para lograr su identificaciéon mediante la comparacién
de caracteristicas morfolégicas de hojas, tallos, frutos, inflorescencias, porte,
pubescencias, tipo de espinas, etc.

La morfoespecie “Vellosa” fue identificada como Rubus adenotrichos (Figura 32);
es un arbusto arqueado, trepador o reclinado sobre otras plantas, siempre verde;
laminas foliares en su mayoria digitadamente 5-foliadas, las superiores trifoliadas
0 a veces simples, foliolos ovados a elipticos de 3 a8 cm de largoy 2 a 5 cm de
ancho; inflorescencia pubescente a semejanza de los tallos, pero por lo general
sin aguijones, pétalos blancos o rosados; fruto ovoide de 1 a 2 cm de largo,
desprendiéndose junto con el receptaculo, drupillas numerosas, casi negras en la
madurez; tallos rojizos, hasta de 3 cm de grosor, densamente cubiertos, al menos
en la juventud, con pelos o cerdas glandulares rojizas hasta de 3 mm de largo
(Figura 33; Rzedowski y Calderén, 2005).

Figura 31. Rubus adenotrichos A) Tallo, B) Hoja'y C) Flor
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Figura 32. Tallos de Rubus adenotrichos vistos directamente y bajo estereoscopio

La morfoespecies “Glabra” fue identificada como Rubus coriifolius; la planta posee
hojas compuestas por cinco foliolos ovalados o lanceolados, con dientes
irregulares, estipulados, peciolos pubescentes, espinosos y nervios bien
marcados, de un brillante verde oscuro por el haz y envés con pilosidad
blanquecina (Figura 34). Son arbustos que presentan tallos lefiosos con gran
flexibilidad, semitrepadores, angulosos y provistos de espinas cortas curvadas,
pubescencia variada, cortos (Figura 35). Se caracteriza por presentar una
inflorescencia piramidal truncada con un gran numero de flores de color blanco.

Figura 33. Rubus coriifolius, A) Tallo, B) Hoja 'y C) Flor
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Figura 34. Tallos de Rubus coriifolius vistos directamente y bajo estereoscopio

La morfoespecie “Cerosa” no pudo cotejarse con alguna especie en particular que
permitiera su identificacion; sélo se sabe que es un ejemplar perteneciente al
género Rubus. Debido a esto, mayores investigaciones, colectas y cotejos
deberan realizarse para lograr identificarla.

Esta planta presenta un porte arqueado y arbustivo; presenta hojas compuestas
por cinco foliolos ovalados o lanceolados, con nervios bien marcados de un
brillante verde oscuro por el haz y envés sin pilosidad (Figura 36); tallos glabros y
con coloracién blanquecina o rojiza que brinda la apariencia de una cera (Figura
37).




Figura 36. Tallos de la morfoespecie “Cerosa” vistos directamente y bajo
estereoscopio

7.2. Estandarizaciéon de una técnica de extraccién de polifenoles

Se determiné el contenido de polifenoles totales en extractos etanolicos obtenidos
después de 5 dias de extraccion para los tres materiales silvestres de zazamora
considerados en este trabajo, observando diferencias significativas entre
repeticiones en cada ensayo (datos no mostrados). En este analisis no se realizo
una homogenizacion de toda la colecta; al no hacerlo el contenido de polifenoles
totales varié entre extractos de un mismo tejido y especie, como se ejemplifica en
la Figura X para la especie Rubus coriifolius.
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Extractos etandlicos de hoja

Figura 37 Contenido de polifenoles totales® en 15 extractos etandlicos obtenidos por maceracion de
hojas deshidratadas de R. coriifolius. Literales distintas denotan diferencias significativas, Tukey
(p<0.05). *Media de un total de tres réplicas para cada extracto.

De los 15 extractos obtenidos para hoja de R. coriifolius, se obtuvieron diferencias
significativas en dos de ellos bajo el esquema de un disefio experimental
completamente al azar; este resultado puede atribuirse a diferencias en el
contenido de compuestos polifendlicos en las hojas y tallos dependiendo de su
etapa de desarrollo y de la zona que ocupaban en la planta de la cual fueron
obtenidos.

Para la realizacion de extracciones posteriores, las hojas y tallos fueron
seleccionados y cortados de forma aleatoria en diferentes zonas de la planta; para
eliminar el sesgo de la fase inicial de estandarizacién y descartar que el efecto
anteriormente descrito fuera atribuible al manejo de la técnica, se realizé6 una
homogenizacion de la totalidad del material vegetal colectado y se disefié un
nuevo experimento como se describe en la seccidon 5.2.2.1 de materiales y
meétodos. Al finalizar la extraccion, se registré el contenido de polifenoles totales
(datos no mostrados), definiendo este experimento como la metodologia de
extraccion por maceracion, sujeta a ajustes que se describiran detalladamente.

La extraccion de polifenoles por maceracion ha sido ampliamente aplicada para
una gran variedad de plantas y frutos, asi como con distinto solventes y a distintas
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concentraciones, tal es el caso de ejemplares silvestres y cultivados
pertenecientes al género Rubus; por ejemplo, frutos de Rubus glaucus y Rubus
adenotrichus, utilizando cetona al 70 % acidificada con acido formico al 2 % y
acetato de etilo (Mertz et al., 2007); Rubus glaucus Benth, realizando la extraccion
acetona al 70 y 100 %, y una posterior particibn de los extractos con
acetona/cloroformo 1:2 v/v (Garzon et al., 2009); Rubus idaeus L., Rubus
fruticosus, Fragaria x ananassa y Fragaria vesca, usando acetona/agua 70:30 v/v
y metanol/agua 60:40 v/v para la obtencion de distintos tipos de compuestos
polifendlicos (Vrhousek et al., 2006); hibridos de zarzamora Rubus L., empleando
acetona al 70 y 100 % y cloroformo para la obtencion de polifenoles (Siriwoharn et
al., 2004); hojas de Rubus ideaus sometidas a extraccion con etanol al 96 %
(Venskutonis et al., 2007); semillas de Rubus ulmifolius en extraccion metandlica
(Fazio et al., 2013), etc. Sin embargo, también se han reportado otras técnicas
como la extraccion sucesiva (Proestos y Komaitis, 2008) en aparato Soxhlet
(Panizzi et al., 2002), empleando distintos solventes de distintas polaridades,
poniendo en contacto la muestra, primeramente, con solventes no polares e ir
cambiando a solventes cada vez mas polares dependiendo de los objetivos de las
evaluaciones que se haran con los extractos resultantes.

Para lograr la estandarizacion de la técnica de extraccion, los resultados obtenidos
se dividen en tres factores evaluados:

1) Tiempo de extraccion

Respecto a la respuesta factorial de la interaccién tiempo y especies observado en
la Figura X, se sugiere que el disefio propuesto para la extraccion de compuestos
brinda la posibilidad de detectar diferencias de concentracion de polifenoles en un
mismo Organo entre diferentes especies, ademas de observar las diferencias
producidas por el tiempo (datos no inluidos en la figura).
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R. coriifolius R. adenotrichos

Figura 38. Efecto del tiempo sobre el contenido de polifenoles totales en extractos etandlicos de hoja
de R. coriifolius y R. adenotrichos. Literales distintas denotan diferencias significativas entre
tratamientos comparando ambas especies, Tukey (p<0.05)

La determinacion del contenido de polifenoles totales para los extractos etanélicos
de hoja de R. coriifolius y R. adenotrichos, se obtuvo la mayor concentracion de
compuestos en 10 dias de maceracion, 6.946+0.395 y 5.126+0.339 ug EAG/uL
respectivamente presentando diferencias significativas entre especies. La cantidad
de polifenoles registrada para los extractos obtenidos en 5 y 5x5 dias sucesivos de
extraccion fueron inferiores a la correspondiente a 10 dias, para ambas especies;
ademas estos dos tratamientos no presentaron diferencias estadisticas
significativas entre especies lo cual significa que existe un contenido de polifenoles
igual en los extractos obtenidos, no asi para los tratamientos de 10 dias donde R.
coriifolius presenté mayor contenido de polifenoles respecto a R. adenotrichos.
Esto significa que, ademas de la determinacion del mejor tiempo de extraccion, se
observaron los primeros indicios sobre diferencias en el contenido de polifenoles
entre las especies evaluadas. Por otro lado, es importante mencionar que la
extraccion sucesiva en 5x5 dias fue descartada para analisis posteriores debido a
que fue el tratamiento donde se registr6 una menor cantidad de compuestos
polifendlicos extraidos comparada con la maceracion por 10 dias directos v,
metodoldgicamente, es la que representa mayor gasto de materiales y reactivos.
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Por otro lado, diferentes solventes han sido usados para la extraccion de
polifenoles a partir de material vegetal. La concentracion y la actividad
antioxidante, de extractos naturales dependen del solvente utilizado; por ejemplo,
el agua es un mejor solvente para la extraccién de catequinas comparada con
metanol al 80 % y etanol al 70 %. Asi también distintos procedimientos han sido
propuestos, tal es el caso de las extracciones mediante grasas y aceites,
solventes organicos, soluciones alcalinas acuosas y con CO, supercritico; las
mezclas acuosas de etanol, metanol y acetona son las mas utilizadas (Hayouni et
al., 2007). En este contexto el método de extraccion de fendlicos a partir de un
material vegetal usado como sustrato y el método ideal de extraccion para clases
particulares de compuestos de este tipo, deberan ser individualmente disefiado y
optimizado (Boulekbache-Makhlouf et al., 2013).

2) Interaccion del solvente y tiempo para la extraccion por maceracion

En esta fase, se evalud la variable de respuesta contenido de polifenoles totales
en extractos obtenidos por maceracion en un disefo factorial donde el tiempo y el
solvente fueron los factores considerados y cuyo analisis estadistico se hizo de
forma independiente. En la Figura X se muestran los resultados de los
tratamientos establecidos con etanol y metanol como solventes durante 5y 10
dias de maceracion para las especies R. coriifolius y R. adenotrichos; este analisis
s6lo fue realizado con el tejido hoja.
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Figura 39. Efecto del tiempo y solvente sobre el contenido de polifenoles totales en extractos de hoja
R. coriifolius y R. adenotrichos analizados independientemente en un disefio factorial 2°. Literales
distintas denotan diferencias significativas, Tukey (p<0.05)

Para R. coriifolius, el mejor tratamiento correspondio a la extraccion con metanol
durante 10 dias; contrastantemente el extracto etandlico de R. adenotrichos
obtenido después de 5 dias registrd la mayor cantidad de polifenoles totales.
Considerando de forma aislada el efecto de los tratamientos en ambas especies
de zarzamora, todos los extractos de R. coriifolius presentaron diferencias
estadisticas significativas con una maximo contenido de polifenoles de
12.32+0.547 pg EAG/uL en el mejor tratamiento y un minimo de 2.679+0.363 para
la extraccion con etanol por 5 dias. En el caso de R. adenotrichos se obtuvo una
concentracion méaxima de 5.126+0.339 ug EAG/uL en maceracioén con etanol por
10 dias, mientras que los extractos metandlicos registraron un menor contenido
siendo iguales entre ellos (p<0.05). Adicionalmente, este analisis permitio
determinar las diferencias en el contenido de compuestos polifendlicos de acuerdo
al solvente usado ya que para ambas especies cuando el factor tiempo se
mantiene fijo, el cambio de solvente de etanol a metanol provoca una variacion en
la concentraciobn de compuestos obtenida. Este efecto se observa en ambas
especies; asi, lo anteriormente mencionado permite precisar al metanol como el
mejor solvente para la extraccion de los polifenoles presentes en R. coriifolius por
un periodo de 10 dias, mientras que para R. adenotrichos el etanol resultd ser el
extractante mas eficiente a 5 dias de maceracion. Estas diferencias podrian
atribuirse al diferente perfil fendlico y polifendlico de cada especie, siendo la
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afinidad solvente-compuesto un aspecto determinante en la cantidad de
compuestos alcanzada.

Boulekbache-Makhlouf y colaboradores (2013) determinaron el contenido de
polifenoles totales de extractos de céscaras deshidratas en polvo de Solanum
melongena evaluando el efecto del solvente utilizado y registrando valores de
26.61 £ 0.67, 13.53 £ 0.21 y 29.39 + 1.23 mg EAG/100 g de extracto seco, para
metanol al 70 %, etanol al 70 % y acetona al 70 %, respectivamente. Con esta
misma planta se registré un contenido de 49.02 + 1.3 mg EAG/ 100 g de extracto
seco utilizando metanol como solvente (Nisha et al.,, 2009) y 55.19 + 1.3 mg
EAG/100 g de extracto seco utilizando etanol (Eun-Ju et al., 2011). Los autores
establecen que estas diferencias en el contenido de polifenoles pueden deberse a
las condiciones de la cascara utilizada en la preparacion de los extractos, en
fresco o deshidratada. Sin embargo, las variaciones en las cuantificaciones
podrian atribuirse también a las distintas concentraciones de los solventes bajo
las cuales se evalu6 el contenido de polifenoles.

Con la finalidad de complementar la evaluacion representada en la figura anterior,
también se hizo un andlisis factorial 3%, donde los factores considerados fueron
especie silvestre de zarzamora, con sus niveles R. coriifolius y R. adenotrichos;
tiempo de extraccion cuyos niveles fueron 5y 10 dias, y solvente con etanol al 96
% y metanol como niveles. Los resultados de este analisis se reportan en la Figura
X con una comparacion de medias aplicando la prueba de Tukey a p<0.05.
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Figura 40. Efecto del tiempo, solvente y especie sobre el contenido de polifenoles totales en
extractos de hoja de R. coriifolius y R. adenotrichos obtenidos por el método de maceracion
analizados en un disefio factorial 3. Literales distintas denotan diferencias significativas, Tukey
(p<0.05)

De este analisis resulta interesante destacar que fue posible identificar no sélo los
tratamientos que registraron un mayor contenido de compuestos polifenélicos sino
también aquellos que permitieron fijar condiciones de extraccion sin diferencias
estadisticas significativas entre las especies, tal es el caso de ambos extractos
metandlicos de R. adenotrichos y el etandlico de 5 dias cuyo contenido en
polifenoles es igual al extracto etandlico de 5 dias de R. coriifolius. Esto nos indica
gue un método de extraccion debe optimizarse y adecuarse al modelo de estudio,
y para este caso, se demuestra que deberan ajustarse las condiciones de
extraccidn para las especies de zarzamora ya que un mismo protocolo de
extraccion no presenta la misma eficiencia de extraccion de compuestos
polifendlicos entre especies, aunque esto esta sujeto a los fines perseguidos para
la aplicacion de los extractos finales, como se describird mas adelante. Hasta este
punto, la maceracion metanolica por 10 dias fue definida como el protocolo comun
a utilizar para los materiales y tejidos vegetales a evaluar en este trabajo por
razones que seran aclaradas en el siguiente punto.

3) Diferentes técnicas de extraccion

Con la finalidad de comparar la maceracion, la cual constituye el método
mayoritariamente reportado para la extraccion de compuestos polifendlicos se
establecido una extraccion sucesiva en aparato Soxhlet como se describe en la
seccion 5.2.2.2 de materiales y meétodos. Brevemente, se usaron hojas
deshidratadas de Rubus adenotrichos que fueron sometidas a reflujo constante de
n-hexano, cloroformo y metanol, analizando Unicamente el contenido de
polifenoles en el dltimo. La extraccién fue realizada por triplicado y su contenido en
polifenoles totales se muestra en la Figura X.
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Figura 41Comparacion de métodos para extraccion de polifenoles totales, extraccion por maceracion
y sucesiva en equipo Soxhlet, utilizando metanol como extractante para hoja de R. adenotrichos y
su reproducibilidad en analisis independientes. Literales distintas denotan diferencias significativas,
Tukey (p<0.05) y *Tukey-Kramer (p<0.05).

Se compararon los niveles de compuestos polifenélicos en extractos obtenidos por
dos métodos distintos, maceracion y extraccion sucesiva, usando metanol como
extractante. Respecto al método de maceracion con metanol, en dos extracciones
realizadas aisladamente con el mismo material vegetal se observo el mismo efecto
plasmado en la figura anterior; el tiempo de maceraciéon no tuvo efecto sobre el
contenido de polifenoles alcanzado en los extractos siendo iguales
estadisticamente (p<0.05), con una valor aproximado de 2.2 ug EAG/uL . Ademas,
al no presentarse diferencias significativas entre los extractos obtenidos en
ensayos aislados, puede sugerirse que el método presentd buena reproducibilidad
en las condiciones ensayas. Paralelamente, se realiz6 una comparaciéon de
medias con la prueba Tukey-Kramer, a un nivel de significancia p<0.05,
observando que dos de las tres repeticiones hechas para la extraccion sucesiva
en equipo Soxhlet poniendo de manifiesto que esta técnica no presentdé buena
reproducibilidad aunada a un menor contenido de compuestos polifenélicos
(0.679+0.01, 0.819+0.02 y 0.664+0.01 pg EAG/uL) respecto a la extraccion por
maceracion. A pesar de que la extraccion sucesiva también ha sido reportada para
la obtencion de polifenoles (Proestos y Komaitis, 2008; Panizzi et al., 2002), de
acuerdo a los resultados presentados en este trabajo se considerd a la extracciéon
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por maceracion como la mejor técnica, ya que permite la obtencion de mayores
cantidades de polifenoles totales de un mismo material vegetal con buena
reproducibilidad. La menor concentracion de compuestos en los extractos
metandlicos obtenidos en equipo Soxhlet puede atribuirse a los pasos o
extracciones previas que sufrieron las muestras, ya que primeramente se uso n-
hexano seguido de cloroformo, pudiendo haber tipos de polifenoles medianamente
polares presentes en dichos extractos los cuales no fueron considerados en las
evaluaciones presentadas. Reportes previos mencionan la presencia de
polifenoles, principalmente oligdbmeros y polimeros de flavonoides, en extractos o
fracciones con solventes menos polares como cloroformo, acetona al 70 y 100 % y
acetato de etilo (Siriwoharn et al., 2004; Mertz et al., 2007; Garzon et al., 2009).

Proestos y Komaitis (2008) realizaron la extraccion de polifenoles por el método
tradicional de reflujo con solventes y proponen la extraccion rapida asistida por
microondas, ademas de comparar cuatro mezclas de solventes distintas: a)
metanol-agua 60: 40 v/v, b) acetona-agua 60:40 v/v; c) agua y d) acetato de etilo-
agua 60:30 v/v), utilizando 6 diferentes plantas aromaticas de Grecia. En todos los
casos, el agua resultd ser el extractante que permitio obtener una cantidad mas
elevada de polifenoles totales en todas la plantas evaluadas; por ejemplo, para
Styrax officinalis se registré la mayor concentracion en el extracto acuoso, 20.1
0.4 mg AG/g p.s., mientras que con el sistema de extraccion d) soélo se
obtuvieron 4.8 £ 0.1 mg AG/g p.s., mediante el método de reflujo y sin diferencias
significativas respecto a la extraccion asistida por microondas. Finalmente, es
importante mencionar que en todos los reportes citados en esta seccion se efectud
la cuantificacion de polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu,
exceptuando el trabajo de Diaz-Garcia et al., en 2013.

En este trabajo evaluamos la extraccion de polifenoles utilizando dos solventes
organicos, metanol y etanol al 96 %, obteniendo una mayor concentracion de
compuestos en los extractos metandlicos; sin embargo, la cantidad de polifenoles
puede no ser el aspecto mas importante de una extraccion, esto dependera de los
efectos o potenciales que se deseen evaluar. Para los fines que se persiguen en
este estudio, se ha establecido que la actividad antimicrobiana, entre otros
potenciales, no dependen directamente de la cantidad de polifenoles totales; se
profundizara en el tema en la seccion 7.3.
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7.3. Bioensayos de actividad antimicrobiana

7.3.1. Estandarizacién del in6culo

Se hizo una cinética de crecimiento de Pantoea stewartii en medio liquido papa-
dextrosa durante 24 horas; se graficé la absorbancia medida cada dos horas
contra tiempo y se determinaron los parametros del modelo lineal de Verhults-
Pearl, obteniendo el grafico de la Figura 40.
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Figura 42. Cinética de crecimiento de Pantoea stewartii y prediccién de acuerdo al
modelo Verhults-Pearl

Los valores calculados para el modelo Verhults-Pearl, con un R?=0.9843, fueron:
K=1.87039

n=0.2563

a=4.9369

obteniendo la ecuacion de crecimiento para Pantoea stewartii en medio papa-
dextrosa en las condiciones ensayadas como a continuacién se muestra:

1.87039
T 1+ expt9369-02563t
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Con la ecuacion de crecimiento obtenida se hizo el ajuste de los datos
experimentales para construir una curva normalizada de crecimiento (Figura 41).
De acuerdo al modelo y datos sobre las UFC/mL en diferentes horas de
crecimiento, se determind que a las 10 horas de incubacién la bacteria alcanza
una poblacion de aproximadamente 1 x 10° UFC/mL encontrandose en fase
exponencial de crecimiento; por ello, se establecié un tiempo de incubacion de 10
horas para los bioensayos de actividad antimicrobiana.
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Figura 43. Curva normalizada de crecimiento de Pantoea stewartii

7.3.2. Inhibicién del crecimiento de Pantoea stewartii

En la seccion 7.2 se presentaron los resultados de estandarizacién de un método
de extraccion de polifenoles. Para definir el método definitivo a utilizar, se
realizaron extracciones guiadas por bioensayos determinando la susceptibilidad de
Pantoea stewartii frente a los distintos extractos ensayados. Los resultados del
porcentaje de inhibicidn de la bacteria modelo se presentan en la Figura 44.
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Figura 44. Efecto sobre el porcentaje de inhibicién de Pantoea stewartii como respuesta al tipo
extracto de hojas de la especie Rubus adenotrichos.

Los extractos etandlicos de hoja R. adenotrichos provocaron un 67.74 y 63.38 %
de inhibicién, respectivamente, mientras que para los extractos metandlicos del
mismo material vegetal se registré un 93.27 y 95.73 % de inhibicidén de la bacteria
para 5 y 10 dias de maceracion. A través de este andlisis se determiné que los
extractos metandlicos exhiben mayor bioactividad para inhibir a Pantoea stewartii,
sin observarse diferencias significativas derivadas del tiempo de maceracion del
extracto ya que estadisticamente el efecto del extracto metandlico con 5 dias de
extraccion es igual al obtenido después de 10 dias. Tukey-Kramer (p<0.05).

Con base a estos resultados, se establecié al metanol como el extractante que
permite la obtencion de los compuestos mas activos sin diferencias derivadas del
tiempo de extraccion. Posteriormente, se evalud la actividad de extractos
metandlicos obtenido por dos técnicas distintas, maceracéon y extraccion sucesiva
en equipo Soxhlet, con base a las diferencias en concentracibn de compuestos
polifendlicos como respuesta del tipo de técnica utilizada. Los resultados se
muestran en la Figura 45.
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Figura 45. Porcentaje de inhibicibn de Pantoea stewartii en respuesta a distintos extractos de hoja de
Rubus adenotrichos. HR.a5= hoja Rubus adenotrichos 5 dias de maceracion, HR.a10= hoja Rubus
adenotrichos 10 dias de maceracion, Sox=hoja Rubus adenotrichos en extraccion Soxhlet, 1-
3=Repeticiones de extraccion

Los extractos obtenidos por el método de maceracién son claramente mas activos
gue sus semejantes procesados en equipo Soxhlet, presentando un porcentaje de
inhibicion de los primeros cercano al doble del que registraron los extractos de
distinto método de procesamiento. El contenido de polifenoles totales en los
extractos HR es mayor que el correspondiente para Sox 1, 2 y 3, del 40 % de
inhibicion aproximadamente; sin embargo, no se concluye que la mayor actividad
de los extractos macerados se debe al mayor contenido de polifenoles, sino que
podria atribuirse a los distintos tipos de polifenoles que pudieron ser extraidos por
el uso de ambas técanicas.

El método de extraccion establecido para evaluar extractos por su potencial
microbiano fue establecido contemplando metanol como extractante durante 5
dias de maceacion; por ello, se prepararon los extractos de hojas y tallos de los
tres materiales silvestres de zarzamora colectados para determinar el porcentaje
de inhibicién de Pantoea stewartii
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Figura 46. Porcentaje de inhibiciobn de Pantoea stewartii por efecto de su exposicion a extractos de
hojas y tallos de tres especies silvestres de zarzamora. R.c = Rubus coriifolius, R ce =
morfoespecie “Cerosa”, R.a = Rubus adenotrichos. *En el ensayo 2 no fue posible realizar el
conteo de colonias

Todos los extractos evaluados registraron mas del 80 % de inhibicion de la
bacteria, destacando el tratamiento con extracto de tallo de R. adenotrichus y de la
morfoespecie “Cerosa”, los cuales tiene un bajo contenido en polifenoles, y
alcanzaron el 96,60 y 91.18 % de inhibicion.
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Figura 47. Inhibicibn de Pantoea stewartii por exposicion a las fracciones cromatograficas post-
Amberlita del extracto tallo Rubus adenotrichos. FNP=fraccién no polifendlica, MFC=mezcla de
fracciones cromatograficas polifendlicas, 1-2=fraccion 1y 2, 3-4=fraccion 3 y 4, 5-6=fraccién 5y 6,
7-8=fraccion 7 y 8, 9-10=fraccién 9y 10

Pocas especies del género Rubus han sido evaluadas con la finalidad de
evidenciar su potencial antimicrobiano, tal es el caso de Rubus chamaemorus,
Rubus coriifolius, Rubus urticaefolius y Rubus ulmifolius, cuyos extractos
metandlicos y acuosos en distintas concentraciones han inhibido el desarrollo de
microorganismos patdgenas como Staphylococcus aureus, Salmonela entérica,
Staphylococcus epidermis, Bacillus subtillis, Candida albicans, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, etc. (Thiem y Gonslinska, 2004; De Paula-Silva y
Martins de Siqueira, 2000; Sisti et al., 2008; Panizzi et al.; 2002; Flamini et al.,
2002). Sin embargo, no existe un reporte sobre el potencial antimicrobiano
exhibido por plantas silvestres pertenecientes a este género con enfoque hacia el
posible control biolégico de microorganismo fitopatégenos, mas aln con especies
mexicanas
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VIII. CONCLUSIONES

1.

Se estandarizé un protocolo de extraccion de compuestos polifenélicos
aplicando el método de maceracion con solventes organicos partiendo de
hojas y tallos deshidratados.

Bajo las condiciones de extraccion ensayadas se registraron diferentes
concentraciones de compuestos polifendlicos entre especies.

La concentracion y tipo de poifenoles estan ligados a la técnica y al extrante
utilizados.

Aungue no se realizé un analisis de perfil fitoquimico, las diferencias en el
grado de inhibicidon observadas hacen suponer que existen distintos tipos de
polifenoles en los materiales colectados.

El extracto metandlico de tallo de Rubus adenotrichos resultdo ser el mas
efectivo para la inhibicién de Pantoea stewartii.

La capacidad de inhibicion del extracto de tallo de Rubus adenotrichos
permite sugerir que es debida a la accion sinérgica de los compuestos que lo
integran debido a que ninguna de las fracciones derivadas de él alcanzaron
el mismo porcentaje de inhibicion.

Las investigaciones bibliograficas permiten establecer que este es el primer
trabajo donde se reporta el efecto inhibitorio de extractos obtenidos a partir
de especies silvestres del género Rubus con enfoque fitopatologico.
Ademas, las evidencias cientificas sobre la bioactividad de especies
silvestres de zarzamora mexicanas son escasas 0 hulas, mas aun
considerando que en este trabajo se evaluaron dos érganos vegetales de
manera independiente.

Los resultados mostrados en esta investigacion permiten proponer a tres
materiales silvestres de zarzamora, R. coriifolius, R. adenotrichos vy
morfoespecies “Cerosa” para su uso como fuente de compuestos con
potencial antimicrobiano, pudiendo ser considerados como alternativas para
el control biolégicos de microorganismos fitopatégenos.
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[X. PROSPECTIVAS

1. Identificar los compuestos presentes en las fracciones cromatograficas
evaluadas en el presente trabajo por técnicas acopladas de HPLC-ESI-MS".

2. Realizar analisis cromatografico en equipo UHPLC para establecer las
condiciones de operacion para la elucion y separacion de los compuestos
posiblemente responsables de la bioactividad observada.

3. Determinar la efectividad los extractos crudos frente a otros
microorganismos patégenos, abarcando a bacterias Gram positivas, hongos
filamentosos y levaduras.

4. Evaluar la bioactividad de los extractos estableciendo curvas tiempo-muerte
de bacterias fitopatdgenas.

5. Determinar el efecto sinérgico de los extractos y antibidticos para el control
de cepas patdégenas resistentes.
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