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RESUMEN

Las plantas han desarrollado muchas estrategias de defensa ante situaciones de
estrés de cardcter fisico, biolégico y quimico, al ser organismos sésiles que no
pueden huir de situaciones de estrés ya sea por amenazas O situaciones
climdticas adversas. Algunas de las formas de proteccion que presentan las
plantas es la produccion de biomoléculas como proteinas de resistencia o
compuestos fendlicos, respondiendo contra diversos tipos de dafio o situaciones
de estrés biotico y abidtico. En el presente trabajo se dividieron tres grupos de
plantas de frijol Tépari (Phaseolus acutifolius), se realizaron diversos cortes
foliares en la etapa de llenado de vainas de la planta. Al primer grupo se le hizo un
corte foliar al 50% de las hojas, al segundo grupo se le realizé un corte foliar al
80% de las hojas, mientras que al grupo control no se le realizé dafio mecanico.
Posterior a esto se colectaron hojas y las semillas de los tratamientos y se realizé
la determinacién de proteinas tipo lectina e inhibidor de proteasa en un precipitado
al 70%. Se determinaron compuestos fendlicos en hoja, donde se pudo determinar
una disminucion de varios compuestos-en el tratamiento con 50% de corte foliar y
un aumento en el tratamiento a 80% de corte foliar. Para las proteinas de semilla
se pudo determinar un incremento en la actividad aglutinante con el dafo
mecanico al 80% de las hojas, y no se presentaron diferencias significativas en la
actividad inhibitoria contra enzimas. Los resultados indican que el dafio mecanico
en la planta no demuestra un cambio en el incremento en los valores medidos en

hoja y en las proteinas de la semilla.

Palabras clave: Frijol Tépari, Lectinas, Inhibidores de proteasa, Proteinas de

resistencia, Compuestos fendlicos



ABSTRACT

Plants have developed many defense strategies in the face of physical, biological
and chemical stress situations, as they are sessile organisms that cannot flee from

stressful situations either due to threats or adverse climatic situations.

Among the types of protection that plants present is the production of biomolecules
such as resistance proteins or phenolic compounds, which respond against various

types of damage or situations of biotic and abiotic stress.

In this work, Tepary bean plants (Phaseolus acutifolius) were divided in three
groups, the first group had a 50% mechanical leaf cut, the second group had a leaf

cut of 80%, while the control group remained unharmed.

The seeds of the plants of the different treatments were collected and the
determination of lectin-type proteins and protease inhibitors was carried out. The
phenolic compounds of the leaves were determined, where a decrease of several
compounds could be observed in the treatment with 50% of foliar cutting, and an
increase in the treatment to 80% of foliar cutting. In the case of the seed proteins,
there was an increase in the binding activity, and there were no significant

differences in the inhibitory activity of trypsin and chymotrypsin.

The results did not show statistically significant changes in the expression of

biomolecules with respect to the control plants.

Keywords: Tepary beans, Lectins, Protease inhibitors, resistance proteins,

Phenolic compounds
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1. INTRODUCCION

En la naturaleza las plantas estan sujetas a multiples tensiones bidticas y abioticas
gue generan estrés y pueden afectar su productividad. Han ido desarrollando a
través del tiempo varias adaptaciones especificas ante y para enfrentar dichas
condiciones ambientales; entre las cuales se encuentran la regulaciéon de un
mecanismo complejo tanto celular como molecular (Rehman y col.,, 2017),
incluyendo mecanismos morfologicos, caracteristicas estructurales,  asi  como
compuestos quimicos que son sintetizados ante dichas situaciones adversas. Los
mecanismos de defensa quimica pueden variar desde compuestos pequefios de
bajo peso molecular llamados metabolitos secundarios a péptidos y proteinas que
pueden hacer frente a plagas de insectos (Van den borre y col., 2011).

Las proteinas son biomoléculas que estan conformadas por cadenas de
aminoacidos unidas mediante enlaces peptidicos, lo cuales adquieren una
estructura tridimensional al plegarse y de esta manera llevan a cabo miles de
distintas funciones. En el material genético de cada organismo es donde se vera
especificada cada secuencia de aminoacidos para determinar el tipo de proteina
gue sera sintetizada por los ribosomas. De esta manera se convierten en las
biomoléculas mas versétiles y diversas, encargadas de realizar una gran cantidad
de distintas funciones que conforman a los Seres vivos, por mencionar algunas,
las funciones transportadora, enzimatica, estructural y de resistencia (Luque-
Guillén, 2009). Las proteinas relacionadas con la resistencia son inducidas por las
plantas en defensa ante el ataque de herbivoros. Entre las proteinas clave en la
defensa y resistencia vegetal se encuentran los inhibidores de proteasas (IPs) y
las lectinas. Los IPs tienen efectos negativos en la digestiéon inhibiendo las
proteasas digestivas del intestino de los insectos atacantes, o en el caso de ser
secretadas por microorganismos; reduciendo asi la disponibilidad de aminoacidos
indispensables para su crecimiento y desarrollo (Kuwar y col., 2015; Blanco-Labra
y col. 2002; Habib y Fazili, 2007). Las lectinas a su vez tienen la capacidad de
reconocer y de unirse reversiblemente a carbohidratos de membrana (Van Damme

y col., 2008). Y al ser ingeridas por los insectos, interaccionan con proteinas
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glicosiladas de células del intestino, teniendo efectos negativos en su
reproduccién, antinutricionales y toxicos en siguientes generaciones de los
insectos que las consumen (Casas-Corredor y col., 2016). Algunos de los efectos
gue presentan en los insectos son el estrés oxidativo, la induccién de apoptosis, la
rotura de la matriz peritréfica, el borde y la capa secretora celular, asi como
también interferencia en la absorcion de nutrimentos, hasta incluso cruzar la

barrera intestinal y llegar a la hemolinfa (Van Damme y col., 2008).

Aunado a las proteinas de resistencia, los metabolitos secundarios son parte de la
amplia gama y diversa de compuestos organicos que producen las plantas y que
no participan directamente en el crecimiento y el desarrollo de la planta,
distribuyéndose limitadamente entre ciertos grupos taxonomicos del reino vegetal
y han tenido gran importancia adaptativa en la defensa contra ataques de insectos
y microorganismos, como atrayentes para polinizadores, atrayente para animales
dispersores de semillas, asi como agentes alelopéticos, es decir aleloquimicos
gue influyen en la competencia entre las plantas (Croteau y col., 2000).

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios con multiples propiedades
biolégicas ampliamente distribuidos en una gran variedad de plantas (Godinez-
Santillan, 2018), dichos compuestos son principalmente taninos, antocianinas,
acidos fendlicos y flavonoides (Katoch, 2020). Generalmente las plantas que se
encuentran sometidas a estrés ya sea biotico y/o abibtico producen metabolitos
secundarios y de esta-manera juegan un papel importante en la adaptacion de las
plantas a su medio superando dichas situaciones de estrés; entre ellas se
encuentran las altas o muy bajas temperaturas a las que se ven expuestas, la
humedad, la intensidad de luz, la escasez de agua, alta salinidad, entre otras.
Todas estas condiciones influyen en el crecimiento de la planta y la productividad
de los cultivos (Akula & Ravishankar, 2011). Una de sus mdltiples propiedades
biologicas es la actividad antioxidante, la cual, los ha convertido en posibles
candidatos para explicar la asociacion que existe entre el consumo de algunos
productos de origen vegetal y la disminucion de riesgo a presentar enfermedades

cronicas (Godinez-Santillan, 2018), ya que las plantas han sido fuente de
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diferentes compuestos con capacidad medicinal, entre ellas, se encuentran las
leguminosas, las cuales representan una fuente importante de compuestos
bioactivos (Mojica y Mejia., 2015) como lo son IPs en las semillas y lectinas
también en mayor forma en granos y semillas de leguminosas (Cervantes-
Jimenez, 2015). La mayoria de las legumbres, que incluyen a las habas, alfalfa,
trébol, altramuces, judias verdes y guisantes, mani, soja, judias secas, guisantes
secos, garbanzos y lentejas contienen compuestos bioactivos: inhibidores de
enzimas (IPs), lectinas, fitoestrogenos, oligosacéridos, saponinas y compuestos
fenodlicos, los cuales desempefian funciones metabdlicas en los. seres humanos

gue las consumen (Bouchenak & Lamri-Senhadji, 2013).

El frijol Tépari (Phaseolus acutifolius) pertenece a la familia de las leguminosas
(Fabaceae) y es una especie poco comun, es decir poco-utilizada. Es una planta
anual que alcanza su madurez entre 60 y 80 dias después de su geminacion, por
lo que es de ciclo corto. Presenta una gran resistencia a la sequia, climas calidos,
adaptabilidad a concentraciones altas de sal y resistencia a muchas enfermedades
(Martinez-Alarcén, 2017) (Soto-Lopez y col., 2005). El frijol Tépari es una
leguminosa rica en compuestos fendlicos y péptidos que inhiben a las enzimas
encargadas de la digestion de carbohidratos como lo son las a-amilasa y a-
glucosidasa, ademas de las lipasas, que son responsables de la degradacion de
triglicéridos (Valencia-Mejia y col., 2019). En la actualidad el frijol Tépari ha
recibido una atencién especial por las propiedades vegetales importantes antes
mencionadas y como posible tratamiento alternativo ante patologias como el
cancer y/o .como mejora en la productividad de las plantas ante patégenos
utilizando los genes de resistencia para estudiar en cultivos transgénicos (Garcia-
Gasca y col, 2001; Moreno-Celis, 2018; Rehman y col.,, 2017) En diversos
estudios, las lectinas han mostrado tener efecto antiproliferativo sobre células
cancerosas, ademas de induccién a la apoptosis; esto se debe gracias a la
capacidad de reconocer glicoproteinas especificas encontradas en la membrana
celular, las cuales se ven alteradas en células cancerosas, de esta manera las
lectinas interactian especificamente con dichas células evitando su supervivencia

y proliferacion (Garcia-Gasca y col, 2012).
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2. ANTECEDENTES

2.1.Leguminosas

Las leguminosas o legumbres que incluyen a la alfalfa, trébol, altramuces, judias
verdes y guisantes, mani, soja, habas, judias secas, garbanzos, guisantes secos'y
lentejas, son representativos de la dieta humana distribuidos en todo el mundo,
incluso algunos paises en desarrollo las semillas de leguminosas son la Unica
fuente de proteinas de su dieta. Las leguminosas han recibido un creciente interés
por parte de los investigadores gracias a sus multiples beneficios parala salud que
tiene su consumo, de esta manera su produccién y consumo se ha ido

extendiendo por el mundo (Bouchenak & Lamri-Senhadiji, 2013).

En todo el mundo la conservacion de los recursos fitogenéticos es considerada
una prioridad, debido a las significativas implicaciones que tiene la diversidad
genética sobre el desarrollo de nuevas variedades de plantas para la agricultura y
la alimentacion. México es considerado uno de los centros mas importantes de
origen de la agricultura y existe una diversidad biol6égica muy extensa, pues es
aqui donde se han domesticado. mas de cien especies importantes en la
alimentacion de hoy en dia como lo son el chile (Capsicum ssp.), tomate
(Lycopersicon esculentum), maiz (Zea mays L.), calabaza (Cucurbita spp.) vy frijol

(Phaseolus spp.) (Vavilov, 1931; Soto-Lépez y col, 2005).

La composicion de polisacaridos, cantidad y variedad de fibras dietéticas, almidon,
la composicion de proteinas y la variabilidad del contenido de fitoquimicos hacen
gue haya una variabilidad en los efectos fisiol6gicos de las leguminosas.

Los fitoquimicos, son compuestos bioactivos que tienen la mayoria de las
leguminosas, dichos compuestos bioactivos son los inhibidores de enzimas,
fitoestrogenos, fitohemaglutinas  (lectinas), saponinas, oligosacaridos vy
compuestos fendlicos, los cuales desempefan actividades metabdlicas en los
humanos que los consumen, proporcionando beneficios para la salud contra

numerosas enfermedades como por ejemplo: diabetes, hipertension,
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enfermedades coronarias, prevencion del riesgo cardiometabdlico e inflamacién
(Bouchenak & Lamri-Senhadji, 2013).

El género Phaseolus, es de origen americano, est4 conformado por cinco especies
cultivadas (P. vulgaris L., P. lunatus L., P coccineus L., P. polyanthus Greenmy P.
acutifolius). P. acutifolius es nativo de México y de la region sudoeste de los
Estados Unidos. Variaciones silvestres y domesticadas de esta especie han sido
utilizadas por miles de afios como alimento en zonas desérticas 0 en largas
temporadas de sequia en Mesoamérica (Beebe y col., 2013). Ademas de su gran
resistencia a la sequia, el frijol Tépari tolera altas concentraciones de sal y boro
presentes en el suelo, asi como a patdgenos importantes de-leguminosas como
hongos (Macrophomina phaseolina) conocido como el carbén del frijol, al afiublo
(Xanthomonas campestris), insectos como el salta hojas (Empoasca kramer) y
(Acanthoscelides obtectus) una de las principales plagas del frijol almacenado,
conocido comunmente como el gorgojo del frijol (Flérez y col., 1997), otros
estudios mas recientes mostraron también caracteristicas de adaptacion vy
resistencia a condiciones estresantes como salinidad, sequia y plagas (Shisanya,
2002) como el carbén del frijol Macrophomina phaseolina, anublo o tizon;
Xanthomona campestris, y Fusarium oxysporum f sp. Phaseoli (Fop) (Jiménez y
col., 2010).

En 2005 Soto-Lopez y col. mostraron un estudio acerca de la distribucion de 25
especies silvestres del género phaseolus en México mostraron que P. acutifolius
se encuentra entre las especies que requieren menos humedad, ademas de tener
una alta adaptacion al calor, estando en lugares calidos, ya que es el desierto
sonorense la principal area de distribucion y muy probablemente de origen de P.
acutifolius. Es una planta que tiene un ciclo corto, produce grano de alto grado

proteico y calidad para consumo humano (Jiménez y col., 2012).
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2.1.1. Caracteristicas bioldgicas de las leguminosas

Las leguminosas contienen compuestos benéficos para la salud humana, como
por ejemplo proteinas, saponinas, glucésidos, taninos, alcaloides, entre otros,
teniendo variaciones en su bioquimica y en la distribucién en las legumbres, asi
como en los efectos fisiolégicos (Muzquiz y col; 2012). Algunos de estos son
iImportantes en los mecanismos de defensa contra depredadores y las condiciones
ambientales a los que se pueda ser expuesta la planta, también poseen algunos
compuestos antinutricios como los inhibidores de proteasa y las lectinas (Sanchez
de Jesus, 2014) &cido fitico, taninos condensados, polifenoles, inhibidores de la
amilasa reduciendo la calidad nutricional de la proteina (Arteaga y col., 2016).
Algunos factores antinutricionales son termolabiles, es decir susceptibles a un
tratamiento térmico, por lo cual pueden también clasificarse (Chaparro, y col.,
2009). Se ha visto como a través de diversas caracteristicas como la aglutinacién
o los factores antinutricios pueden contrarrestar a los depredadores (Chrispeels,
1991).

Dentro de las leguminosas existen aproximadamente 150 especies conocidas de
frjoles en todo el mundo. Unicamente en México hay 65 especies
aproximadamente, de las cuales 52 son pertenecientes al género Phaseolus y 31

de estas especies son endémicas de México (Alcazar-Valle y col, 2020).

El frijol Tépari (Phaseolus acutifolius) ha sido de gran interés al contar con una
gran cantidad de moléculas por su resistencia a climas aridos, asi como defensa
ante agentes patdégenos. Diversos estudios han mostrado capacidad citotdxica
diferencial de células cancerigenas, haciéndolo un blanco de estudio muy

alentador en la actualidad (Garcia-Gasca y col, 2001).

2.1.2. Semilla de frijol Tépari
Phaseolus acutifolius es conocido como frijol Tépari en México de donde es
originario y se encuentra distribuido en las zonas aridas del pais por su capacidad
de tolerancia a la sequia, ademas de resistir a enfermedades que afectan a otras
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variedades de su mismo género P. vulgaris; por ejemplo, infeccion por

xantomonas (Ortega de Santiago, 2012)

Esta especie de frijol es menos comuin que otras, es una planta anual de ciclo
corto y alcanza su madurez entre 60 y 80 dias después de su germinacion. El
cultivo de este frijol se hace mayormente en areas desérticas por su resistencia a
climas éaridos, altas temperaturas y gran adaptabilidad a concentraciones salinidad
alta (Martinez-Alarcén, 2017).

El frijol Tépari es una de las cinco especies que han sido domesticadas del género
Phaseolus (Mhlaba, 2018). Tiene un gran contenido proteico del 13% al 34% de la
materia seca, haciendo comparacion con otras leguminosas de grano que tienen
entre el 15% y el 40% de proteina, otras variedades de frijol comun contienen del
20% al 30% (Florez y col., 1997) mostrando cualidades nutricionales y contenido
proteico alto y de alta calidad adecuados para el consumo humano (Micheletto y
col., 2007). Asimismo, se han observado genes que han sido novedosos para la
tolerancia ante el estrés abiodtico y bidtico. Aln con esas caracteristicas, ha sido
subutilizado como cultivo. En contraparte, para la investigacion ha habido un
interés con respecto a sus propiedades enfocado en el mejoramiento genético
para el desarrollo de cultivos, la extraccion de la fraccion concentrada de lectinas e
inhibidores de proteasas como tratamientos alternativos a ciertos tipos de cancer,
asi como en la parte de la medicina alternativa (Mhlaba, 2018). México se
encuentra dentro de-la region Mesoamericana y es considerada como centro
primario de diversidad de las especies cultivadas del frijol, aproximadamente 80
especies del género Phaseolus. Estudios que han sido realizados con ayuda de
marcadores moleculares sugieren los estados de Sinaloa y Jalisco podrian ser
donde se originé la variedad de P. acutifolius especificamente (Gepts y col., 1986;
Soto-L6pez y col, 2005).
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2.2.Proteinas
Las funciones que tienen las proteinas, son varias, diferenciadas entre ellas y de
suma importancia, ya que determinan la estructura y la forma de las células,
permitiendo a las células defenderse de agentes externos, mantener su integridad
estructural, controlar y regular sus funciones y reparar los dafos. Esto lo realizan
gracias a su union selectiva a moléculas y de esta manera llevan a cabo un sinfin

de interacciones y funciones en las células (Luque-Guillén, 2009).

Las proteinas se conforman a partir de la union de 20 aminoacidos que Se unen
covalentemente en diferentes combinaciones para formar diversos tamafos y
estructuras, a dicha secuencia se le conoce como la estructura quimica central de
la proteina y el orden de los amino&cidos de la secuencia o estructura primaria de
la proteina determinaran la funcion que desempefiara cada proteina (Luque-
Guillén, 2009). Sin embargo, este polimero de aminoacidos lineales pueden unirse
en cuatro niveles de organizacion segun el tamafio: estructuras primaria, ya sea
simple union de dos aminoacidos llamado dipéptido, secundaria gracias a los
puentes de hidrogeno que permiten un plegamiento de los polipéptidos, terciaria
conformadas por polipéptidos, en un forma tridimensional permitiendo a los
atomos que los componen la interaccion con otros ligandos y estructura
cuaternaria conformada por varias cadenas polipeptidicas, es decir una proteina
oligomérica, formando -macromoléculas (Guerrero y col.,, 2003). Por lo tanto,
gracias a estas estructuras que adquieren las proteinas es que pueden llevar a
cabo miles de funciones especificas en las células para cada tipo de proteina,
entre ellas funciones transportadoras, enzimaticas, estructurales, hormonales, de
reserva, - reguladoras, de defensa, entre otras, siendo las biomoléculas mas
versatiles y con mayor diversidad en los seres vivos, dirigiendo casi todos los

procesos celulares vitales (Luque-Guillén, 2009).
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2.2.1. Proteinas de resistencia
Las proteinas de resistencia (R) estan directamente relacionadas en el
reconocimiento de patdgenos y el inicio a la defensa de la planta (Lukasik, 2009).
Es conocido como el sistema inmune innato de la planta. Estas proteinas
comunmente contienen repeticiones de leucina (LRR), un sitio central de unién a
nucledtidos (NBS) asi como un dominio amino terminal variable. Los LRR estan
relacionados con el reconocimiento y la especificidad de sefializacion es
determinada por el dominio amino terminal; como ya se menciond el NBS
conforma un dominio de unién a nucledtidos, el cual funciona también como un

interruptor molecular (Takken, 2006).

Evolutivamente las plantas han generado una serie de sistemas de defensa contra
la infeccidn y atague de patdégenos e insectos con diferentes estrategias de
infeccidn, basados en barreras constitutivas e inducibles (Lamb y col. 1989)
(Chen, 2008). Las de caracter constitutivas son barreras fisicas-quimicas normales
en el desarrollo de la planta, es decir preexistentes al ataque (Lamb y col. 1989)
(Jones y Dangl, 2006) las cuales pueden afectar al insecto una vez que ha
ingerido la planta con una toxicidad directa o en la reduccion de la digestabilidad
(Jones y Dangl, 2006) pueden ser clasificadas como antinutricionales, afectando el
valor nutricional (Chen, 2008). Las defensas inducibles son activadas al momento
gue se esté teniendo contacto o dafio tisular por el invasor de la planta requiriendo
una ruta de sefalizacion regulada a nivel transcripcional con expresion de genes
de defensa (Lamb y col., 1989; Jones y Dangl, 2006; Chen 2008). Ambos sistemas
de defensa podran variar y ser particulares segun la especie, ya que se
encuentran.en la memoria genética y dependerd de la capacidad de sintetizar
sustancias especificas contra patégenos de cada especie de plantas (Garcia,
2003; Tofifio y col., 2007).

Dentro de estas estrategias mencionadas fisicas y moleculares que han ido
desarrollando las plantas a través del tiempo ante ataques de insectos y
microorganismos, las que son dirigidas al intestino de los insectos y han generado

mucho interés por los efectos toxicos y/o antimetabdlicos con repercusiones en
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aspectos de la fisiologia y el desarrollo de los mismos a través de la ingesta de
proteinas bioactivas como lo son los IPs (Lawrence y Koundal, 2002) y las lectinas
(Napoleao y col., 2019). Muchos de los genes involucrados se activan o reprimen
al ser sensibles al estrés, regulando de manera precisa la tension, conduciendo a

una respuesta ante el estrés y tolerancia a nivel celular (Rehman y col., 2017).

2.2.1.1. Lectinas

Existen mdltiples proteinas vegetales con un papel clave en la defensa y
resistencia de las plantas, entre ellas se encuentran las lectinas (Blanco-Labra y
col. 2002). Las lectinas son proteinas de origen no-inmune de union a
carbohidratos, con capacidad de aglutinacion celular - y/o precipitacion de
glicoconjugados (Goldstein y col., 1980; Sharon y Lis, 2004) transformacion de
linfocitos, ademas de presentar algunos efectos. téxicos (Vierbuchen, 1991). Son
proteinas muy estables (Chen, 2008) y poseen por lo menos un dominio especifico
no catalitico que se une reversiblemente, especifica y no enzimética a
monosacaridos, polisacaridos o comao estructuras de glucano unidas a proteinas o
lipidos (Peumans and Van Damme, 1995). Hasta ahora, esta definicion es
aceptada por la comunidad cientifica (Van Damme y col., 2008; Van Holle y Van
Damme, 2018).

El estudio de las lectinas comenz6 hace mas de cien afios por su efecto de
aglutinacion celular, visto en eritrocitos, plaquetas, linfocitos, espermatozoides y
células tumarales (Gabius, 2000); convirtiéendose en blanco de interés para el
diagnéstico y estudio de patologias asociadas con alteraciones en la glicosilacion
celular, como en algunos tipos de cancer (Ghazarian y col., 2011; André y col.,
2015; Kudelka y col., 2015), reconocimiento de glicosilaciones asociadas a
tumores (Gorelik y col.,, 2001). Las lectinas se unen a la superficie celular no
covalentemente reconociendo proteinas especificas de las membranas celulares,
gue frecuentemente se ven alteradas en las células cancerosas (Garcia-Gasca y
col., 2012). Por lo tanto gracias a la capacidad de las lectinas de interactuar con

glicoproteinas de membrana ha sido posible el reconocimiento selectivo de
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glicoproteinas alteradas en células cancerosas como por ejemplo en aglutinina de
Viscum album, L. coloratu, seleccion que impide a las células cancerosas proliferar
induciendo dichas células a la apoptosis (Park y col, 2001) teniendo entonces un
potencial terapéutico por su actividad antitumoral y efectos citotoxicos que inducen
a la muerte celular programada como la apoptosis y la autofagia (Fu y col., 2011).
En otro estudio se evaluo el efecto de una fraccion concentrada de lectina de frijol
Tépari (TBLF) sobre el crecimiento de lineas celulares de cancer humano; cancer
de mama (MCF-7 y ZR-75), células de cancer en el cuello uterino (HeLa, SiHa y
C33A) y células de cancer de colon (CaCo2), donde se observdo un efecto
citotdéxico 72 hrs después de tratamiento en todas las lineas celulares de cancer
humano, teniendo una mayor sensibilidad a la TBLF la linea de cancer de colon
(CaCo2), mostrando asi la capacidad de reconocer selectivamente tipos de células
cancerosas diferentes, mayormente en el reconocimiento entre células normales y
cancerosas (Lopez-Martinez y col., 2008). En €l:2012 Garcia-Gasca y col en otro
proyecto, informaron que las fracciones de proteina de frijol Tepari con lectina,
mostraron un efecto antiproliferativo sobre los fibroblastos 3T3 murinos
transformados y no transformados, porlo que sobre los fibroblastos transformados

3T3 hubo una retencion de su actividad biologica (Garcia-Gasca y col; 2012).

Sin embargo, aunque las lectinas se encuentran conformando a todos los Seres
vivos, existe una mayor caracterizacion en las proteinas de unién a carbohidratos
de las plantas. Estas proteinas vegetales son muy diversas en cuanto a sus
estructuras moleculares, sus propiedades bioquimicas, secuencias que las
conforman y por lo tanto las actividades biolégicas que desarrollan, clasificandose
en diferentes familias (Lambin, y col., 2020) La estructura tridimensional de las
lectinas vegetales en general se caracteriza por laminas 3, conectadas por vueltas
ay B y curvas. Las interfaces cuaternarias y los bucles cortos se forman entre
laminas B y estas estan conectadas por bucles formando cadenas antiparalelas

qgue generalmente se encuentran desprovistas de hélice a (Clavijo, 2018).

Las lectinas tienen una interaccion con los glicoconjugados que estan

relacionados a las superficies celulares, de esta manera tienen un efecto negativo
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en la parte del intestino medio de los insectos. El estrés oxidativo, la induccién de
apoptosis, la rotura de la matriz peritrofica, el borde y la capa secretora celular, asi
como también interferencia en la absorcion de nutrimentos, hasta incluso cruzar la
barrera intestinal y llegar a la hemolinfa, son algunos de los efectos que presentan
los insectos. Sin embargo, aunque a través de la coevolucién poblaciones de
insectos han presentado resistencia ante esta presion selectiva, gracias a la
accion de los inhibidores de proteasa y principalmente a las lectinas, esta
resistencia por parte de los insectos se ve minimizada (Napoledo y col., 2019).
Napoledo y col en 2019 revisé los mecanismos de accion que tienen las lectinas
en el intestino medio. Una vez que el insecto ha ingerido las lectinas, éstas no se
degradan rapidamente por lo que existe una interaccion entre las lectinas y la
quitina o las glicoproteinas que se encuentran en el intestino medio del insecto
teniendo un efecto negativo en la integridad del mismo. Las lectinas se unen
también a receptores de membrana lo cual puede provocar una reaccion en
cascada contra las mitocondrias provocando muerte celular programada vy
afectando también la absorcion de nutrimentos, la digestién, sefializacion y
transporte a través del intestino medio. Por otra parte, las lectinas pueden causar

efectos sistémicos cuando logran entrar a la hemolinfa (Liu y col., 2019).

Se han encontrado en investigaciones previas como (Sanz-Aparicio y col., 1997;
Vandenborre y col., 2011) el papel de las lectinas vegetales en el almacenamiento
y transporte de hidratos de carbono en las semillas, crecimiento de la planta, en la
inhibicion del crecimiento de los hongos, en la union de bacterias fijadoras de
nitrdgeno a la raiz de la planta, asi como mecanismo de defensa contra insectos

depredadores (Vandenborre y col., 2011).
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2.2.1.1.1. Clasificacion de las lectinas
Las lectinas las encontramos ampliamente distribuidas en todos los reinos, donde
se incluyen bacterias, animales, plantas, incluso virus y protozoarios (Branco y
col., 2004; Lannoo y col., 2007; Martinez-Alarcén, 2017).

Con el paso del tiempo han ido apareciendo nuevas y diferentes formas de
agrupar a las lectinas con base a diferentes criterios de clasificacion por ejemplo
en las que se refiere a ellas por su origen taxondmico; es decir que las divide
segun los organismos donde se encuentren por ejemplo lectinas vegetales,
lectinas animales, lectinas de bacterias, entre otros. Otra manera de clasificarlas
es por su localizacion dentro de la célula por ejemplo lectinas extracelulares,
lectinas intracelulares, lectinas citoplasméticas, lectinas de unibn a membrana,
entre otras. Con respecto a su funciébn por ejemplo en animales estan las
galectinas, selectinas, collectinas y pentraxinas-y- en microorganismos las
hemaglutinas, adhesinas y toxinas. Por su estructura como las lectinas tipo beta
prisma (tipo B), lectinas dependientes de calcio (tipo C), lectinas de semillas de
leguminosas (tipo L), lectinas de tipo ricino (tipo R), entre otras. También por su
reconocimiento a carbohidratos que sélo se encuentran en plantas y animales, por
ejemplo, lectinas de union a manosa, lectinas de union a galactosa, entre otras
(Martinez- Alarcén, 2017). Se ‘han podido clasificar en 12 familias con respecto a

la estructura de sus dominios de union a carbohidratos (Van Damme, 2008).

Las lectinas desempefian muchas y diversas funciones biologicas fundamentales
en las plantas, porque se encuentran en muchos 6rganos y tejidos de muchas
especies diferentes dependiendo de su funcién en la planta, conformando casi
toda la planta, semillas, érganos de almacenamientos, raices, asi como en las
hojas, teniendo una gran interaccidn e importancia en la comunicacion entre
células e interaccibn huésped-patdogeno (Sharon y Lis, 2004). Las lectinas
vegetales por lo tanto se encuentran presentes una gran cantidad de actividades
anti-patdégenos, antivirales, antifingicas, antibacterianas, antiinsectos y contra
depredadores, dichas actividades antipatégenas les permiten actuar como

estrategia de defensa y proteccion ante agentes externos, patdgenos y nocivos
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(Chang y col., 2012). En la dltima década se han descrito varios tipos de lectinas
vegetales que son reguladas por ciertas condiciones tanto biéticas como abidticas,
como estrés, ante heridas, herbivoria, sequia, frio y salinidad, a este grupo de
lectinas se le conoce como “inducibles”, las cuales se ha visto que se expresan
principalmente en tejidos que no tienen un almacenamiento como raices, flores y
hojas. Este tipo de lectinas se diferencian por su expresion baja y su localizacion

celular (Van Damme y col., 2008; Vandenborre y col., 2011).

Sin embargo, aunque las lectinas se encuentran de manera ubicua, conformando
a todos los seres vivos, existe una mayor caracterizacion en las proteinas de unién
a carbohidratos de las plantas. Estas proteinas vegetales son muy diversas en
cuanto a sus estructuras moleculares, sus propiedades bioquimicas, secuencias
gue las conforman y por lo tanto las actividades biolégicas que desarrollan,
clasificAndose en diferentes familias (Lambin y col., 2020) De las lectinas
vegetales, las lectinas aisladas de legumbres_han sido las mas estudiadas, éstas
generalmente estan constituidas por dos o cuatro subunidades iguales de 25 a 30
kDa, cada una de las subunidades tiene un sitio de unién para iones metalicos
(Ferriz-Martinez y col., 2014).

2.2.1.1.2. Lectinas de frijol Tépari
Las lectinas de leguminosas son lectinas de la familia de las Fabaceaes y esta es
la mas grande de las lectinas vegetales. Se han aislado hasta ahora 100 lectinas
de legumbres de 70 especies distintas de esta familia. Robin fue la primera lectina
de leguminosa aislada de la corteza de robinia pseudoacacia o comunmente
langosta negra en 1890 por Podery Cambier (Liener, 2012). Desde 1997 Olsen y
col. Indicaron que las lectinas de leguminosas se conforman por aminoacidos que

alcanzan los 30 kDa.

La mayor parte de las lectinas de leguminosas son protdmeros maduros
compuestas de una cadena polipeptidica de casi 250 residuos de aminoacidos.
Muchas lectinas de leguminosas estan N-glicosiladas y contienen una o dos
cadenas de glucano. Por otra parte, las lectinas de leguminosas son las Unicas

entre las plantas que son metaloproteinas, es decir que son lectinas que los
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protdmeros estan unidos fuertemente a los iones Mn2+ y Ca2+ responsables de
su propiedad de unirse a los carbohidratos (Peumans y col., 2001). Debido a estas
caracteristicas ha sido de gran interés el estudio de las propiedades de las lectinas

del frijol Tépari.

Trabajos in vitro realizados sobre diferentes lineas celulares con cancer en base a
una fraccion concentrada de lectina de frijol Tépari mostraron un efecto citotoxico
diferente sobre las células normales y de células cancerigenas, mostrando mayor
sensibilidad las células de cancer de colon ante las lectinas (Garcia-Gasca y col.,
2012). Por lo cual en los ultimos afios han sido objeto de estudio de carbohidratos
complejos y los cambios producidos en las interacciones celulares cuando ocurren
los procesos fisiolégicos y patolégicos, dando a conocer que cuentan con un
amplio espectro de aplicaciones en el ambito industrial y farmacolégico (Ferriz-
Martinez y col., 2010).

2.2.1.2. Inhibidores de proteasas

Existen proteinas importantes que se encuentran relacionadas con la defensa,
unas de ellas son los Inhibidores de proteasa vegetal (IPs) y se encuentran
ampliamente distribuidas en las plantas. Dichas proteinas vegetales (IPs) son de
tamafio pequefo, heterogéneas, especificas y se han descrito se encuentran
principalmente en partes aéreas de las plantas, ademas de en tejidos de
almacenamiento como tubérculos y semillas (De Leo y col., 2002), encontradas en
gran cantidad en las semillas y tienen un papel importante en la degradacion de
las proteinas, metastasis y apoptosis, asi como equilibrar y regular algunos
procesos proteoliticos reduciendo o neutralizando su accion catalitica, ademas de
estar involucradas en la modulacion de la tolerancia ante situaciones de tension y
estrés abidtico., por esta gran multifuncionalidad a través del tiempo, los IPs son
una alternativa como tratamiento contra enfermedades como SIDA, tumores,
patologias virales, o disminucion de metastasis, entre otros, ademas de su papel
en la proteccion contra plagas y patégenos en plantas (Rehman y col., 2017;
Garcia, 2014; Blanco-Labra, 2002)
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Las investigaciones de los inhibidores de proteasa vegetal (IPs) comenzaron hace
60 afos, después de la segunda guerra mundial cuando Kunitz, Bowman y Birk
purificaron y caracterizaron los inhibidores de proteasa en la soja. Posteriormente
se encontraron nuevas familias de genes relacionadas, hasta ahora que
conocemos 13 familias diferentes de genes inhibidores de proteasa, las cuales se
dirigen a todas las principales familias de proteasas, comunmente se encuentran
inhibiendo las proteasas de herbivoros o patégenos de plantas (Jongsma &
Beekwilder, 2011).

2.2.1.2.1. Clasificacion de los Inhibidores de proteasas
Las plantas cuentan con un gran numero de inhibidores de proteasas clasificados
en: inhibidores de serin proteasas, inhibidores de cistein proteasas, inhibidores de
metaloproteasas e inhibidores de aspartico proteasas, de acuerdo las enzimas que
reconocen y actualmente son clasificadas en diversas familias con respecto a la
estructura del dominio que presentan y a la secuencia de aminoacidos (Chaparro,
Porrilla y Elizalde, 2009; Rawlings y col., 2008). Entre los inhibidores de proteasa
vegetales el que mas se ha estudiado es el de soya Bowman-Birk (IBB), el cual es
un polipéptido de 7.8 kDa. Por lo tanto, se ha visto el papel importante que tienen
los IPs como defensa ante situaciones adversas en plantas (Chaparro, Porrilla y
Elizalde, 2009; Blanco-Labra, 2002). En 1972 Green y Ryan descubrieron hojas de
plantas que habian sufrido dafio mecanico de insectos, y estas indujeron altos

niveles de IPs en respuesta al dafio por insectos (Jongsma & Beekwilder, 2011).

2.2.1.2.2. Inhibidores de proteasas vegetales
La digestion, inmunidad y osmorregulacion de los insectos es realizada en el
intestino medio y por medio de proteasas digestivas degradan las proteinas a
péptidos y aminoacidos, para asi utilizar dichos aminoacidos en la biosintesis de
proteinas estructurales y funcionales, que son esenciales para los insectos (Dunse
y col., 2010), y se sabe que una gran familia de genes de proteasas digestivas
forman parte de los insectos (Ross y col., 2003; Kanost y col, 2004), Las serin
proteasas, entre ellas las tripsinas, quimotripsinas y elastasas en el intestino de los

insectos, son responsables de mas del 90% de la actividad digestiva (Napoleédo y
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col., 2019), varias de éstas estrategias de defensa y funcionalmente esenciales
para ellos, son perturbadas por agentes insecticidas como las proteinas bioactivas
(lectinas e IPs) ya que son defensas directas inducidas como respuesta a la
herbivoria por las plantas. Los IPs por ejemplo interfieren con la digestion, pues
reducen la eficacia digestiva al inhibir dichas proteasas esenciales (Kuwar y col.,
2015) teniendo efectos negativos en el crecimiento, desarrollo y la reproduccion
impidiendo la disponibilidad de aminoacidos y absorciébn de nutrimentos
retrasando el desarrollo, reduciendo la fertilidad y causando deformidades
(Napoleéo y col., 2019). Por otro lado, se ha visto que existe una coevolucion en
los mismos en una lucha constante, o que hace que los insectos puedan cambiar
el conjunto de proteasas secretadas en su intestino, aumentando los niveles de
proteasas y/o pueden inducir la expresion de proteasas que son menos sensibles
a los IPs, (Habib y Fazili, 2007) (Napoledo y col.; 2019) como es el caso de
Helicoverpa armigera un lepidéptero con una gran capacidad de adaptaciéon a los
IPs. (Kuwar y col.,, 2015), de esta forma se lleva a cabo una batalla entre
moléculas inhibidoras y proteasas, evadiendo los efectos de los inhibidores
respondiendo con la induccidon de proteasas insensibles a los Inhibidores de
proteasa, otros insectos mostraron eficacia en la degradacion de los inhibidores

con proteasas (Jongsma & Beekwilder, 2011).

Diversos estudios como. el de Machado en el 2017 con Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera) mostro- una reduccion en la actividad de las proteasas de su
intestino medio teniendo un efecto en la duracion de los estados larvarios, pupas y
adultos estadios, aumentando estas etapas que son de mayor vulnerabilidad y
depredacion, mostré una reduccion del 96% del peso de las larvas, induccion de
malformaciones y un aumento del costo metabdlico. Por otro lado, en el estudio de
Mital y col en el 2014 al ser incorporada el inhibidor de tripsina de semillas de
Phaseolus vulgaris en la dieta de larvas de segundo estadio de Helicoverpa
armigera y Spodoptera litura (Lepidoptera) se observo inhibicidon en las proteasas
del intestino, hubo reduccién en el crecimiento larvario, retraso en el estado de

pupa, generd deformidades en los adultos, asi como aumento en la mortalidad.
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Los efectos sobre los insectos herbivoros son a veces relativamente menores o
incluso hasta ausentes con respecto a la mortalidad y el desarrollo, sin embargo,
los pocos o muchos que se den, afectan ecolégicamente y severamente en el
desarrollo e incluso pueden seguir afectando a las proximas generaciones con una

fecundidad reducida (Jongsma & Beekwilder, 2011).

Investigaciones han reportado la accién insecticida de los IPs contra Dipteros,
Lepidopteros, Hemipteros y Coleopteros, dependiendo de la especificidad del
inhibidor con respecto al tipo de enzima, interferird en mayor o menor medida en la

digestion de proteinas en el intestino medio del insecto.

Por ejemplo, el Coleoptero Hypothenemus hampei posee proteasas intestinales de
alta homologia con proteinas de almacenamiento como la vicilina y la conglutina y
por tanto, el inhibidor de la proteasa aspartica de semillas de Lupinus bogotensis

es muy activo contra este insecto (Molina, 2014) (Napoleé&o y col., 2019).

Hoy en dia se utilizan los genes de resistencia para estudiar en cultivos
transgénicos. Cowpea trippsin (CpTI) fue la primera planta a la que se le transfirio
exitosamente gen Pl de resistencia a insectos, en ese caso resultdo altamente
eficaz contra el gusano del tabaco (Heliothis virescens), a partir de ese
acontecimiento se han realizado un considerable progreso en el desarrollo de
plantas transgénicas resistentes a insectos con la expresion de genes Pl (Rehman
y col., 2017).

2.3. Metabolitos secundarios
Los metabolitos secundarios como lo son los alcaloides, flavonoides, fenoles y
taninos; no se encuentran actuando en el metabolismo primario de las plantas,
sino .que estos compuestos quimicos se encuentran interviniendo en las

interacciones ecoldgicas importantes que existe entre la planta y su ambiente.

Dichos metabolitos son sintetizados cuando las plantas estan en condiciones
adversas por ejemplo el ataque de herbivoros, microorganismos y la competencia

con diferentes especies por luz, agua y nutrimentos. Hoy en dia se han estudiado
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las propiedades curativas y nutracéuticas que proporcionan (Cabrera-Carrion,
2017).

Existen diferentes variaciones ambientales, a las cuales las plantas van a
responder, como lo son por ejemplo dependiendo de la época del afio en la que se
encuentren, la fertilizacion, plagas y enfermedades y los dafios que estas
producen, todo ello influye en la produccion de metabolitos secundarios. Los
metabolitos secundarios no se van a encontrar distribuidos de manera uniforme
por toda la planta, sino que se encuentran restringidos a érganos particulares de la
planta, o ya sea a determinadas células y/o tejidos dentro de ese oOrgano (Pérez-
Pérez y col., 2014).

2.3.1. Compuestos fendlicos

Aunado a las proteinas de resistencia existen compuestos fenélicos que pueden
incrementar sus niveles en diversas estructuras de las plantas, como lo son tallo,
hoja, flor o fruto (Juszczuk y col.,, 2004),-ya que son un grupo de metabolitos
secundarios mayormente presentes en el reino vegetal (Boudet, 2007) y tienen un
papel importante en la defensa contra la radiacion UV y la agresion de patégenos,
gracias a sus propiedades . antibi6ticas, antinutricionales o desagradables,
(Manach y col., 2004) ademas de tener propiedades antivirales, antialérgicas,
antiinflamatorias, asi como capacidad nutracéutica, la cual se debe a la capacidad
antioxidante (Katoch, 2020).

Actualmente se han descrito miles de compuestos fendlicos vegetales que se
pueden agrupar en diferentes clases conforme a su estructura quimica basica, es
decir el-numero y tipo de anillos fenol y en subclases de acuerdo con su

asociacion a carbohidratos y formas polimerizadas (Manach y col., 2004).

Existen dos vias biosintéticas por las cuales pueden ser sintetizados los fenoles, la
ruta del acido malénico o la ruta del acido shikimico, los flavonoides por ejemplo
pueden ser sintetizados por las dos. Algunos fenoles son solubles en solventes
organicos, otros son solubles en agua al ser glucésidos o acidos carboxilicos y
otros son polimeros muy grandes (Toméas-Barberan, 2003).
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Los compuestos fendlicos en semillas de leguminosas tienen capacidad
antioxidante ya que inhiben la peroxidacion de lipidos, quelatan iones metalicos,
asi como la eliminacién de radicales libres., dichos compuestos son principalmente

taninos, antocianinas, acidos fendlicos y flavonoides (Katoch, 2020).

Estos compuestos pueden determinar la sobrevivencia o no de una planta,
cumpliendo diversos procesos como: la comunicacién en las células, el
crecimiento, o la reproduccion. Algunos estudios han revelado que los compuestos
fendlicos, en particular los flavonoides, pueden ser los principales contribuyentes a
la actividad antioxidante que exhiben las plantas, (Mustafa y col., 2010) ademas
de ser los responsables de la sorprendente plasticidad metabdlica vegetal que les
permite adaptarse ante diferentes y cambiantes entornos abiéticos y bidticos, y de
proporcionar diferentes colores rojo, azul y pigmentos violetas, sabores y
guelantes de metales, como agentes de sefializacion entre las plantas y otros
organismos sobre el suelo y por debajo de él, asi como pantalla ante la luz
ultravioleta (Boudet, 2007; Lattanzio, 2006). Se ha reportado que semillas de color
mAas oscuro y altamente pigmentadas, tienen alto contenido fendlico y esta

relacionado a su capacidad antioxidante (Katoch, 2020).

Los compuestos féndlicos tienen su produccion y almacenamiento en las capas
subepidérmicas de los tejidos vegetales que se encuentran mas expuestos al
estrés y al ataque de patégenos (Rather y col., 2017), esta concentracion de los
compuestos fenglicos-en los tejidos vegetales se va a ver afectada dependiendo la
etapa de desarrollo de la planta y su crecimiento, asi como de la temporada,
ademas de la concentracion; la sintesis de los compuestos fendlicos se veran
afectados también por diversos factores internos y externos como lo son las

heridas, ataque de patdgenos, sequia, entre otros (Bhattacharya y col., 2010).

Los compuestos fendlicos se pueden dividir en dos grupos: los compuestos
fendlicos preformados, es decir que son sintetizados mientras la planta desarrolla
normalmente sus tejidos vegetales y los compuestos fendlicos inducidos, los
cuales son sintetizados como una respuesta ante situaciones de infeccion o de

lesiones fisicas, 0 ante estrés como radiacion UV, sales de metales pesados,
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temperatura, entre otros; su sintesis es mejorada durante periodos de estrés
biotico y/o abidtico (Lattanzio, 2006). Hoy en dia estos compuestos reciben una
atencién especial por sus factores y propiedades altamente protectoras contra
enfermedades crénicas degenerativas como cataratas, degeneracion macular,
enfermedades neurodegenerativas y diabetes mellitus, asi como cancer y

enfermedades cardiovasculares (Scalbert y col., 2005).

2.3.1.1. Flavonoides
Son estructuras fendlicas que tienen un grupo carbonilo (Domingo & Lopez-Brea,
2003), es decir, su esqueleto carbonado esta formado por quince carbonos que se
encuentran ordenados en dos anillos aromaticos que a su vez-estan unidos por un
puente de tres carbonos y su clasificacion se basa en el grado de oxidacién de
dicho puente, los principales son las antocianinas, las cuales proveen de
pigmentos, las flavonas, flavonoles e isoflavonas, Tienen como funcién la defensa
y la pigmentacion (Garcia & Carril, 2011). Han estado presentes en la naturaleza
por mas de mil millones de afios, explicando la amplia gama de actividades
bioguimicas y farmacoldgicas que ellas ejercen sobre el hombre y otros mamiferos

como respuesta de la coexistencia y coevolucion (Estrada y col; 2012).

Estos compuestos fendlicos fueron descubiertos por el premio nobel por Szent-
Gygorgy. Fue aislada de la cascara de liméon en 1930 una sustancia llamada
citrina, la cual regulaba la permeabilidad de los capilares. En un comienzo los
flavonoides fueron denominados vitamina P por la permeabilidad que presentaban,
también fueron nombrados vitamina C por las propiedades similares a la vitamina
C, pero no pudo ser confirmado que fueran vitaminas y en 1950 se quitaron como

propuestas (Martinez-Flérez y col., 2002).

Los flavonoides forman la familia mas amplia de los compuestos fendlicos
(Domingo & Lopez-Brea, 2003) y son de los mas importantes ya que tienen una
gran capacidad antioxidante y por lo tanto se les atribuye una gran capacidad de
efectos terapéuticos ante diversas situaciones comprometedoras para el cuerpo
humano, como lo son por ejemplo actividad antiinflamatoria, actividad cardiotonica,

hepatoprotectora, antimicrobiana, antineoplastica, entre otras. Por eso es que hoy
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en dia ha incrementado la importancia de conocer y estudiar las propiedades
antioxidantes de los vegetales que son consumidos en la dieta humana y animal
también (Avella y col., 2008) Algunos flavonoides tienen capacidad antiviral, como
es el caso de la glicirricina que es sintetizada por el regaliz (Glycyrrhiza glabra),
asi como muchos también hacen frente a los microorganismos (Domingo & Lépez-
Brea, 2003).

Algunos tipos de flavonoides dan resistencia a la fotooxidacion de la luz
ultravioleta, transporte de hormonas y defensa contra depredadores, asi como
resistencia ante infecciones fangicas y virales. Las flavonas y flavonoles acttan
como sefales de atraccibn ya que se encuentran en flores donde tienen la
capacidad de absorber longitudes de onda cortas que las antocianinas, de esta
manera no son posibles de ver por los seres humanos, pero los insectos
polinizadores si las pueden ver, ya que ellos ven en el rango del UV, asegurando

asi su reproduccién y conservacion (Estrada y col., 2012; Garcia & Carril, 2011).

2.3.1.2. Taninos

Los taninos son sustancias fendlicas poliméricas de gran peso molecular,
brindando proteccion a las plantas contra heridas ya que tienen toxicidad contra
microorganismos y herbivoros, por lo tanto, son también considerados como
factores antinutritivos por el efecto adverso que tienen sobre la digestibilidad de
las proteinas (De JesuUs-Benevides y col., 2011). Los taninos tienen la capacidad
de unirse a proteinas para desnaturalizarlas y se dividen en hidrolizables vy
condensados, con respecto a la funcién, como su nombre lo indica, en que puedan
ser hidrolizados o no. Los condensados son polimeros se componen de unidades
de flavonoides que estan siendo unidas por enlaces C-C por lo que no pueden ser
hidrolizados, sin embargo, si pueden ser oxidados si es un acido fuerte. Por su
parte los hidrolizables, son polimeros heterogéneos que se componen de acidos
fendlicos, en especial acido gélico y azucares simples. Se hidrolizan con mayor
facilidad ya que son de menor tamafio que los condensados (Garcia & Carril,
2011).
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Se empled el término "tanino” para determinar a las sustancias presentes en
extractos vegetales que tenian la capacidad de combinarse con proteinas de la
piel animal para evitar la putrefaccion y de esta manera se convertian en cuero
(conocido como curtido, donde se unen al colageno y asi aumenta su resistencia
al calor, microorganismos y al agua). Hoy en dia se han descrito mas de 30
taninos que tienen la capacidad de inhibir hongos y bacterias (Domingo & Lépez-
Brea, 2003)

Estos compuestos fendlicos tienen importancia en la relacién herbivoro-planta por
su capacidad de reducir la digestibilidad de las plantas actuando como repelentes
ya que tienen un especifico sabor astringente y en muchas ocasiones toxicidad
(Gonzalez y col., 2011).

2.3.1.3. Antocianinas
Las antocianinas son parte de los flavonoides y son responsables de brindar la
mayoria de los colores que vemos en los frutos y flores, lo cual los hace también
importantes en el proceso de la polinizacion y en la dispersion de semillas, su
color depende de los grupos hidroxilo y metoxilo en su anillo B y también va a
depender del pH de las vacuolas en que son almacenadas, por ejemplo, cianidina
(rojo- purpura) (Garcia & Carril, 2011; Lopes y col., 2007).

La palabra antocianina proviene del griego; anthos = flor, kyanos= azul oscuro.
Seguidas de la clorofila, son los pigmentos vegetales mas importantes y son el
grupo mas grande solubles en agua. La mayor cantidad de ellos se encuentran en

angiospermas (Lopes y col., 2007).

Las antocianinas son glicosidos que poseen un azucar en posicion tres y cuando
no-poseen ningln azdcar se conocen como antocianidinas (Garcia & Carril, 2011).
Ellas ayudan a reducir la captura de la radiacion al estar presentes en la superficie
de las hojas y parénquima de las plantas, de esta manera ayudan a proteger a los

cloroplastos y reducen la fotooxidacion y la foto-inhibicion (Mendoza, 2012).

32



2.3.1.4. Capacidad antioxidante
Los compuestos fendlicos son compuestos antioxidantes, ya que tienen la
capacidad de proteger a las células contra el dafio oxidativo que causan los
radicales libres, de esta manera ayudan a reducir el riesgo de tener varias
enfermedades degenerativas que estan relacionadas al estrés oxidativo. El estrés
oxidativo es definido como el desequilibro entre las especies oxidantes y. las
especies reductoras que se encuentran en un organismo a nivel celular. (Miller y
col., 1993; Avella y col., 2008) El estrés oxidativo es un proceso biolégico que
sucede cuando la velocidad en que se forman los radicales libres es mayor a la
actividad de los sistemas protectores, ya que estos se encargan de controlar por
medio de la accion controlada de enzimas y nutrimentos antioxidantes vegetales
como vitaminas y fitoquimicos, que son compuestos bioactivos antioxidantes,
formando el grupo mas importante en de los polifenoles los cuales son

independientes del sistema enzimatico (Clavijo-& Herrera, 2006).

Los antioxidantes tienen la capacidad de retardar o inhibir la degradacién oxidativa
de las moléculas organicas, previniendo el cambio de coloracién y la produccion
de malos olores en los alimentos, los antioxidantes pueden ser naturales o
sintéticos, por ejemplo, los que se utilizan comercialmente, sin embargo, estos a
menudo resultan inestables ‘ocasionando efectos adversos. Algunos de los
compuestos de origen natural con capacidad antioxidante son los carotenoides,
vitamina C y E, tocoferoles, tocotrienoles, flavonoides y licopenos, entre otros
(Cardefio y col., 2007)

Hoy en dia muchas personas optan por llevar una terapia antioxidante como
alternativa barata para el tratamiento de enfermedades que estan relacionadas
con el estrés oxidativo, pues se conoce a través de diversos estudios el efecto
antioxidante que tienen productos naturales que provienen de las plantas (Avella y
col., 2008).

2.4. Nitratos y nitritos
Como se menciond anteriormente existen compuestos toxicos en las plantas,

productos como metabolitos en las plantas producidos como defensa ante
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diversas amenazas como hongos, bacterias, depredadores e insectos, siendo asi
estas sustancias toxicas o factores antinutricios las que ofrecen un mecanismo

protector para la planta (Jackson y col., 2015).

Compuestos ionicos encontrados en la naturaleza y forman parte del ciclo del
nitrogeno. El nitrato conocido como (NOS3-) se refiere a la forma estable de las
estructuras que han sido oxidadas del nitrégeno y tiene baja reactividad quimica,
pero a pesar de eso puede ser reducido por accion microbioldgica.

El nitrito conocido como (NO2-) resulta oxidado facilmente por procesos quimicos
0 bioldgicos a nitrato (NO3-), o puede ser reducido y de esta manera originar
diversos compuestos nuevos (Antdn & Lizaso, 2001).

Como fuente primaria de los nitritos (80-90%) proviene de-las plantas, sobre todo
las verduras de hoja verde, contribuyen més del 70% del total del nitrato ingerido
(Tamme y col., 2010).
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3. Justificacion
En las dltimas décadas se han estudiado y utilizado las lectinas del frijol Tépari
como agentes potenciales coadyuvantes en el tratamiento de diferentes tipos de
cancer. La obtencién de dichas proteinas es un proceso largo y costoso por lo que
es imperativo evaluar diferentes estrategias como el dafio mecéanico en la planta
como forma de estimulo capaz de incrementar la expresion y obtencion de este

tipo de proteinas de resistencia que presentan actividad bioldgica.

4. Hipotesis
El dafio mecanico manual (corte) posterior al llenado de vaina en las hojas del frijol
Tépari (Phaseolus acutifolius) induce la sobreexpresion de moléculas bioactivas

de resistencia en hojas y semillas de la planta.
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5. Objetivo general

Determinar si existe aumento en la expresion de biomoléculas como lectinas e

inhibidores de proteasa y compuestos fendlicos en plantas de frijol Tépari

(Phaseolus acutifolius) mediante un corte fisico de hoja posterior al llenado de

vainas.

5.1 Objetivos especificos

Determinar la presencia de lectinas e IPs en los diversos tratamientos
Cuantificar las unidades aglutinantes de lectinas contra células humanas
del grupo sanguineo A+.

Determinar la actividad inhibitoria contra diversas enzimas (Tripsina,
Quimotripsina)

Determinar el contenido de compuestos fendlicos totales, flavonoides,
antocianinas, taninos y capacidad antioxidante (DPPH y ABTS) en extractos
acuosos de planta de frijol Tépari de acuerdo a cada tratamiento.
Determinar el contenido de nitritos y nitratos en extractos acuosos de planta

de frijol Tépari de acuerdo a cada tratamiento.

36



6. Materiales y Métodos

6.1 Obtencién de semillas de frijol Tépari

Las semillas de frijol Tépari (Phaseolus acutifolius) fueron obtenidas en la
comunidad de Arizpe en Hermosillo, Sonora, México (30°19' 51.96" N, 110° 10'
04.36" O).

6.1 Preparacion de parcela y germinacion de plantas

Las semillas de frijol Tépari (Phaseolus acutifolius) fueron obtenidas en la
comunidad de Arizpe en Hermosillo Sonora, (30°19' 51.96" N, 110° 10" 04.36" O).
La germinacién y cultivo de las semillas se realiz6 en la .comunidad de Conc4,
municipio de Arroyo Seco, Qro. Ubicado en las coordenadas 21° 26’ 05.77, de
latitud norte y 99° 38 22.0” longitud oeste, presentando-una altitud de 520 msnm.
La siembra se realizo al aire libre en tierra de cultivo, se realizo fertilizacion con
humus de lombriz mineralizado. El riego del cultivo se realizé6 con un sistema de
goteo con cintilla de goteros integrados, a 20 cm de distancia. La siembra se
realiz6 de manera manual, seleccionando las semillas de color blanco-amatrrillo,
descartando las que presentaran tejidos necréticos, las que estuvieran dafiadas o
incompletas. Se colocaron semillas cada a 20cm de distancia, sobre cada semilla
se colocd un gotero, para mantener el mismo porcentaje de humedad en el suelo.
Las plantas fueron divididas en tres grupos mediante bloques al azar con tres
repeticiones. Cuando las plantas tuvieron el 100% de su follaje vegetativo y el
100% del llenado de vainas, al primer grupo de plantas se le realiz6 dafio
mecanico foliar al 50% de las hojas; al segundo grupo se le realiz6 dafio mecénico
foliar al 80% de las hojas, y al tercer grupo de denomind control, al cual no se le
realizé ningun tipo de dafio mecéanico. ElI dafio mecanico consistié de dos o tres
cortes en la superficie de la hoja sin retirarla de la planta como se muestra a

continuacion.
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Figura 1. Hojas de frijol Tépari, previo al dafio mecanico realizado.

Los tres grupos se mantuvieron en las mismas condiciones de riego, luz y sombra.
Cuando la planta se encontré al 80% de su etapa de maduracion, es decir se
encontré un 80% de vainas secas (coloracion amarilla o pigmentada) y un 20% de
vainas frescas (a un 60% de maduracién del grano) se realizé la cosecha de
semillas y se colectaron muestras foliares. Las hojas fueron almacenadas en una
hielera con geles congelados para-transportarse al laboratorio en donde fueran
secadas en una estufa con circulacién forzada de aire y temperatura de 45°C y
posteriormente se molieron en un molino (Tomas Wiley) con una criba de 0.5 mm.
El polvo obtenido se-almacend en un ultracongelador a -80°C hasta su utilizacion

posterior. Lo mismo se realizd con las semillas.

Las fechas de tratamiento como lo reporta Martinez—Martinez en (2015) se

muestran a continuacion.
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Tabla 1. Modelo experimental, fechas de siembra, floracién y colecta de semillas

Evento Fecha
Siembra 3 Julio 2015
Floracion 8 Agosto 2015
Formacién de primeras vainas 15 Agosto 2015
Tratamientos 12 Septiembre de 2015
Cosecha 27 de Septiembre de 2015

6.2 Caracterizacion de compuestos de hoja

6.2.1 Preparacion del extracto foliar
Se pes6 200 mg de muestra seca y molida, se extrajo con 10 mL de agua durante
30 min en un ultrasonicador (modelo BRANSON 5510) a 42 kHz +/- 6% a
temperatura ambiente en ausencia de luz. Posteriormente el extracto se filtré a
través de papel Whatman (0.20 um), el sobrenadante obtenido se almacend en

frascos color ambar a -20°C hasta su analisis.

6.2.2. Determinacion de compuestos fenolicos totales
Los compuestos fendlicos totales se determinaron espectrofotométricamente de
acuerdo con el método de Folin-Ciocalteu (Singleton y col., 1999). Se realiz6 la
curva de calibracion para fenoles totales utilizando acido galico como estandar en
las concentraciones de 0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, y 12 pl. Se tom6 una alicuota del
extracto (12.5 ul) y se llevo a un volumen de 50 pl de agua destilada.
Posteriormente se mezcldé con 32 ul del reactivo de Folin-Ciocalteu (1N), se le
agregaron 156 pl de NaCo3 al 20% y se dej6 reposar en ausencia de luz durante 2
horas a temperatura ambiente. El control se preparé6 de manera similar
remplazando la cantidad de muestra con agua destilada. Después de 2 horas se
midié la absorbancia de cada una de las muestras por triplicado en un

espectrofotometro (Thermo, Multiskan Ascent) a una longitud de onda de 750 nmy
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los resultados fueron expresados en miligramos equivalentes de acido galico por
100 g de materia seca (mg EAG / 100 g MS).

6.2.3. Determinacion de flavonoides

Los flavonoides totales se determinaron por el método colorimétrico del cloruro de
aluminio (Zhishen y col., 1999). Se realiz6 la curva de calibracion utilizando
catequina como estandar en las concentraciones de 100, 200, 300, 500, 700, 900,
1000 pl. Se tom6 una alicuota del extracto (31.25 pl) y se afiadieron 156 ul de
agua destilada, después se afiadieron 9.4 ul de NaNO; al 5% y se dej6 reposar
durante 6 min, posteriormente se agrego AlCI; al 10% y se dejé reposar por 5 min,
después se afadio 63 pl de NaOH (1M); Finalmente se agregé 35 pl de agua
destilada. El control se prepar6 de manera similar remplazando la cantidad de
muestra con agua destilada. La curva y la muestra se leyeron a 510 nm y los
resultados fueron expresados en miligramos equivalentes de catequina por 100 g
de materia seca (mg EC/100 g, MS).

6.2.4 Taninos condensados
Los taninos condensados se determinaron por el método de vainillina (Deshpande
and Cheryan, 1985). Se realiz6 una curva de calibracion utilizando catequina como
estandar en diferentes concentraciones: 0.2, 0.6, 0.8, 0.10, 0.12, 0.14, 0.16, 0.18,
y 0.20 ul. Para la determinaciéon de la muestra se tomé una alicuota del extracto
(40 ul) y se agreg6 200 pl de la solucion de vainillina 1% recién preparada y HCI
8% en metanol conrelacion de 1:1. El control fue metanol sustituyendo la cantidad
de la muestra aunado con 200 pl de la solucion de vainillina 1% y HCI 8%. La
curva como la muestra se leyeron a una longitud de onda de 492 nm vy los
resultados fueron expresados como miligramos equivalentes de catequina por 100

g de materia seca (mg EC/100g, MS).

6.2.5. Cuantificacion de antocianinas por pH diferencial
La determinacion de antocianinas se realizé por pH diferencial (Del Carpio
Jiménez y col., 2009). Se realiz6 una extraccion con 200 mg en 16-18 mL de
etanol acidificado en un ultrasonicador (modelo BRANSON 5510) a 42 kHz +/- 6%

a temperatura ambiente y en ausencia de luz. Posteriormente, el extracto se ajusto
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a un pH de 1.0 con HCI (4N), se centrifugé a 3000 prm por 15 min y cada uno de
los extractos se filtro a través de papel Whatman (0.20 um), después se tomo una
alicuota (240 pl) por triplicado y se leyé a una absorbancia de 535 nm. La
concentracion de antocianinas monoméricas en la muestra se calcul6 como

cianidina 3-glucésido, segun la siguiente formula:
C=(AxPMx FD x PmVol)/(e x 1)

C= Concentracion de antocianinas totales (mg/Kg)

A= Absorbancia maxima

e: Absortividad molar de cianidina 3-glucésido (25,965 cm™*M™)
Vol= Volumen total del extracto de antocianinas

PM= Peso molecular de cianidina 3-glucésido (449)

Pm= Peso de la muestra en mg

6.2.6. Nitratos y Nitritos
Los nitratos y nitritos se determinaron por el método de (Miranda y col., 2001).
Para los nitratos se realizdé una curva de calibracidon utilizando nitrato y nitrito de
sodio en concentraciones de 10, 20, 40, 60, 80, 100 pl. Para los nitritos se realiz6
una curva de calibracién con el mismo estandar en concentraciones de 2, 4, 8, 16,
32 pul. Para la determinacioén de nitratos se tomé una alicuota del extracto (100 pl)
seguido de 100 pl de VCLz al 5%, 50 pl de naftil-etil-niamida y 50 pl de
sulfanilamida. Se dej6é 45 min en incubacion y protegido de luz, la absorbancia de
las muestras se midié frente al control, preparado de la misma manera solo
reemplazando la cantidad del extracto por agua destilada. Para determinar los
nitritos se realizé el mismo procedimiento descrito anteriormente, con la excepcion
de que no se agregd VCL3 al 5%. El contenido total de nitratos y nitritos se

expresé como mg de equivalentes de NaNO3; y NaNO; por g de materia seca.
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6.3. Capacidad antioxidante

6.3.1. DPPH
La metodologia de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) se realiz6 en base a la
técnica realizada por (Fukumoto and Mazza 2000). Se preparé el radical DPPH
pesando 1.5 miligramos de DPPH y se disolvio en 25 ml de metanol grado
reactivo. Se realizé la curva de calibracion utilizando Trolox como estandar en
diferentes concentraciones: 0, 4, 10, 30, 60, 90 y 120 pl. Se tomé una alicuota del
extracto (20 ul) y se agreg6 200 ul de DPPH. El blanco fue 20 pl metanol y 200 pl
de agua destilada, para el control se utilizé 20 ul metanol y se adicionaron 200 pl
de DPPH. La curva y la muestra se dejaron en incubacién en ausencia de luz
durante 1 h, posteriormente se leyeron a una longitud de onda de 520 nm. Los
resultados se expresaron en pymol equivalentes de Trolox por 100 g de materia

seca (umol ET / g ms).

La capacidad antirradical (ARA) se calcul6.como porcentaje de decoloraciéon de
DPPH, se calculé de la siguiente manera:

% ARA = [(ABS control- ABS muestra) / ABS control)] x 100

Donde ARA= actividad antirradical, ABS es la absorbancia a 520 nm del control y

de la muestra.

6.3.2. TEAC 0 ABTS
El ensayo de capacidad antioxidante en equivalentes de trolox (TEAC, por sus
siglas en inglés) se realiz6 en base a la técnica realizada por (Van Den Berg, y
col., 1999). La técnica consisti6 en mezclar ABTS (2,2’-azinobis-3—
etilbenzotiazolina-6-6 &cido sulfénico) al 7 mM y persulfato de potasio 2.45 mM en

agua por 12 h a temperatura ambiente para producir el radical ABTS.

Posteriormente la solucion concentrada de ABTS se diluyé con etanol, pH 7.4,
hasta obtener una absorbancia final de 0.7+ 0.02 la cual se ley6 en un
espectrofotometro (Thermo, Multiskan Ascent) a una longitud de onda de 734 nm.

Después se tomo6 una alicuota del extracto (20 ul) y se le adicioné 230 pl de la
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dilucion de ABTS. El blanco se realiz6 usando 20 ul de metanol diluido en 230 pl
de etanol, mientras que el control se prepard afiadiendo 20 pl de metanol y mas
230 pl de ABTS. Se realiz6 una curva calibracion utilizando Trolox como estandar
en diferentes concentraciones 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 y 800 pmol.
La curva como la muestra se dejaron incubar en ausencia de luz por 1 h.
Transcurrido este tiempo se midio la absorbancia a la misma longitud de onda'y
los resultados se expresaron como umol equivalentes de Trolox/g de muestra
seca. El porcentaje de inhibicién (% IC) de ABTS se calculd de la siguiente

manera:
% IC = [(ABS control — ABS muestra) /ABS control] x 100
Donde IC= inhibicién, ABS es la absorbancia a 743 nm del control y de la muestra.

6.4. Extraccion de lectinas e IPs de semilla de frijol
El proceso de extraccion de los IP y lectinas se baso en la metodologia propuesta
por Campos y col. (1997) y Garcia-Gasca Yy col. (2012), con modificaciones. La
semilla se trituré en un molino eléctrico modelo A-10 (Analytical Tekmar, Germany)
hasta obtener harina. La harina fue desgrasada con una mezcla de cloroformo-
metanol 3:1 (v/v), en proporcion 4:1 p/v (harina-agua) en agitacion por 30 min. Los
solventes se retiraron por filtracion al vacio y se repitio el proceso 3 veces. La
harina desgrasada se sec0 a temperatura ambiente. Las proteinas de interés se
extrajeron de la siguiente manera. Se colocaron 100 g de harina desgrasada en
500 mL de agua desionizada, en agitacion constante a 4°C durante 12 h.
posteriormente, esta mezcla se centrifugdb a 39,200 G. Se recuperd el
sobrenadante (extracto crudo). A partir del extracto crudo se realizd una
precipitacion secuencial con sulfato de amonio, iniciando con 40% de saturacion,
se recuper6 el sobrenadante y se llevé al 60% de saturacion para precipitar la
proteina (P-60), el extracto se nombr6d (LIP-60), posteriormente la proteina
obtenida se dializ6 contra agua utilizando membrana de 3 kDa hasta alcanzar 2
micro oms, este procedimiento se realizd para cada tratamiento de semillas de

manera independiente.

43



6.5. Caracterizacion fisicoquimica del extracto LIP-60

6.4.1. Perfil electroforético SDS PAGE
Los perfiles electroforéticos de las fracciones obtenidas se obtuvieron mediante
SDS-PAGE, en geles de poliacrilamida al 10% mediante el método de Laemmli
(1970). La cantidad de proteina total en la fraccion se determind previamente con
el método de Bradford (1976).

6.4.2. ldentificacién de glicoproteinas
Se corri6é una electroforesis en gel de poliacilamiada al 10%. La determinacién de
glicoproteinas se realizd con la técnica de tincion de Schiff (Sigma-Aldrich) acido
peryodico (PASS). Brevemente, los geles se fijaron con etanol al 50% por 30 min,
posteriormente se lavaron con agua destilada por 10 min y se incubaron 30 min en
una solucién de acido peryddico 1% (v/v) &cido acético 3% (v/v) (preparada en
fresco). Después de esto, los geles se lavaron con agua destilada 6 veces por 5
min para después lavarse 2 veces por 10 min con una solucion de metabisulfito de
sodio 0.1% en 10 mM HCI (preparada en fresco) y se incubaron con el reactivo de
Schiff por una hora en ausencia de luz. Pasado este tiempo se lavaron con la
solucion de metabisulfito de sodio al 0.1% en HCI durante 1 hora en ausencia de
luz, enseguida los geles se lavaron varias veces por 2 h en ausencia de luz con
una solucién de metabisulfito de sodio 0.5% (v/v) en 10 mM HCI (preparada en
fresco). Por dltimo, se dejaron los geles en una solucién de &cido acético 7.5%
(v/iv) metanol 5% (v/v) en agua destilada. Las bandas color violeta indican

presencia de glicoproteinas (Walker, 1994)

6.4.3. Actividad aglutinante
La determinacion de la actividad aglutinante se realizO6 mediante el método
descrito por (Jaffé, 1980), en el cual se realizan diluciones dobles seriadas en
placas de 96 pozos, se colocaron 100 uL de PBS como control negativo, después
en los pozos inferiores se agregod por triplicado, 100 puL de la fraccién a una
concentracion de 100 pug/mL, posteriormente se agregaron 50 puL de PBS en el
resto de placa y se realizaron diluciones seriadas comenzando en el primer pozo y

pasando a los siguientes. A cada pozo se le agregaron 50 uL de eritrocitos
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humanos tipo A+ al 2%, los cuales habian sido previamente fijados con
glutaraldehido (Turner y Liener, 1975) la placa se incubo a 37° C durante 2 h para
posteriormente determinar la actividad especifica como lo muestra en la siguiente

ecuacion.

21
mg

AE =

Figura 2. AE=Actividad especifica aglutinante (U/mg) expresada en unidades por
mg de proteina inicial, n=Ultima dilucion con aglutinacion apreciable al

microscopio, mientras que mg es la cantidad de proteina presente en la muestra.

6.4.4. Actividad inhibitoria

A partir de la fraccion LIP-60 se determind la actividad inhibitoria del IP contra
tripsina bovina con el sustrato N-benzoil-arginina-p-nitroanillida (BApNA), de
acuerdo con el método de (Schwertz y Takenaka, 1955), en un espectrofotometro
de microplacas de 96 pozos (Erlangery col., 1961). Se realizé una dilucién 1:10 a
partir de la fraccion LIP-60, se tomd una muestra de 5 pL, al cual se le agregaron
95 pL de buffer Tris-HCI 0.1 M pH 8, 10 uL de tripsina bovina y 10 uL de sustrato
BApNA y se leyo a 405 nm en un espectrofotometro para microplaca xMark™. Se
tomé un pozo como control utilizando la misma cantidad de sustrato y enzima sin
la fraccion LIP-60.

La actividad inhibitoria contra quimotripsina se determiné de la siguiente manera.
Se tomd una muestra de 5 pL al cual se le agregaron 95 uL de buffer Tris-HCI 0.1
M pH 8, 10 uL de quimotripsina bovina y 10 pL de sustrato Suc-AAPF-pNA

mediante el método de (Erlanger y col., 1961).
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6.4.5. Zimograma de inhibicién
La deteccion de las proteinas con actividad de IP fue mediante la digestion con
tripsina bovina se llevé a cabo segun los protocolos de Ohlsson y col. (1986) y
Vinokurov y col. (2005). Se realiz6 una electroforesis de acuerdo al sistema de
Laemmli (1970). Posteriormente se lavo el gel con agua destilada por 5 minutos,
se realiz6 una dilucion de 1 mg de proteina/mL de agua, esta dilucion se coloco
sobre el gel y se dejo incubar por 4 horas a 37 °C, posteriormente se lavo el gel
con agua y se tifid con azul de coumassie para observar la presencia de

inhibidores.
6.4.6. Andlisis estadisticos

El analisis de los datos se realizd con el programa estadistico R Software (The R
Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria), version 3.5.3.

Para cada una de las variables de contenido de compuestos fendlicos se hizo una
grafica de los valores obtenidos por cada ensayo y réplica en los diferentes
tratamientos para ver lo disperso que se encontraban las observaciones unas de
otras. Se realizaron andlisis de varianza de dos vias (ANOVA) para todos los
datos de contenido de compuestos fendlicos. Los factores que se tomaron como
variables fueron el porcentaje de dafio mecanico foliar, es decir cada uno de los 3
tratamientos y el otro el numero de ensayo. El nUmero de ensayo se tom6 como

bloque.

Posteriormente se realizaron pruebas pos hoc de Tukey. No se realizé la prueba
de Dunnet para comparar los tratamientos con el control, ya que también era de
interés_conocer si los tratamientos de 50 y 80% eran diferentes entre ellos. Para
cada variable de contenido de compuestos fendlicos se hizo una grafica de medias
con barras de error de desviacién estandar. Se colocaron arriba de estas barras
letras que indican si los tratamientos son estadisticamente iguales o diferentes

utilizando un intervalo de confianza del 95% y un nivel de significacion p<0.05.
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Finalmente se hizo un analisis de correlacién para determinar que variables de
contenido de componentes fendlicos estaban significativamente asociados entre

ellos y de qué manera.

7. Resultados y Discusién

Compuestos fendlicos totales en hoja de frijol Tépari

FENOLES TOTALES
1500

1000

500

Fenoles totales mg EAG/100 g, ms

TO T50 T80
Tratamiento

Figura 1. Determinacion de compuestos fenodlicos totales de hoja de frijol
Tépari. a) Se observa diferencias significativas entre los de los dos tratamientos
en relacion al control, donde el tratamiento 80% de corte foliar presenta un
incremento de fenoles en-relacion del tratamiento con 50% de corte foliar. b) Se
muestran los datos de contenido de fenoles totales en los diferentes tratamientos
(0, 50 y 80% de dafio mecanico foliar), en los tres ensayos realizados; donde el
tratamiento 1 (amarillo) (0%) fue el de mayor cantidad de compuestos fendlicos
totales y ‘el tratamiento 2 (azul) con menos cantidad de compuestos fendlicos
totales.
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FLAVONOIDES
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Figura 2. Determinacion de Flavonoides. a) Se observa el andlisis de
flavonoides en los diversos tratamientos de hoja, en donde el tratamiento 80% de
corte foliar no presenta diferencias significativas en relacion al control, mientras
gue el tratamiento 50% presenta diferencias significativas y una disminucion en la
presencia de flavonoides. b) Se muestran los-datos de contenido de flavonoides
totales en los diferentes tratamientos (0, 50y 80% de dafio mecanico foliar), en los
tres ensayos realizados; donde el tratamiento 1 (amarillo) (0%) fue el de mayor
cantidad de flavonoides totales, seguido del tratamiento 3 (80%), sin embargo, la
diferencia es muy poco significativa a simple vista entra estos dos tratamientos y el
tratamiento 2 (azul) (50%) significativamente con menor cantidad de flavonoides

totales.

TANINOS

K *! o ENSAYO

" Porcantage de folaje elminado

Taninos mg EAG/100 g, ms

0.0

T0 T50 T80

Tratamientos

Figura 3. Determinacion de taninos condensados. a) En la grafica se puede

apreciar que no existe diferencia significativa en la presencia de taninos

48



condensados de los tratamientos en relacion al control. b) Se muestran los datos
de contenido de Taninos totales en los diferentes tratamientos (0, 50 y 80% de
dafio mecéanico foliar), en los tres ensayos realizados; donde los tres ensayos se
muestran muy dispersos lo cual nos indica que hay variabilidad entre ellos, sin
embargo, no se ven diferencias significativas entre los tratamientos, lo cual nos
indica que no hay un tratamiento que tenga mayor cantidad de taninos, sino-que
los tres tratamientos tienen la misma cantidad.

ANTOCIANINAS

a : ( b

2751

ANTOCIANINAS

0.50 1

2251

" Porcentaje de lollaje eliminado

Antocianinas mg EAG/100 g, ms

: Tratamientos

Figura 4. Determinacién de antocianinas en hoja de frijol. a) En el gréfico se
puede observar diferencias significativas de antocianinas entre el control y el
tratamiento a 80% de corte foliar presentando una disminucién, mientras que el
tratamiento 50% no presentd diferencias significativas. b) Se muestran los datos
de contenido de antocianinas totales en los diferentes tratamientos (0, 50 y 80%
de dafio mecanico foliar), en los tres ensayos realizados; donde el tratamiento 2
(rojo) (50%) fue el de mayor cantidad de flavonoides totales, seguido del
tratamiento 1 (0%), sin embargo la diferencia es muy poco significativa a simple
vista entra estos dos tratamientos y el tratamiento 3 (azul) (80%)
significativamente con menor cantidad de flavonoides totales con respecto a los

otros dos tratamientos.
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Figura 5. Determinacion de nitritos y nitratos en hoja de frijol Tépari. a) y ¢)
Se observa en las graficas un incremento en la cantidad de nitritos y nitratos para
el tratamiento 50% de corte foliar, no presentando diferencias entre el control y el
tratamiento 80%. Para los nitratos de observa diferencias significativas entre los
tres tratamientos observando un incremento en el tratamiento 50% en relacion al
control. b) y d) Se muestran los datos de cantidad de nitritos y nitratos en los
diferentes tratamientos (0, 50 y 80% de dafio mecénico foliar), en los tres ensayos
realizados; donde el tratamiento 2 (50%) mostro tener mayor cantidad, seguido del

tratamiento 3 (80%) y el tratamiento 1 (0%) menor cantidad de nitritos.
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Figura 6. Determinacién de DPPH en hoja de frijol Tépari. a) Se pudo

determinar que los tratamientos presentan diferencias significativas entre los tres
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tratamientos, mostrando un ligero incremento en la cuantificacion de DPPH para el
tratamiento 80% en relacion al control y al tratamiento 50%. b) Se muestran los
datos de la capacidad antioxidante (DPPH) en los diferentes tratamientos (0, 50 y
80% de dafio mecanico foliar), en los tres ensayos realizados; donde el
tratamiento 3 (80%) mostré tener mayor capacidad antioxidante, seguido del
tratamiento 1 (0%) el cual mostré mayor variabilidad entre ensayos y el tratamiento

2 (50%) menos capacidad antioxidante.
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Figura 7. Determinacién de TEAC.o ABTS en hoja de frijol Tépari. a) Se puede
observar que los tratamientos presentan diferencias significativas entre los
tratamientos y el control, presentando los dos tratamientos una disminucion en la
concentracion. b) Se muestran los datos de la capacidad antioxidante (ABTS) en
los diferentes tratamientos (0, 50 y 80% de dafio mecanico foliar), en los tres
ensayos realizados; donde el tratamiento 1 (0%) mostré tener mayor capacidad
antioxidante, seguido del tratamiento 3 (80%) y el tratamiento 2 (50%) menos

capacidad antioxidante (ABTS).
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Anadlisis de correlacién

El analisis de correlacion se hizo para determinar que variables de contenido de
componentes fendlicos estaban significativamente relacionados entre todos ellos y

de qué manera.

DPPH .
ABTS .

Fenoles
_ L {12
Flavonoides
e L 0
Taninos i.
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Antocianinas . L Bdk

Nitratos 06
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Nitritos .

Figura 8.~ Analisis de correlacion del contenido entre los diferentes
componentes fendlicos: donde se muestra de que manera todos los
componentes fendlicos, nitritos y nitratos se relacionan entre si. Dependiendo el
tamafio del circulo y la intensidad de color, es la correlacion que tienen entre ellos
y con respecto al gradiente de coloracion, de azul a rojo van de ser proporcionales

a inversamente proporcionales entre si, respectivamente.
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Los resultados obtenidos para el analisis de moléculas de resistencia en la hoja,
arrojaron diversos niveles entre los tratamientos, para el caso de los compuestos
fendlicos se observaron diferencias significativas entre el control y el tratamiento
50% de corte foliar, incrementando los niveles de fenoles en el tratamiento 80% de
corte foliar, algunos trabajos han descrito que existe incremento en moléculas de
resistencia cuando la planta sufre estrés por corte ya sea por insectos, animales o
hasta el clima (Manzanares 2015), a su vez se ha descrito que el estrés salino. en
el suelo puede provocar la transcripcion de los genes de nodulacion (nod) en
Rhizobium al modificar la composicion de exudados radicales como compuestos
fendlicos, taninos o flavonoides, estos cambios pueden incrementar o disminuir

dependiendo el grado de estrés que se pueda generar en la planta (Andrés y col.,
1995).
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Figura 9. Perfil electroforético SDS-PAGE al 10% de poliacrilamida, tincién de
coumassie. Se colocaron 10ul de cada muestra por carril, MP) Marcador de peso
molecular, 1) Control 2) Tratamiento 50% de corte foliar, 3) Tratamiento 80% de
corte foliar



Identificacién de glicoproteinas.

Se pudo determinar la presencia de proteinas en los tres tratamientos, cada perfil
mostrd diversas proteinas que tifieron para reconocimiento de carbohidratos como
se observa en la figura 2, y se realizdé zimograma de inhibicion para determinar la
presencia de inhibidores de proteasa como se muestra en la figura 13, Estas
proteinas se han observado en diversos trabajos (Cervantes 2016; Garcia-y col.,
2012)
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Figura 10. Perfil electroforético SDS-PAGE al 10% de poliacrilamida, tincion
de Schiff (PASS). Se colocaron 10ul de cada muestra por carril, MP) Marcador de
peso molecular, 1) Control 2) Tratamiento 50% de corte foliar, 3) Tratamiento 80%

de corte foliar.
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Actividad aglutinante
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Figura 11. Actividad Aglutinante de los diversos tratamientos. Se puede
observar incremento en la actividad aglutinante en los: tratamientos 50 y 80%,
presentando diferencias significativas en los tres tratamientos, ya que como se
puede observar en la grafica las unidades aglutinantes en el tratamiento control se
encuentran en 1300 aproximadamente, las unidades aglutinantes para el
tratamiento del 50% se encuentran en-2500 aproximadamente y por ultimo vemos
un mayor incremento en las del tratamiento del 80% con aproximadamente 6500
unidades aglutinantes. Esto nos muestra claramente un incremento en relacion al
dafio mecéanico en las plantas, asi como describen algunos trabajos sobre la
produccion de lectinas como defensa en situaciones de estrés y adversas ante
depredadores (Vandenborre y col., 2011).

La presencia de proteinas de resistencia como las lectinas o los inhibidores de
proteasas pueden generar estrés en sus depredadores también (Moreno 2009)
son compuestos que han existido desde hace miles de afios y suelen ser toxicos
para sus depredadores, de esta forma se puede describir la coevolucion de las

especies (Fontarbel 2002)
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Figura 12. Aglutinacion presente en cada tratamiento. a) Eritrocitos control
negativo, b) Tratamiento control c) tratamiento 50% de corte foliar, d) tratamiento

80% de corte foliar.

Se pudo determinar un incremento en las unidades aglutinantes en relacién al
corte foliar, sin embargo, aunque esto no estd muy repostado en la literatura, se
puede observar a través de diversos estudios caracteristicas importantes que nos

inclinan a pensar que estan relacionados.

El estudio de Kazanjian, A., y Farifias, M. (2006), donde se evalu6 el extracto
acuoso y precipitado de proteinas de Aplysina lacunosa, en relacion con su
actividad hemaglutinante, mostré que hubo actividad aglutinante por la presencia
de lectinas, en ese caso de lectinas de origen marino, las cuales varian entre 8.5
kDa a 400 kDa. Como se ha mencionado desde hace mas de cien afos las
lectinas se conocen gracias a la propiedad biolégica y muy importante de la
aglutinacion celular como eritrocitos, entre otras; esta propiedad aglutinante tendra

un caracter diferente dependiendo de la planta obtenida. Por ejemplo, extractos
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obtenidos de garbanzo y lenteja tienen propiedad de aglutinar sangre de conejo, a
diferencia de aglutininas provenientes de P. vulgaris y P. lunatus que tienen la
capacidad de aglutinar eritrocitos humanos A+ (Barragan y col, 2014). Por lo
anterior es que podemos sugerir que el incremento en la aglutinacion fue
proporcional a la saturacion de lectinas por pozo, la cual se ve muy marcada en
cada uno de los tratamientos, incluyendo el control, aumentando en relacion al

dafio empleado en cada uno.

Hoy en dia las lectinas han sido objeto de estudio, muchas de ellas han sido
utilizadas para el estudio de membranas celulares alteradas o normales por su

propiedad aglutinante (Barragany col, 2014).
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Figura 13. Zimograma de inhibicion. Se puede observar la presencia de
Inhibidores de proteasa que rondan los 8 kD, (MP) Marcador de peso, 1)

Tratamiento control, 2) tratamiento 50% corte foliar, 3) tratamiento 80% corte foliar.

57



UA/ug proteina
- 8888288 §

iig!

140
s 120 -
§
E 100
= .
ca S0
= | T
< 60 |
e

40 -

0 T
10 T50 180 Control T0

Control

Tratamintos Tratamientos

Figura 14. Unidades de actividad enzimética. a) Se puede observar las
unidades de actividad enzimatica para tripsina, en donde no se muestran
diferencias significativas entre los tratamientos, pero si en relacion al control. b) Se
puede observar las unidades de actividad enzimatica para quimotripsina, en donde
de igual manera, no se muestran diferencias significativas entre los tratamientos,

pero si en relacion al control.

Los resultados mostrados para lectinas determinan que el corte foliar puede
inducir al incremento de las unidades aglutinantes ya que hubo una mayor
cantidad de unidades aglutinantes proporcional al dafo foliar. Por otra parte, para
los inhibidores de proteasa, los resultados no indican que el corte foliar sea un
factor importante en la expresion de este tipo de proteinas, sin embargo algunos
estudios demuestran que existe un incremento en la expresion de este tipo de
proteinas en plantas, es decir, efectos sistémicos como la sintesis de IPs en
tejidos que se encuentran relativamente lejanos al sitio donde se inicio el dafio en
defensa a ataques de patdgenos, como lo son las semillas (Blanco-Labra, 2002),
asi como proteinas de defensa ante situaciones de estrés y escasez (Moreno
2009; Barkla y col., 2007) ya que actuan como proteinas de reserva al ser

proteinas protectoras constitutivas (Blanco-Labra, 2002).

Cabe mencionar también que la respuesta de defensa de los insectos tiene como
comienzo el reconocimiento de las secreciones bucales que producen los insectos
y son transmitidos dentro de la planta en una serie de procesos que desencadena

una serie de formas de resistencia contra los insectos, esto les ha permitido tener
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una estrecha relaciéon que los ha llevado a una coevolucién, donde ambos son
necesarios el uno al otro (Musser y col., 2006; Zavala 2010) lo que nos puede
llevar a pensar que no hubo tal reconocimiento. También se sabe que no todas las
plantas representan el mismo interés por ser ingeridas, debido a que algunas
producen mas compuestos quimicos toxicos que otras (Zavala 2010) esto significa
gue no todas las plantas tienen la misma produccion de compuestos de defensa.
Hay estudios que explican una evaluacion de genes expresados al mismo tiempo,
mostrando como ciertos genes soélo se expresan cuando el dafio ha sido producido
por un herbivoro. Otros estudios en arboles y otras plantas herbaceas mostraron
como plantas dafiadas mecanicamente tenian patrones de expresion genética
diferentes de las que tuvieron secreciones bucales de insectos en las heridas, lo
cual nos indica que las plantas reconocen el ataque de los insectos aumentando
los compuestos toxicos de defensa por los compuestos quimicos provenientes de
la saliva de los insectos algunas de estas plantas fueron Arabidopsis thalian (De
Vos y col, 2005), Nicotiana attenuata (tabaco coyote) (Voelckel col., 2004),
Populus trichocarpa x, Populus deltoides (Major y Constabel, 2006; Zavala, 2010;
Camarena 2009) esto con el objetivo de no gastar recursos de defensa, asi las
plantas deben reconocer y diferenciar entre el dafio mecénico y la alimentacion
por insectos produciendo asi'una expresion de genes después de la sintesis de
proteinas y la metabolitos secundarios de defensa (Camarena 2009). Por lo
anterior es que podemos llegar a pensar que en la parte experimental de este
trabajo hubo situaciones que no fueron concluyentes para obtener el resultado
pensado respecto a los resultados obtenidos en la produccién de inhibidores de
proteasa ya que se realiz6 dafio mecanico en un solo momento del ciclo de vida
de la planta, ademas de que sélo se realiz6 dafio de dos porcentajes diferentes y
en-una misma zona de la planta, es decir en las hojas, lo cual puede ser que no
haya sido suficiente para que la planta tenga estrés prolongado puesto que en la
naturaleza las plantas se ven expuestas a ataques de plagas o patégenos que
producen un dafio constante o incluso generacional. Sin embargo esta posibilidad
es hipotética y requiere de una mayor comprobacion experimental; lo que podria

sugerirnos hacer otro disefio experimental cambiando esas variables, pudiera ser
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trabajando directamente con los insectos o incluso de manera generacional entre
las plantas, haciendo una reproduccion cruzada para asi poder sobreexpresar
dichos genes y obtener las proteinas de resistencia de interés en una mayor
expresion, entre otros posibles métodos experimentales que podrian darnos un

mayor panorama de respuestas a las interrogantes.

8.  Conclusion

Los resultados presentados en este proyecto indican que el estrés inducido por el
dafio mecéanico foliar previamente al llenado de vaina en la planta de frijol Tépari
(Phaseolus acutifolius), no incrementd significativamente los niveles de
compuestos de resistencia en la hoja, mientras que, en la expresion de proteinas
de resistencia, se observo un incremento en las unidades aglutinantes en relacion
a un mayor dafio mecanico foliar. En la actividad inhibitoria no se pudieron
observar diferencias significativas en el incremento de la actividad de los

inhibidores con respecto al dafio mecanico foliar producido.

Los resultados mostraron que el dafio.mecénico foliar no es un método que
induzca una sobreexpresion de moléculas de resistencia en hoja a corto plazo,
pero si lo puede ser en proteinas como las lectinas o los inhibidores de proteasa
presentes en la semilla, se recomienda hacer entrecruzamientos de los
organismos que reciban el estrés mecanico para mejorar la expresion de dichos

compuestos..
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