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ANALISIS DE FITOQUIMICOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE Vanilla pompona
Schiede DESARROLLADA BAJO DOS AMBIENTES

Viveros Antonio Cecilia, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2018

Las plantas producen fitoquimicos en respuesta ante factores ambientales, y muchos de ellos son
los responsables de la actividad antioxidante que sirve para proteger a las plantas del estrés
oxidativo. El trabajo tuvo como objetivo analizar los grupos de fitoquimicos y actividad
antioxidante en estructuras vegetales y reproductivas de V. pompona y conocer la influencia del
ambiente sobre ellos, para potenciar su uso como fuente de compuestos bioactivos. EI material
vegetal se obtuvo durante el periodo de floracion y se cosecharon frutos en dos localidades
(Cazuelas, Papantla, Veracruz y Morelos, Santa Cruz Itundujia, Oaxaca) de México. Los
fitoquimicos en hoja, tallo, flor fruto verde y fruto beneficiado de 29, 31 y 36 semanas se analizaron
mediante pruebas cualitativas por agentes cromogenos y por cromatografia en capa fina (CCF); la
cuantificacién de compuestos fenolicos totales (CFT), saponinas totales (SAPT), flavonoides
totales (FLAVT) y triterpenos totales (TRIT) se realiz6 mediante métodos espectrofotométricos;
la capacidad antioxidante de analizo frente al radical DPPH/Clso y por método de ORAC (fraccion
hidrofilica y fraccion lipofilica). Las pruebas realizadas por agentes cromégenos y por CCF,
mostraron presencia principalmente de saponinas, terpenos, flavonoides y acidos fenélico. Por
tejido, la hoja tuvo las concentraciones mayores de SAPT y FLAVT, los frutos verdes destacaron
por mostrar concentraciones altas de SAPT (3.71 g'100 g 1) y las concentraciones mayores de CFT
(0.50 g'100 g1) y TRIT (19.79 g'100 g1). Por localidad, Morelos destaco por presentar las
concentraciones mayores de FLAVT (0.80 g'100 g1) y Cazuelas tuvo las concentraciones mas
altasen TRIT (9.30 g'100 g ™) y SAPT (3.79 g 100 g™). La capacidad antioxidante mayor se obtuvo
en hoja (Cls0=2.98 mg-mL™?) y fruto verde de 29 semanas (Clso=4.93 mg-mL* MS), frente al
radical DPPH. En el ensayo de ORAC, la fraccion hidrofilica también mostré los valores mayores
en hoja (123,168 a 123,478 uM TE-g?) seguido de frutos verdes de 29 y 31 semanas. La
temperatura media anual y el régimen de humedad del suelo tuvieron efecto en la acumulacion de
metabolitos (TRIT y SAPT) en la localidad de Cazuelas.

Palabras clave: Vanilla pompona, ambiente, antioxidantes, estructuras vegetales y reproductivas,

metabolitos secundarios.



ANALYSIS OF PHYTOCHEMICALS AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF Vanilla
pompona Schiede. DEVELOPED UNDER TWO ENVIRONMENTS

Viveros Antonio Cecilia, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2018

Plants produce phytochemicals in response to environmental factors, and many of them are
responsible for the antioxidant activity used to protect plants from oxidative stress. The study
aimed to analyze groups of phytochemicals and antioxidant activity. The study aimed to analyze
groups of phytochemicals and antioxidant activity in plant and reproductive structures of Vanilla
pompona Schiede and knowing the influence of environment on them, to enhance their use as a
source of bioactive compounds. The plant material was obtained during the flowering period and
fruits were harvested in two localities (Cazuelas, Papantla, Veracruz and Morelos, Santa Cruz
Itundujia, Oaxaca) of Mexico. The phytochemicals in leaf, stem, flower, green fruit and cured fruit
of 29, 31 and 36 weeks were analyzed by qualitative tests by chromogenic agents and by thin layer
chromatography (TLC). The quantification of total phenolic compounds (CFT), total saponins
(SAPT), total flavonoids (FLAVT) and total triterpenes (TRIT) was performed by
spectrophotometric methods; the antioxidant capacity was analyzed against the radical DPPH/ICso
and by the ORAC method (hydrophilic fraction and lipophilic fraction). Tests by chromogenic
agents and TLC showed the presence primarily of saponins, terpenes, flavonoids and phenolic
acids. By tissue, the leaf had the highest concentrations of SAPT and FLAVT, the green fruits
stood out for showing high concentrations of SAPT (3.71 g-100 g*) and the highest concentrations
of CFT (0.50 g'100 g'*) and TRIT (19.79 g'100 g%). By location, Morelos stood out for presenting
the highest concentrations of FLAVT (0.80 g'100 g*) and Cazuelas had the highest concentrations
in TRIT (9.30 g'100 g) and SAPT (3.79 g'100 g1). The highest antioxidant capacity was obtained
sheet (Clso = 2.98 mg-mL™?) and green fruit 29 weeks (Clso = 4.93 mg'mLt), against DPPH radical.
In the ORAC assay, the hydrophilic fraction also showed the highest values in leaf (123,168 to
123,478 uM TE-g?) followed by green fruits of 29 and 31 weeks. The mean annual temperature
and soil moisture regime had an effect on the accumulation of metabolites (TRIT and SAPT) in

the town of Cazuelas.

Palabras clave: Vanilla pompona, environment, antioxidants, plant and reproductive structures,

secondary metabolites.
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INTRODUCCION GENERAL

El género Vanilla incluye de 107 a 110 especies de orquideas trepadoras, generalmente
hemiepifitas, es antiguo y el mayor en la subfamilia Vanilloideae, su importancia radica en que
algunas de las especies son utilizadas como saborizante y aromatizante. Particularmente, en
México se reconocen nueve especies de Vanilla (Soto Arenas, 2009), donde Vanilla planifolia
Jacks. ex Andrews, V. tahitensis J.W.Moore y V. pompona Schiede son las principales porque se
utilizan los frutos beneficiados (fermentados y deshidratados, para desarrollar el sabor y aroma)

(Ramachandra y Ravishankar, 2000; Xochipa-Morate et al., 2016).

En frutos de V. planifolia los principales fitoquimicos que confieren el aroma caracteristico a
vainilla son: acido p-hidroxibenzéico, acido vanillico, &cido p-hidroxibenzaldehido y vainillina
(Sharma et al., 2007; Salazar-Rojas et al., 2012), sin embargo, cada especie del género Vanilla

posee caracteristicas organolépticas diferenciales.

La mayor informacion sobre el aroma y otros fitoquimicos, se enfocan principalmente en V.
planifolia (Ranavide, 1992; Pérez-Silva et al., 2006; Sinha et al., 2008; Salazar-Rojas et al., 2012;
Delgado-Alvarado et al., 2014). Sin embargo, en la ultima década se ha destacado lo vulnerable
que es el cultivo de esta especie a factores ambientales como cambio climatico, enfermedades y
caida prematura del fruto. (Hernandez-Hernandez et al., 2011). Por lo que se considera relevante
investigar alguna especie silvestre del genero Vanilla, como es V. pompona, la cual soporta
cambios del clima y es resistente a enfermedades como Fusarium sp. en comparacion con las
especies comerciales (Galeas et al., 2015). También, tiene caracteristicas que son deseables en un

programa de mejoramiento genético (Cameron, 2011).



A pesar de estas ventajas de V. pompona se registra como la tercera en importancia comercial,
actualmente su cultivo en México es limitado, aunque se ha reportado la presencia de V. pompona
Oaxaca, Nayarit, Michoacén, Guerrero, Veracruz y Jalisco, la mayoria de los registros son de
plantas silvestres, donde los frutos son recolectados, mientras que algunas plantaciones se tienen
en cafetales. Esta especie se distribuye en varios tipos de bosques humedos subtropicales/
tropicales de tierras bajas (caducifolios, subdeciduos, perennifolios, montafas bajas, bosques de
galeria), bosques calidos de pino y encino. Es comun en areas estacionalmente muy secas y por lo

general, esta ausente de los bosques humedos (Soto-Arenas, 2009; Herrera- Cabrera et al., 2017).

La escasa informacidon que existe de V. pompona sobre el tipo de fitoquimicos, en el fruto
beneficiado se refieren particularmente a los compuestos del aroma, detectados por cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) encontrando: &cido p-hidroxibenzoico, alcohol p-anisilo,
vainillina, &cido anisico, p-anisaldehido, &cido vanillico y &cido p-hidroxibenzaldehido (Ehlers y

Pfister, 1997).

Mientras, que por la misma técnica Maruenda et al. (2013), detectd principalmente a alcohol 4-
hidroxibencilico, alcohol p-anisilo y vainillina, en frutos de diferentes etapas de madurez. Por otra
parte, Galeas et al. (2015, 2016) por técnica de cromatografia de gases acoplado a espectrometria
de masas (CG/MS) detectaron alcohol p-anisilo, vainillina, p-anisaldehido, acido anisico, 5-
(hydroxymethyl)-2-furfural entre otros compuestos en frutos beneficiados. Estos autores también
sefialaron que los frutos beneficiados de V. pompona tienen un aroma complejo con caracteristicas

tipicas de la vainilla y que podrian ser una fuente importante para aplicaciones en perfumeria.

Por lo que, este trabajo se enfoc6 en V. pompona, a fin de aportar conocimiento sobre los

compuestos que dan aroma a los frutos beneficiados y sobre los demas grupos de fitoquimicos que



estan en hoja, tallo, flor y fruto verde. Para que, eventualmente se pueda potenciar su uso dentro
de la industria de la vainilla. Debido a sus propiedades novedosas, caracteristicas aromaticas y
potencial agricola, que inclusive podrian ser de utilidad para algin programa de mejoramiento, por

sus propiedades deseables a los cultivos comerciales de V. planifolia (Cameron, 2011).

Por lo que, este trabajo tuvo el objetivo de identificar la presencia de fitoquimicos y cuantificar los
compuestos fenolicos totales, flavonoides totales, terpenos totales y saponinas totales en las
estructuras vegetales (hoja, tallo), reproductivas (flor, fruto verde y fruto beneficiado) de V.
pompona en localidades de Veracruz y Oaxaca, a fin de aportar conocimiento sobre ella y

eventualmente potenciar su uso dentro de la industria de la vainilla.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel mundial se reporta que V. pompona se encuentra creciendo de manera natural en las islas
Guadalupe, Martinica y Dominica (Ehlers y Pfister, 1997). Sin embargo, en México esta especie
tiene una importante distribucion natural en los estados de Nayarit, Jalisco, Michoacan, Guerrero,
Oaxaca Yy Veracruz (Soto-Arenas, 2009). Actualmente V. pompona se encuentra en peligro debido
a que sus poblaciones estan disminuyendo y se encuentran fragmentadas, porque la calidad de su

habitad esta siendo afectada por el cambio de uso de suelo (Herrera-Cabrera et al., 2017).

Aun cuando en México, V. pompona no es de interés comercial, los usos que se le reportan solo
son para la industria cosmética y de perfumeria, debido a su sabor floral, de perfume similar a la
heliotropina un aldehido aromatico utilizado en la perfumeria (Ehlers y Pfister, 1997). No obstante,
poco se conoce del perfil de aroma que presentan sus frutos beneficiados, y menos aun el tipo de

compuestos quimicos que tiene la planta.



Es factible, que las estructuras vegetales y reproductivas de V. pompona, escasamente estudiada,
contenga sustancias de importancia funcional y que aun estén por descubrirse. Con este enfoque
muchas especies vegetales son estudiadas con frecuencia para hallar su posible valor
farmacoldgico, en especial por sus propiedades estrogénicas, antipiréticas, astringentes,
amebicidas, fungicidas, antibidticas, antioxidantes, entre otras. Tal como se ha reportado en V.
planifolia, en donde, la vainillina, su compuesto mayoritario tiene propiedades antioxidantes
(Shyamala et al., 2007; Dong et al., 2014), anticancerigenas (Akagi et al.,, 1995;
Lirdprapamongkol et al., 2005), para inhibir formacion de células falciformes (Zhang et al., 2004)

y para reducir dafio cromosomico (Keshava et al., 1998) entre otras.

El presente estudio considero importante analizar en V. pompona el tipo de fitoquimicos que tienen
las estructuras vegetales (hoja y tallo) y reproductivas (flor y fruto verde y beneficiado), y si los
factores ambientales tienen efecto en la produccién de fitoquimicos de esta especie. Con estos
resultados se podrd aportar conocimiento sobre el tipo de compuestos que presenta y
eventualmente darle algun uso de acuerdo a los grupos de fitoquimicos que contenga. Lo cual
contribuira a la conservacion de la diversidad genética de la especie, a un mayor y mejor uso de la
variacion del género Vanilla y a la optimizacion de los recursos genéticos de la vainilla, a fin de
tener un aprovechamiento integral de la estructura de la planta y de la especie en diferente

ambiente.

HIPOTESIS

La presencia, abundancia de fitoquimicos y capacidad antioxidante en hojas, tallos, flores, frutos
verdes y frutos beneficiados de V. pompona se ve influenciada por la condicién ambiental en la

gue se encuentra.



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Analizar los grupos de fitoquimicos y actividad antioxidante en estructuras vegetales y
reproductivas de V. pompona y conocer la influencia del ambiente sobre ellos, para potenciar su
uso como fuente de compuestos bioactivos.
Objetivos particulares:
e Identificar los grupos fitoquimicos presentes en hoja, tallo, flor, fruto verde y beneficiado
de V. pompona.
e Cuantificar los principales grupos de fitoquimicos identificados en hoja, tallo, flor, fruto
verde y beneficiado de V. pompona.
e Analizar la capacidad antioxidante de las estructuras vegetales y reproductivas de V.

pompona.
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CAPITULO I
ANALISIS CUALITATIVO DE FITOQUIMICOS EN Vanilla pompona Schiede
RESUMEN

Las plantas producen fitoquimicos, los cuales sirven de proteccion ante factores bidticos y
abioticos. Estos metabolitos en las estructuras vegetales y reproductivas pueden variar en funcion
de la especie o el ambiente donde crecen. Por lo que el presente estudio tuvo como objetivo
identificar los grupos de fitoquimicos presentes en hoja, tallo, flor, fruto verde y fruto beneficiado
de Vanilla pompona de la localidad de Cazuelas y Puntilla Aldama, Veracruz, la localidad de
Morelos, Primavera Morelos e Hidalgo, Oaxaca. Los fitoquimicos se detectaron mediante pruebas
cualitativas por agentes cromogenos y por cromatografia en capa fina (CCF), en extractos de
diferente polaridad. Las pruebas por agentes cromdgenos detectaron mayor presencia de
saponinas, alcaloides, taninos, flavonoides, terpenos y acidos fendlicos principalmente en
extractos de metanol de las estructuras analizadas de V. pompona de las cinco localidades de
colecta. Mientras que en las pruebas por CCF terpenos mostr6 mayor numero de bandas en
extractos de hexano de las estructuras analizadas de V. pompona de las cinco localidades. Por
localidad, las flores y frutos verdes mostraron mayor presencia de terpenos en Cazuelas y Morelos.
En hoja y tallo se obtuvo presencia alta de saponinas en Morelos, Hidalgo y Primavera Morelos.
En hoja destacaron por mostrar mayor presencia de flavonoides la localidad de Cazuelas, Puntilla
Aldama y Morelos. En las cinco localidades se observé presencia baja de alcaloides y taninos en
la mayoria de las estructuras analizadas de V. pompona.

Palabras clave: Vanilla pompona, fitoquimicos, estructuras vegetales y reproductivas, Oaxaca,

Papantla



1.1 INTRODUCCION

Las plantas producen compuestos organicos de bajo peso molecular que no estan relacionados con
su desarrollo y crecimiento. Estos compuestos se sintetizan a partir del metabolismo secundario,
que es la transformacion y degradacion de compuestos, por medio de proteinas especializadas.
Estos compuestos se sintetizan en estructuras en especifico y en una etapa en particular del

desarrollo de la planta (Pichersky y Gang, 2000; Croteau, 2000).

En la evolucion de las plantas y su interaccion con el medio ambiente, necesitaron adaptarse a
condiciones cambiantes de temperatura, humedad, salinidad, radiacion UV, estrés quimico,
produciendo fitoquimicos para su defensa en las relaciones interespecificas (Akula y Ravishankar,
2011). Por lo que, los metabolitos secundarios son sustancias eficaces ecoldgicamente, en las que
empezaron a realizarse investigaciones de sus funcionesy a partir de 1950-1960. Estos compuestos
naturales tienen una limitada distribucion en el reino vegetal, encontrandose en una especie 0 grupo

de plantas taxonémicamente relacionadas (Croteau, 2000).

Las estructuras en crecimiento, los 6rganos de reproduccion y de dispersion contienen una
concentracion y diversidad mayor de metabolitos secundarios. Estos compuestos se pueden
diferenciar por la estructura quimica de cada tipo de compuesto y la posicion de los grupos
funcionales que presentan (Bourgaud et al., 2001). Algunos de estos compuestos actian como
agentes alelopaticos, defensa ante herbivoros, relaciones de mutualismo en la atraccion de
polinizadores, funciones defensivas causando toxicidad, proteccion de rayos ultravioleta y
desecacion entre otras funciones. Por lo que son utilizados en la industria de la farmacologia,
perfumeria y también utilizados como insecticidas y saborizantes (Rhodes, 1994; Wink, 1988;

Croteau, 2000; Van der Fits, 2000; Zhang et al., 2011; Teoh, 2016).
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Ademas, en la biosintesis especifica para cada tipo de compuesto, interviene una enzima en
particular, donde la alta temperatura y humedad son algunos factores que pueden activar la
biosintesis de compuestos a partir de rutas como la del &cido chikimico y del &cido mevaldnico
(Akula y Ravishankar, 2011). De acuerdo, con las rutas de biosintesis que forman los metabolitos
secundarios, estos se dividen en tres grupos; terpenos, compuestos fenolicos y nitrogenados como
son los alcaloides. Se han identificado aproximadamente entre 25,000 a 30,000 terpenos que
comparten una caracteristica en comdn, una unidad de cinco &tomos de carbono (isopreno) (Garcia,

2004).

Los terpenos proceden de unidades de acetato activo (acetil-CoenzimaA) que se trasforman en
acido mevaldnico para dar origen a un isopreno que es especifico en la biosintesis de terpenos. Es
el nimero de unidades de isopreno quien determina su clasificacion; hemiterpenos una unidad de
isopreno, monoterpenos dos unidades de isopreno, se caracterizan por formar parte de los
compuestos volatiles de las plantas, sesquiterpenos tres unidades de isopreno, diterpenos cuatro
unidades de isopreno, triterpenos seis unidades de isopreno. Los terpenos se sintetizan en el citosol
y el reticulo endoplasmatico, y estos dan origen a sustancias como fragancias florales y sirven para
atraer a polinizadores, aceites esenciales y algunas hormonas como las giberelinas. También son
utilizados en la farmacologia, como el acido oleandlico que se encuentra en uvas (Croteau, 2000;

Sepulveda-Jiménez et al., 2003; Garcia, 2004).

Algunos ejemplos del uso de terpenos, son; el monoterpeno linanool producido por las orquideas,
es un compuesto aromatico para que sirve para atraer polinizadores. Asi mismo, el esquiterpeno
artemisinina es utilizado para aliviar la malaria, principalmente, la fiebre, este compuesto es
derivado (Artemesia annua) planta medicinal de China. El diterpeno Placitaxol sirve para aliviar

cancer de colon y de pulmén (Teoh, 2016).
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Se conocen aproximadamente 8,000 compuestos fendlicos. La biosintesis se da por dos rutas
metabdlicas, la del acido shikimico y acido malonico. La primera ruta es mas comun en plantas
superiores y la segunda ruta en microorganismos. La fenilalanina y la tirosina son intermediarios
metabdlicos en la biosintesis de compuestos fendlicos. Estos compuestos estan formados por un
anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilo (OH). Tienen funciones de proveer color y aroma
a las plantas. La vainillina es uno de los compuestos que proporciona sabor y aroma a la vainilla
(Croteau, 2000; Michalak, 2006; Sharma et al., 2007; Salazar-Rojas et al., 2012; Delgado-

Alvarado et al., 2014).

Los flavonoides son compuestos polifendlicos, que tienen una estructura benzo- y -pirano (tienen
dos anillos aromaticos bencénicos unidos por un puente de tres atomos de carbono y como
estructura general C6-C3-C6). Por lo que, el doble enlace del anillo aromético bencénico tiene la
posibilidad de absorber la radiacion ultravioleta. La biosintesis de los flavonoides se da por dos
rutas; la del shikimato y la del acetato-malonato. Algunos de tipos de flavonoides son las flavonas,
flavonoles, flavanonas, flavanonoles, antocianinas, isoflavonoides entre otros. Los flavonoides se
encuentran en la membrana del tilacoide del cloroplasto, son importantes para la expresién de dos
enzimas multigénicas, la fenilalanina amonio liasa y la chalcona sintasa, importantes en la sintesis
de pigmentos (antocianinas) que se encuentran en forma de glicdsidos en tejidos vegetales (Cartaya

et al., 2001).

Se han reportado aproximadamente 10,000 compuestos que son parte de los flavonoides, de los
cuales aproximadamente 4,000 han sido descritos (Magalh&es et al., 2012). De las funciones que
tienen en las plantas es como defensa, proteccion de los rayos UV, proteccidn de hongos, baterias,
insectos. Por lo que el metabolismo de los fenoles se activa ante el estrés bidtico y abidtico (Cartaya

et al., 2001). También, participan en las sefiales quimicas (polinizacion), y tienen efectos en las
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enzimas. Se caracterizan por tener actividad antioxidante, propiedad antiviral y antibacterial.
Como es el caso de la quercetina que es un antioxidante y también tiene actividad antinflamatoria,
este compuesto también se encuentra en orquideas como Dendrobium catenatum. Asi mismo, en
las orquideas también se encuentran antocianinas que son responsables del color de las flores

(Croteau, 2000; Teoh, 2016).

De los alcaloides se han reportado aproximadamente de 8,000 a 12,000 estos son compuestos
nitrogenados y tienen un grupo funcional amina, presentan rutas biosintéticas diversas, a partir de
diferentes aminoécidos como: L-arginina, L-lisina, L-fenilalanina, L-triptfano entre otros. Asi
mismo, son tres tipos de reacciones que determinan la estructura principal de los alcaloides; la
formacion de las bases de Schiff, la reaccién de Mannich y el acoplamiento oxidativo de fenoles
(Garcia, 2004). Algunas de sus funciones en las plantas es la proteccion al actuar en el sistema
nervioso de sus depredadores. Asi los, alcaloides en grandes cantidades pueden alterar el sistema
nervioso. Por ejemplo, la cafeina y la nicotina (Nicotiana tabacum) son estimulantes del sistema
nervioso, pero en dosis bajas pueden utilizarse como analgésicos, como la morfina que es un
alcaloide del opio (Papaver somniferum), la nicotina (Nicotiana tabacum) también es utilizada

como insecticida (Croteau, 2000).

La camptotecina, es un alcaloide quinolénico derivado de Camptotheca accuminata y se utiliza
para el tratamiento de cancer de ovario (Teoh, 2016). Asi mismo se han encontrado que algunos
géneros de la familia Orchidaceae contienen alcaloides con aplicacién en la farmacologia como
son; Liparis, Malaxis, Dendrobium, Oberonia, Bulbophyllum con 314 especies de orquideas en
Bougainville, Papua Nueva Guinea, estos géneros tienen alcaloides de tipo pyrrolizidine y

dendrobine. Mientras que Lupinus albus y L. mutabilis también contienen alcaloides como
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quinolizidina. Mientras que, en el género Vanilla no se detectaron alcaloides (Wink, 1988; Teoh,

2016).

Las saponinas son compuestos de alto peso molecular, formadas de moléculas de azlcar
combinadas con un triterpeno. Las saponinas tienen polaridad alta y se agrupan en saponinas
esteroideas y saponinas triterpeno (Hamuel-Doughari, 2012). La sintesis de saponinas en hojas,
tallos, raiz, bulbos, flores y frutos de Panax ginseng se presentan para proteccion de la planta, y
su produccién depende de los factores ambientales (Akula y Ravishankar, 2011). Mientras que en
V. planiolia de detecto presencia de saponinas en hoja, tallo, flor y fruto beneficiado (Andrade-

Andrade et al., 2018).

En V. planifolia se han documentado estudios sobre el tipo de fitoquimicos que contienen los frutos
beneficiados (&cido p-hidroxibenzoico, &cido vanillico, &cido p-hidroxibenzaldehido y vainillina)
(Salazar-Rojas et al., 2012; Delgado-Alvarado et al., 2014). También, algunos estudios en donde
la vainillina que estd presente en frutos beneficiados de V. planifolia contiene propiedades
antioxidantes (Dong et al., 2014), anticancerigenas (Lirdprapamongkol et al., 2005). Mientras que
en V. pompona los estudios sobre el tipo de fitoquimicos que contienen son escasos, y se basan
principalmente en el aroma en frutos verdes y beneficiados (Ehlers y Pfister, 1997; Maruenda et
al., 2013; Galeas et al., 2015, 2016). Por lo que, aun falta identificar los fitoquimicos en las
estructuras vegetales y reproductivas. En funcion de los anterior, este estudio tuvo como objetivo
detectar mediante pruebas cualitativas los grupos de fitoquimicos presentes en extractos de
diferente polaridad de hoja, tallo, flor, fruto verde y beneficiado de V. pompona de dos localidades
del estado de Veracruz: Cazuelas, Papantla y Puntilla Aldama, San Rafael y tres localidades de

Oaxaca: Primavera Morelos, Hidalgo y Morelos, Santa Cruz Itundujia.
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1.2 MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Se recolecto material vegetal de V. pompona proveniente de cinco sitios; una plantacion
introducida y establecida en arboles de cedro blanco, en Cazuelas, Papantla, Veracruz, otra en
Puntilla Aldama, San Rafael, Veracruz; y tres poblaciones en condicion silvestre en las localidades
de Morelos, Hidalgo y Primavera Morelos, municipio de Santa Cruz Itundujia, Oaxaca (Cuadro

1.1y Cuadro 1.3), (Figura 1.1).

Cuadro 1.1 Sitios de colecta de Vanilla pompona Schiede en el estado de Veracruz y Oaxaca.

Sitio Estado  Municipio Localidad Longitud Latitud Altitud (m)

1 Veracruz San Rafael Puntilla Aldama  -96.90 20.23 7
2 Papantla Cazuelas -97.27  20.43 69
3 omaca Ul Vorlos  s771 1677 o08
4 Sﬁﬂﬁadﬁﬁiz Hidalgo 9771 16.82 1110
> Slizaadﬁjril;z Morelos 9768 16.78 Lart

15



Figura 1 1 Localidades de colecta de Vanilla pompona en: a) Veracruz y b) Oaxaca, México.
Material Vegetal

Durante la floracion, se realizé la recolecta de hojas, tallos y flores en el mes de mayo de 2016.
Ademas, se marcaron y polinizaron de 20 a 30 flores por sitio (Cuadro 1.2), aproximadamente de
29 a 36 semanas después se recolectaron los frutos y se sometieron al proceso de beneficiado
tradicional por el maestro beneficiador Veremundo Rodriguez en el Beneficio de Primero de
Mayo, Papantla, Veracruz (Figura 1.2).

Cuadro 1.2 Estructuras vegetales y reproductivas colectadas de Vanilla pompona.

Hojaytallo Flor  Frutossin Frutos
Sitio Localidad (esquejes) beneficiar beneficiados

1 Puntilla Aldama 1

2 Cazuelas 7 19 26 45

Primavera

3 Morelos

4 Hidalgo 4

5 Morelos 4 15 21 22
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Figura 1.2 Estructuras colectadas de Vanilla pompona.

En las localidades de Cazuelas y Morelos se analizd hoja, tallo, flor, fruto verde y fruto
beneficiado. Mientras, que en las localidades de Puntilla Aldama, Hidalgo y Primavera Morelos
solo se analiz6 hoja y tallo, debido a que no fue posible colectar las demas estructuras.

El proceso de beneficiado tradicional se realiz6 siguiendo la descripcion detallada por Xochipa-
Morante et al. (2016), que consistié en cuatro pasos basicos, el matado de los frutos verdes
mediante la inmersién en agua caliente (90 °C/ 1 min) y detener el desarrollo vegetativo. Después
el sudado, en donde los frutos se almacenan durante 24 h en cajones de madera herméticamente
cerrados, posteriormente se sometieron a 21 ciclos de un proceso llamado “asoleado-sudado” que
consiste en exponer los frutos al sol, donde alcanzan una temperatura aproximada de 45 °C por 3
6 4 h al dia, después se colocan nuevamente en las cajas de madera, este proceso tiene el objetivo
de deshidratar el fruto, pero también provocar el desarrollo de aromas y color caracteristicos del

fruto de vainilla.
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Cuadro 1. 3 Caracteristicas climaticas de las localidades de recolecta de Vanilla pompona Schiede de Oaxaca y Veracruz, México.

Precipitacion

Temperatura Régimen de

media anual Altitud mediaanual humedad

Localidad Clima (mm) (m) (°C) del suelo! Zona ecologica
Puntilla Aldama  Calido himedo Am(f) 1200 - 1500 7 >22 Udico tipo Il Tropical himeda
Cazuelas Célido subhumedo (Awl)  800-1200 69 >22 Ustico Tropical humeda

Templada

Primavera- Morelos Calido subhimedo (Aw2) 2000 - 2500 808 >22 Xérico subhimeda

Templada

Hidalgo Calido subhumedo (Aw2) 2000 - 2500 1110 >22 Xeérico subhdmeda

Semicalido subhiimedo

Morelos del grupo C (A)C (w1) 2000-2500 1277 >18 Xérico Templada himeda

(Fuente, CONABIO, 2012) Udico tipot IT = 270 a 330 dias de humedad; Ustico = 180 a 270 dias de humedad; Xérico = 90 a 180 dias de

humedad.
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Después de 5 6 6 sudados y dependiendo de las condiciones del ambiente, los frutos se orean en
camillas de madera para evitar la proliferacion de hongos, el proceso de beneficiado se realizé en
un periodo de aproximadamente 16 semanas. Al final los frutos se colocaron en doble bolsa de
celofan y de plastico, y se almacenaron en la oscuridad a temperatura ambiente para completar el

desarrollo del aroma.

Para la elaboracion de extractos, se utilizaron solventes de diferente polaridad creciente; hexano,
cloroformo y metanol. Las diferentes estructuras vegetales y reproductivas (hoja, tallo, flor, fruto
sin beneficiar y beneficiado) se cortaron en pequefias porciones y se les agregd cierta cantidad de
solvente hasta cubrir perfectamente él tejido, calculando los pesos de las estructuras y la cantidad
de solvente afiadido, los extractos tuvieron una relacion de 1:10 (v/v) (estructura vegetal: solvente)
para cromogenos y 1:5 (v/v) para CCF, enseguida las muestras se colocaron en un bafio ultrasénico
(Ultrasonic Cleaner AS5150B) durante 30 min. Después los extractos se dejaron macerando por

12 horas. Posteriormente los extractos se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

Pruebas por agentes cromogenos

Para detectar de manera preliminar la presencia de metabolitos secundarios como; saponinas,
flavonoides, taninos, terpenos, alcaloides y acidos fendlicos en tejidos vegetales (Cuadro 1.4), se
utilizd un método que se basa en el analisis de extractos vegetales con agentes cromdgenos, que
son sustancias que forman precipitados, espuma. Estos métodos resultan muy Utiles por la relativa
rapidez y facilidad con la que pueden ser ejecutados, lo que permite una seleccion de materiales

que contengan compuestos quimicos de interés (Anexo 1A).
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Cuadro 1.4 Pruebas por agentes cromdgenos para identificacion de fitoquimicos en Vanilla
pompona Schiede.

Fitoquimico Prueba Referencia
Saponinas Indice afrosimétrico (prueba de Devmurari (2010)

espuma)

Rosenthaler Velasquez et al. (2013)
. Devmurari (2010); Félix-Silva et al.

Alcaloides Dragendorff (2014)

Wagner Tiwari et al. (2011); Deshpande (2013)

Hager Tiwari et al. (2011); Deshpande (2013)

Flavonoides Prueba Shinoda (HCI + Mg+2) Devmurari (2010)’ Sharma (2012)

Ramani et al. (2012); Abdullahi et al.

HCI 4N + NaOH 10%
°  (2013): Uma and Sekar (2014)

NHsOH/UV Zohra et al. (2012)
. Yadav and Agarwala (2011); Farhan et
0,
Taninos FeCls al 2% al. (2012)
Kumar et al. (2012); Abdullahi et al.
0,
Acetato de plomo al 2% (2013)
Acidos Yadav and Agarwala (2011); Farhan et
" FeCls al 10% ’
fendlicos ’ ’ al. (2012); Ganatra et al. (2012)
Terpenos Acetato de cobre 2% Tiwari et al. (2011); Ghogade (2013)
. ] Tiwari et al. (2011); Félix-Silva et al.
Liebermann-Burchard (2014)
Salkowski Tiwari et al. (2011)

Deteccion de grupos fitoquimicos por Cromatografia en capa fina (CCF)

La composicion fitoquimica se confirmé mediante analisis por CCF. Las corridas de los extractos
de hexano, cloroformo y metanol, y de los estandares, se realizaron en placas cromatograficas con
soporte de aluminio (silica gel 60, F2s4; de 5x10 cm, Sigma-Aldrich cat: Z193275-1PAK) en una
camara cromatografica. Se aplicé el extracto en forma de punto dejando entre cada punto de
aplicacion (fase estacionaria) 0.5 cm de separacion y se sometio a la influencia de una fase movil
(sistema cromatogréafico), de esta forma el eluyente ascendié a través de la placa arrastrando los

compuestos de interés produciendo bandas (Cuadro 1.5).
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Cuadro 1.5 Sistemas cromatograficos, reveladores y testigos para CCF en Vanilla pompona

Schiede.
Fitoquimico Extracto Sistema Revelador
Acetato de etilo:Ac formico:Ac
acético:Agua NP 1%/PEG 5%
Metanol (7.5:1:1:0.5)
Cloroformo:Acetona Testigo: Quercetina 0.5
Flavonoides Cloroformo (9:1) mg mL*
Cloroformo: Acetona
Hexano (9:1)
A
Butanol:Ac acético glacial:Agua Vamgcl,/'on:nléégzso“
Metanol (4:1:4)
Cloroformo:Acetona Testigo: Saponina
Saponinas Cloroformo (9:1) reactivo 0.5 mg mL*
Cloroformo:Acetona
Hexano (9:1)
Acetato de etilo:Ac formico: Ac
acético:Agua FeCl; 5% en HCI 0.5N
Metanol (10:8:8:1)
Acetato de Etilo:Acetona:Hexano  Testigo: Acido tanico 0.5
Taninos  Cloroformo (7:0.5:2.5) mg mL™*
Acetato de Etilo:Acetona:Hexano
Hexano (7:0.5:2.5)
Acetato de etilo:Ac formico:Ac
acético:Agua Folin-Ciocalteu
Metanol (10:8:8:1) 50%/Naz(CO); 20%
Acidos Metanol:Agua:lsopropanol:Acetona Testigo: Acido gélico 0.5
fendlicos  Cloroformo (30:65:2:3) mg mL-1
Metanol: Agua:lsopropanol: Acetona
Hexano (30:65:2:3)
A
Hexano:Acetato de etilo:Agua Vamllgcl,/: ii /Eotlol-:SO4
Metanol (7:3:1)
Hexano:Acetato de etilo
Terpenos  Cloroformo (7:3) Testigo: Clavo
Hexano:Acetato de etilo
Hexano (7:3)
Acetato de etilo:Metanol:Agua 1 2%: KI 2%
Metanol (3:1:1)
Acetato de etilo:Hexano:Amoniaco
Alcaloides Cloroformo (7:3:0.2) Testigo: Lupinus
Acetato de etilo:Hexano:Amoniaco
Hexano (7:3:0.2)

21



Después del desarrollo de los cromatogramas, las placas se removieron de la camara
cromatografica y se secaron a temperatura ambiente. Finalmente se realiz6 la deteccion y el conteo
del numero de bandas de los compuestos por cada prueba, la cual se realiz6 bajo la luz visible y
con luz ultravioleta a dos longitudes de onda (UV2sanm y UV3ses nm), con el empleo de una ldmpara
ultravioleta UVP (UVLMS-38 series 3UV™ Lamp). Después, las placas cromatograficas se
asperjaron con los reactivos cromogeénicos (reveladores) especificos para cada prueba (Cuadro
1.5).

El movimiento de fitoquimicos a través de la placa se expresé mediante su factor de retencion y

los valores se calcularon a partir de la formula (1):

__ Distancia recorrida por la muestra (dm)

Rf

" Distancia total recorrida por el solvente

Los analisis para los ensayos evaluados en las pruebas de composicion fitoquimica por agentes

cromogenos, y las determinaciones por CCF en capa fina se realizaron por duplicado.

Anadlisis estadistico

Para los resultados de las pruebas cualitativas por cromatografia en capa fina se realizaron tablas
de contingencia mediante el programa SPSS (versién 19). Para los valores de nimero de bandas
de saponinas, alcaloides, flavonoides, taninos, acidos fendlicos y terpenos, se realizaron dos

repeticiones por estructura analizada.

1.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis cualitativo de fitoquimicos por agentes cromdgenos
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Se tomd como referencia el sistema cualitativo de presencia y ausencia, mediante el conteo de
cruces, tomando en cuenta los siguientes criterios; contenido alto (+++), medio (++), débil (+) y

ausente (-).

Saponinas

En la prueba de espuma para identificacion de saponinas se detectd presencia débil y ausencia en
la mayoria de los tejidos de las cinco localidades analizadas, con excepcion de la muestra de hoja
de la localidad de Puntilla Aldama que tuvo presencia media de saponinas (Figura 1.2B, ver
Anexos). Lo que sugiere que la prueba de espuma no fue sensible para detectar estos compuestos

en vainilla.

Mientras que, con la prueba de Rosenthaler, se detect6 alta presencia de saponinas en el extracto
de metanol en hoja, tallo, flor, fruto verde y beneficiado en comparacion del extracto de cloroformo
y hexano (Cuadro 1.6). Lo anterior debido a que las saponinas son compuestos polares y el extracto
de metanol tiene polaridad més alta que el extracto de cloroformo y hexano. Asi mismo, la prueba
de Rosenthaler es especifica para saponinas triterpenicas pentaciclicas (Wagner y Bladt, 1996;
Velasquez et al., 2013), lo que sefiala que probablemente este tipo de saponinas estan presentes en

los tejidos de la vainilla.

Alcaloides

Con las pruebas de Dragendorff, Wagner y Hager se detectaron alcaloides, con presencia media
en el extracto de metanol hoja, tallo, flor y fruto verde y beneficiado, y presencia débil en el
extracto de cloroformo y hexano, en la mayoria de los tejidos analizados de V. pompona

indistintamente de la localidad (Cuadro 1.6, Figural.6B, ver Anexos). Mientras que, se reportd
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alta presencia de alcaloides en extractos de la corteza de Acacia nilotica con solventes de polaridad
alta como el etanol, y polaridad intermedia como el éter de petréleo (Deshpande et al., 2013). Por
otra parte, se ha documentado que los alcaloides vegetales pueden ser derivados de aminas
terciarias, mientras que otros son nitrogenados. También, se ha reportado que Strychnos
schultesiana Krukoff tiene alcaloides de tipo inddlico en hojas, tallos y semillas que fueron
detectados en solventes de polaridad baja como el cloroformo (Wagner y Bladt, 1996; Carvajal-

Rojas et al., 2009).

Los resultados anteriores indican que en las estructuras analizadas de V. pompona no se tienen
alcaloides de tipo inddlico, al detectarse alcaloides con presencia media en el extracto de metanol.

Lo que infiere que podrian ser alcaloides de diferente naturaleza quimica.

Flavonoides

De las tres pruebas realizadas para la deteccién de flavonoides, con los ensayos de HCI 4N/NaOH
y UV/NH4OH se observo presencia alta en el extracto de metanol en la mayoria de los tejidos
evaluados de V. pompona de las cinco localidades (Figura 1.11B, 1.12B, 1.13B, 1.14B y 1.15B,
ver Anexos), probablemente, debido a que los flavonoides pueden der de polaridad alta o de
polaridad intermedia (Cartaya et al., 2001). Mientras que la prueba con HCI/Mg*? mostré presencia
media y débil de flavonoides en el extracto de metanol. Los resultados concuerdan con los del
extracto de hojas de Annona squamosa, Hibiscus rosa sinenses y Psidium guajava en los que se
detectd presencia de flavonoides (Sharma, 2012). A diferencia del extracto etandlico de la corteza
de Symplocos racemosa, donde la prueba HCI/Mg?* no mostro presencia de flavonoides
(Devmurari, 2010). Mientras que, en los extractos de cloroformo y de hexano la presencia fue débil

0 ausente en todos los tejidos de V. pompona de las cinco localidades (Cuadro 1.6).
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Taninos

Las pruebas de FeCls y de acetato de plomo ambos al 2% para identificar la presencia de taninos,
evidencio presencia media en el extracto de metanol para la mayoria de tejidos evaluados de V.
pompona (Figura 1.16B, ver Anexos). Mientras, que en el extracto de cloroformo y de hexano
hubo presencia débil y ausencia de taninos. Los anteriores resultados, fortalecen el supuesto de
para consumo humano que es conveniente tener presencia baja de taninos en V. pompona, porque
en exceso pueden ser toxico y puede interferir con la sintesis de proteinas. En un estudio similar,
la prueba de FeCls 2%, mostro que en extractos de metanol de hojas de Bryophyllum pinnatum y
Ricinus communis mostro presencia de taninos (Yadav y Agarwala, 2011). Asi mismo, se reporta
que con la prueba de acetato de plomo al 2% en extractos acuosos de hojas de Microtrichia perotitii

hubo presencia de taninos (Abdullahi et al., 2013) (Cuadro 1.6).

Acidos fenélicos

Los acidos fendlicos se visualizaron con presencia media en todos los tejidos de la planta de
vainilla en las cinco localidades en el extracto de metanol (Figura 1.21B, ver Anexos). Mientras
que, en el extracto de hexano y cloroformo la presencia fue débil (Cuadro 1.6). Resultados
similares se presentaron, en el extracto de etanol de hojas y tallos de Marva parviflora con
presencia de fenoles (acidos fenolicos) (Farhan et al., 2012) y en el extracto de metanol de hojas
de Ficus racemosa (Ganatra et al., 2012). Lo que sugiere que los fenoles son de polaridad alta e
intermedia, lo cual explica porque en extractos de cloroformo y hexano de tejidos de V. pompona

la presencia de fenoles fue débil.

Terpenos
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Las pruebas de acetato de cobre, Liebermann-Burchard y Salkowski mostraron presencia alta y
media de terpenos en el extracto de metanol de todos los tejidos evaluados de V. pompona de las
cinco localidades (Figura 1.26B, ver Anexos). Mientras que en los extractos de cloroformo y
hexano la presencia fue de media a ausente. En la prueba de Salkowski, especifica para terpenos,
se detectd mayor presencia de estos compuestos en todos los extractos, probablemente a que en
los tejidos de vainilla pueda haber una mayor abundancia de triterpenos, mientras que la prueba
de acetato de cobre detecta presencia de diterpenos y la prueba de Liebermann-Burchard puede
detectar triterpenos y esteroides (Garcia et al., 2003). Estos dos compuestos difieren en sus

estructuras (Ghogade, 2013, Tiwari et al., 2011) (Cuadro 1.6).

Identificacion de fitoquimicos por cromatografia en capa fina

Para confirmar los resultados obtenidos por agentes cromdgenos se realizaron pruebas por
cromatografia en capa fina en todos los tejidos de V. pompona procedentes de las cinco localidades

de recolecta.

En el Cuadro 1.7 se concentraron los resultados de los extractos realizados solamente con sistemas
de disolventes donde se observd una mejor separacion de bandas. Los grupos de fitoquimicos
identificados con mayor presencia de bandas fueron: saponinas>terpenos> flavonoides>acidos

fenélicos>alcaloides=taninos.

Saponinas

Este grupo de fitoquimicos, en hoja, tallo, flor, fruto verde y fruto beneficiado, present6 el mayor
namero de bandas, se detectaron 24 en total en la localidad de Cazuelas y 28 bandas en Morelos
(Figura 1.1C, 1.2C, ver Anexos). Mientras que en Puntilla Aldama, Hidalgo y Primavera Morelos

donde solo se analiz6 hoja y tallo, el nimero de bandas fue de 11 a 12 (Cuadro 1.7). A pesar de

26



que las saponinas son de polaridad alta, y se obtuvo mayor presencia en el extracto de metanol,
también hubo presencia en extractos cloroformo y hexano, debido a que el sistema de
cromatografia y de revelado que se utilizd posiblemente pudo haber detectado saponinas
triterpenicas y esteroidales (Figura 1.2C, ver anexos) (Wagner y Bladt, 1996; Hamuel-Doughari,

2012).

Con base en lo que reportan Akula y Ravishankar, (2011) la sintesis de saponinas en hojas, tallos,
raiz, bulbos, flores y frutos de Panax ginseng se presentan para proteccion de la planta, y su
produccion depende de los factores ambientales. Mientras que, en V. planifolia se tiene reportado
que se obtuvo presencia de saponinas en hoja, tallo, flor y fruto beneficiado (Andrade-Andrade et
al., 2018). Lo que sugiere que en V. pompona las saponinas también pueden estar presentes en las

diferentes estructuras de la planta.

Aunado a lo anterior, para conocer el papel que tienen las saponinas en V. pompona, es necesario
realizar mas estudios para identificar de qué naturaleza quimica son las saponinas que se
encuentran en los tejidos de esta especie, para saber si pueden tener un uso potencial en la
farmacologia o si tienen efectos téxicos. Dado que, se tiene reportado que las saponinas pueden

tener efectos toxicos como la de producir hemdlisis en eritrocitos (Hinojosa et al., 2013).
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Cuadro 1.6 Tamizaje fitoquimico de extractos de hoja (H), tallo (T), flor (F), Fruto verde (Fv) y Fruto beneficiado (Fb) de cinco sitios de colecta

de Vanilla pompona.

Papantla y San Rafael Veracruz

Santa Cruz Itundujia, Oaxaca

% Puntilla Primavera
= Cazuelas Aldama Morelos Hidalgo Morelos
Fitoquimico Prueba ©“© H T F Fv Fb H T H T F Fv Fb H T H T
Espuma  Agua - + + -+ o+ - - + - - - - -
Saponina  Rosenthaler Met +++ +++ +++ +++ + I i T e
Clo - - - + - - - - - - + - - - - -
Hex - - - - - - - - - - - - - - - -
Dragendorff Met ++ ++ ++ ++ 4+ ++ ++ H+ 4+ A A A
Clo + + + + + + + + + + + + + + + 4+
Hex + + + + + + + + + + + + + + + 4+
Alcaloides Wagner Met ++ + ++ ++ + ++ ++ + I o T R S S S S S
Clo + - + + + + + + + + + + + + 4+
Hex + - + + + + O+ + + + + + + + + 4+
Hager Met ++ ++ ++ ++ ++ ++  ++  ++ +H+
Clo + + + + + + + + + + + + + + + 4+
Hex + + + + + + + + + + + + + + + 4+
HCI/Mg* Met + + ++ ++ ++ ++ + ++ + + ++ + 4+ -+ + o+
Clo + - - - - - - + - - + - + - - -
Hex - - - - - - - - - - - - - - - -
HCI 4N, Met +++ +++ ++  +++ ++H+ HH+ A
Flavonoides NaOH Clo - - - + - - - - - - - - + - - -
Hex - - - - - - - - - - - - - - - -
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Continuacién del Cuadro 1.6

Puntilla Primavera

Cazuelas Aldama Morelos Hidalgo Morelos

H T F Fv Fb H T H T F Fv Fb H T H T
Flavonoides UV/NH4sOH Met +++ ++ +++ +++ ++ +4++ +  +++ +++ ++ +++ +++  + -+
Clo - - + - - - - - - - - - - - - -

Hex - - - - - - - - - - - - - - - -
FeClz 2% Met ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++  ++

Clo + + + +  ++ o+ + + + +  ++ ++ O+ + + +

Taninos Hex + + + + + + + + + + + + + + + +
Acetatode Met + + + ++ 4+ o+ + + ++ + ++

plomo2% Clo + - - - - - - - - - - - + - - -

Hex - - - - - - - - - - - - - - - -
Acidos Met ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++  ++ A+ A
fendlicos FeCl310% Clo + + + + + + + + + o+ + + + + + +
Hex + + + + + + + + + + + + + + + +

Acetatode Met +++ +++ +++ +++ +H+ +HH+ H+ H+ H+ HHE A+ .+ 4+

cobre Clo - - -+ 4+ - - - - -+ A - - - -

Hex - - - ++ + - - - - - ++ 4+ - - - -
Terpenos  Liebermann- Met ++ ++ +++ ++ 4+ ++  ++  + + A+ + 4+
Burchard Clo - + + + + + - - + o+ + + - - - -

Hex - - + + + - - - - - - - - - - -
Salkowski Met ++ ++ +++ ++ ++ ++  +H+ H+ A A+ 4+ ++ A+ +F

Clo - + 4+ +H+ +H+ + o+ + o+ + + +

Hex + + A+ o+ + + o+ o+ + + +

Met= metanol; Clo= cloroformo; Hex= hexano. Escala de concentracion:

alta (+++), media (++), débil (+) y ausencia (-)



Alcaloides

Este grupo fitoquimico donde se analizaron todos los tejidos, tuvieron 4 y 7 bandas en la localidad
de Cazuelas y Morelos respectivamente. Mientras que, en hoja y tallo, el nimero de bandas fue de
1 en Puntilla Aldama, Hidalgo y Primavera Morelos (Cuadro 1.7). La mayor deteccion de estos
compuestos fue en extractos de metanol. Lo que sugiere que en los tejidos de V. pompona
posiblemente existen alcaloides de polaridad intermedia ya que no se detectaron en los extractos
con polaridad baja. La mayor deteccion de estos compuestos fue en extractos de metanol. Tal y
como se observd en tejidos de V. planifolia (Andrade-Andrade et al., 2018). Lo que sugiere que
en los tejidos de V. pompona posiblemente existen alcaloides de polaridad intermedia ya que no

se detectaron en los extractos con polaridad baja (Figura 1.8C, ver Anexos).

Los alcaloides se presentan en mayor abundancia en plantas dicotiledéneas mas que en
monocotiledéneas (Mazid et al., 2011). También se tiene reportado que en el género Vanilla no se
detecto presencia de alcaloides (Teoh, 2016). lo que pudiera explicar la baja deteccion de estos
fitoquimicos en V. pompona. Por otra parte, los alcaloides en las plantas, tienen la funcion de
protegerlas de los depredadores, ya que pueden alterar el sistema nervioso de este, ademéas de

poseer propiedades antimicrobianas (Croteau, 2000; Rodes-Reyes et al., 2015) (Cuadro 1.7).

Flavonoides

En la localidad de Cazuelas y Morelos estos fitoquimicos tuvieron en hoja, tallo, flor, fruto verde
y beneficiado 18 y 20 bandas, respectivamente. En Puntilla Aldama, Hidalgo y Primavera Morelos

en hoja y tallo el nimero de bandas fue de 4 a 8, (Cuadro 1.7).

La presencia de este grupo de fitoquimicos en las placas de cromatografia fue evidente por la

aparicion de bandas de color verde, azul y amarillo a 254 y 365 nm, principalmente en el extracto
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de metanol (Figura 1.9C y 1.10C, ver Anexos). Como se observo en extractos de metanol de hoja,
tallo, flor y fruto beneficiado de V. planifolia, donde se report6 presencia de flavonoides (Andrade-
Andrade et al., 2018). De manera general, los flavonoides intervienen en las plantas para
proteccion contra hongos, baterias, insectos y para proteger a las células de flores y hojas de los

rayos UV (Cartaya et al., 2001; Mazid et al., 2011).

Taninos

Este grupo fitoquimico mostré poca presencia en las localidades de Cazuelas y Morelos, donde se
observaron solo cinco bandas en cada una de ellas. En Puntilla Aldama, Hidalgo y Primavera
Morelos donde se analiz6 hoja y tallo, el nmero de bandas fue dos (Cuadro 1.7). Estos resultados
sugieren que los taninos presentes en tejidos de V. pompona tienen polaridad intermedia, al
detectarse primordialmente en extractos de metanol y muy poco en extractos de cloroformo y
hexano (Figura 1.13C, ver Anexos). Como se reporta en hoja, tallo, flor y fruto beneficiado en V.
planifolia, donde se detectaron taninos en extracto de metanol y no en extractos de polaridad baja
(Andrade-Andrade et al., 2018). A partir de los taninos y a su capacidad de enlazar proteinas, se

generan toxinas, que sirven como proteccion ante depredadores de las plantas (Mazid et al., 2011).

Acidos fenélicos

La presencia de este grupo fitoquimico en el total de los tejidos analizados fue similar en la
localidad de Cazuelas y Morelos, mostrado por las nueve y diez bandas respectivamente. Mientras
que en Puntilla Aldama, Hidalgo y Primavera Morelos el nimero de bandas fue de dos a cuatro,
en hoja y tallo (Cuadro 1.7) (Figura 1.17C, ver anexos). Algunas de las funciones de los
compuestos fenolicos son de proveer color y aroma a las plantas, como los compuestos que

originan el sabor y aroma de la vainilla (Croteau, 2000; Sharma et al., 2007; Salazar-Rojas et al.,
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2012). Ademas, el metabolismo de estos compuestos se activa ante el estrés bidtico y abidtico
como defensa para la planta ante herbivoros, insectos, y también tienen actividad antimicrobiana

y antifingica (Cartaya et al., 2001; Mazid et al., 2011).

Terpenos

Este grupo de fitoquimicos fue el segundo de mayor abundancia en el nimero de bandas totales, y
donde se analizaron todos los tejidos tuvieron un nimero similar de bandas; 22 en Cazuelas y 23
en Morelos. Mientras que, en Puntilla Aldama, Hidalgo y Primavera Morelos solo se analiz6 hoja

y tallo, el nimero de bandas se detectd en un rango de cuatro a nueve (Cuadro 1.7).

En el extracto de hexano fue donde se detecté mayor presencia de triterpenos en la mayoria de los
tejidos de V. pompona (Figura 1.21C, 1.22C, 1.24ver anexos). De igual manera se encontrd que
en el extracto de hexano de hoja, tallo, flor y fruto beneficiado de V. planifolia se detectd presencia
de tritepenos (Andrade-Andrade et al., 2018). Mientras que, en un estudio de extracto de la corteza
de cedro (Cedrela odorata L.), se detectd la presencia de triterpenos en extractos de hexano y
cloroformo (Pereira et al., 2013). Lo que explica, que los triterpenos son compuestos de baja

polaridad.

Por otra parte, los terpenos se sintetizan en el citosol y el reticulo endoplasmatico, y dan origen a
sustancias como; aceites escenciales, fragancias florales las cuales sirven para atraer a
polinizadores (Croteau, 2000; Garcia, 2004). En el caso de V. pompona, tiene polinizacion por
recompensa, por lo que utiliza sus fragancias florales para atraer abejas del genero Euglossine, que
colectan fragancias del labelo de la flor (Soto-Arenas, 2009). Por otra parte, las diferentes
estructuras de terpenos, que son algunas toxinas, actian como defensa ante los depredadores.

Como es el caso de los piretroides que son monoterpenos y pueden actuar como insecticida, estos
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compuestos se han encontrado en hojas y flores de crisantemo (Chrysanthemum sp.) (Mazid et al.,

2011).

La presencia de fitoquimicos por tejido estuvo en relacion directa con la localidad de recolecta,
como las saponinas que mostraron un nimero mayor de bandas (6) en hojay tallo en las localidades
de Oaxaca: Morelos, Hidalgo y Primavera Morelos. Mientras que, la mayor presencia de
terpenoides en flor y fruto verde (5-6 bandas) se mostro en las localidades de Cazuelas y Morelos.
En la localidad de Cazuelas, Puntilla Aldamay Morelos se mostrd mayor presencia de flavonoides
en hoja (5-6 bandas). Por otra parte, en la localidad de Cazuelas, Puntilla Aldama, Morelos,
Primavera Morelos e Hidalgo se tuvo baja presencia de alcaloides en la mayoria de los tejidos
analizados de V. pompona (1-2) bandas, al igual que &cidos fendlicos (1-2 bandas) y taninos (1

banda) (Cuadro 1.7).

En el caso de flavonoides y acidos fendlicos el nimero de bandas vario en las cinco localidades
analizadas, posiblemente a que las localidades se ubican en sitios distantes, con diferente latitud,
altitud, temperatura, precipitacion, clima (Cuadro 1.3) (Figura 1.15C, ver anexos). Lo cual sugiere
que el ambiente, el manejo en la plantacion de V. pompona de la localidad de Cazuelas, la
condicion silvestre de V. pompona en la localidad de Morelos, Hidalgo y Primavera Morelos fue
lo que ocasiono esas diferencias entre localidades, tal y como se reporta en las determinaciones
por CCF de flavonoides y fenoles en extractos de metanol de hojas de Tithonia tubaeformis, donde
se detectaron diferencias en fenoles y flavonoides de las muestras de las diferentes regiones de

colecta, debido a la diferente radiacion solar recibida en las plantas (Hinojosa et al., 2013).
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Cuadro 1.7 Numero de bandas de fitoquimicos detectados por cromatografia en capa fina en los
extractos de hoja (H), tallo (T), flor (F), fruto verde (Fv) y fruto beneficiado (Fb) de
Vanilla pompona Schiede de las localidades de Cazuelas, Puntilla Aldama, Hidalgo,
Morelos y Primavera Morelos.

Sap* Alc*  Flav* Tan* Ac.f* Terp**

Localidad Tejido Numero de bandas Total
H 5 1 5 1 2 4 18
T 5 0 5 1 2 4 17
Cazuelas F 5 1 3 1 2 5 17
Fv 6 1 2 1 1 6 17
Fb 3 1 3 1 2 4 14
Total 24 4 18 5 9 23 83
Puntilla H 5 1 6 1 2 2 17
Aldama T 6 1 2 1 2 2 14
Total 11 2 8 2 4 4 31
H 6 2 5 1 2 4 20
T 6 1 5 1 2 4 19
Morelos F 6 2 5 1 2 6 22
Fv 5 1 2 1 2 5 16
Fb 5 1 3 1 2 3 15
Total 28 7 20 5 10 22 92
Hidalgo H 6 1 3 1 2 4 17
T 6 1 2 1 2 3 15
Total 12 2 5 2 4 7 32
Primavera H 6 1 3 1 1 5 17
Morelos T 6 1 1 1 1 4 14
Total 12 2 4 2 2 9 31

Sap= saponinas; Alc= alcaloides; Flav= flavonoides; Tan= taninos; Ac.f= acidos fendlicos; Terp=
terpenos;*=extracto de metanol; **=extracto de hexano.
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1.4 CONCLUSIONES

El anélisis cualitativo por la prueba de cromogenos mostré presencia en orden de importancia, de
saponinas, flavonoides, terpenos acidos fendlicos y alcaloides, principalmente en extractos de
metanol en hoja, tallo, flor fruto verde y beneficiado de V. pompona. Mientras que por la prueba
en cromatografia en capa fina se detectd presencia saponinas, acidos fendlicos, flavonoides,
alcaloides en extractos de metanol, y los terpenos se detectaron con presencia mayor en el extracto
de hexano. En la localidad de Morelos y Cazuelas en flor y fruto verde se observo presencia mayor
de terpenos, y la hoja mostré presencia mayor de flavonoides. Por ultimo las muestras de la
localidad de Morelos y la de Cazuelas fueron las de mayor contenido de compuestos, a pesar de
ser ambientes contrastantes tanto en precipitacion (2000-2500 vs 800-1200 mm) como en altura
(1277 vs 69 msnm) y comparables con la presencia de saponinas, flavonoides y terpenos, lo que
indica que el nivel de fitoquimicos se mantiene a pesar de los diferentes ambientes y condiciones
de desarrollo en V. pompona. Estos analisis mostraron de manera cualitativa el perfil de

fitoquimicos que presentan las estructuras de la planta de Vanilla pompona.
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CAPITULO II.

CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FITOQUIMICOS DE ORGANOS DE Vanilla

pompona Schiede DESARROLLADOS BAJO DOS AMBIENTES

RESUMEN

Los factores ambientales pueden tener efecto en la produccion de fitoquimicos en las plantas. En
Vanilla pompona Schiede, la presencia de fitoquimicos se ha documentado principalmente en
frutos verdes y beneficiados, en relacidén con los compuestos que proporcionan el sabor y aroma,
sin considerar el efecto del ambiente donde crecen. El trabajo tuvo como objetivo cuantificar la
concentracion total de compuestos fendlicos (CFT), flavonoides (FLAVT), triterpenos (TRIT) y
saponinas (SAPT) en las estructuras vegetales (hoja, tallo) y reproductivas (flor, fruto verde y fruto
beneficiado) de V. pompona en dos sitios de recolecta: la localidad de Cazuelas del municipio de
Papantla, Veracruz y la localidad de Morelos en el municipio de Santa Cruz ltundujia, Oaxaca,
Meéxico. Los CFT, FLAVT se cuantificaron en extractos de metanol, TRIT en extractos de etanol
y SAPT en extractos acuosos de las cinco estructuras de la planta mediante métodos
espectrofotométricos. Por tejido el fruto verde de 36 semanas tuvo la concentracion mayor de CFT
(0.586 g'100 g1), de TT (34.213 g'100 g1) y de SAPT (5.968 g'100 g?), la hoja y la flor tuvieron
la concentracion mas alta de FLAV (1.101 y 1.034 g'100 g't), respectivamente. Entre localidades,
Morelos y Cazuelas tuvieron una concentracion similar de CFT (0.344y 0.325 g 100 g1). Mientras
que la localidad de Morelos tuvo mayores concentraciones de FLAVT (0.799 g'100 g?), y
Cazuelas destaco por la concentracion mayor de TRIT (9.301 g'100 gt) y SAPT (3.792 g'100 g
). Mientras que la temperatura media anual y el régimen de humedad del suelo tuvieron efecto en

la acumulacion de TRIT y SAPT en la localidad de Cazuelas.

Palabras clave: ambiente, metabolitos secundarios, vainilla, Oaxaca, Veracruz,
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2.1 INTRODUCCION

Los fitoquimicos se caracterizan por tener propiedades farmacoldgicas, por lo que en los ultimos
afios se ha investigado sobre el tipo de fitoquimicos que contienen algunas especies de plantas
(Drago-Serrano et al., 2006). Por ejemplo, en V. planifolia, donde la vainillina es el compuesto
mayoritario de los frutos beneficiados, se caracteriza por tener propiedades antioxidantes
(Shyamala et al.,, 2007; Dong et al.,, 2014), anticancerigenas (Akagi et al.,, 1995;
Lirdprapamongkol et al., 2005), para inhibir formacion de células falciformes (Zhang et al., 2004)
y para reducir dafio cromosomico (Keshava et al., 1998) entre otras. También en esta especie, los
extractos etandlicos de hoja y tallo de V. planifolia han mostrado actividad antimicrobiana

(Shanmugavalli et al., 2009).

En algunos trabajos se ha documentado el efecto del ambiente que puede tener sobre la produccion
de fitoquimicos (Chandra et al., 2014; Ibarra-Cantun et al., 2017). En la especie Potentilla
fructicosa L. provenientes de diferentes regiones de China se evidencié que factores ambientales
como temperatura media anual, altitud y precipitacion media anual, tuvieron influencia en la
produccion de fitoquimicos (Liu et al., 2016). De igual forma en vainilla, se detect6 que la
concentracion de algunos componentes fitoquimicos, como compuestos fenodlicos totales,
flavonoides totales, saponinas, taninos totales y condensados totales, tuvieron variacion en funcién
del tejido y del sitio de la recolecta en diferentes ambientes de la Huasteca Hidalguense (Andrade-
Andrade et al., 2018). En poblaciones silvestres de Oaxaca de V. planifolia, los frutos beneficiados
mostraron efecto de la zona ecoldgica sobre la concentracion de cuatro de los compuestos fenolicos
del aroma (acido p-hidroxibenzoico, p-hidroxibenzaldehido, acido vanillico y vainillina) (Herrera-
Cabrera et al., 2016). Sin embargo, en V. pompona solo se han analizado fitoquimicos en frutos

verdes y beneficiados (Ehlers y Pfister, 1997: Maruenda et al., 2013; Galeas et al., 2015, 2016), y
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en ninguno de los estudios se ha considerado el ambiente en el que se cultivan. Por lo que, el
trabajo tuvo como objetivo conocer la concentracion de los compuestos fendlicos totales,
flavonoides totales, triterpenos totales y saponinas totales en hojas, tallos, flores, frutos verdes y
frutos beneficiados de V. pompona, ademéas de determinar la influencia en la concentracion de
fitoquimicos de la condicion ambiental en la que crecen las plantas en dos sitios de recolecta;
Cazuelas Papantla, Veracruz y Morelos Santa Cruz Itundujia, Oaxaca, México. Con el propdsito
de conocer el potencial que tienen los tejidos de la planta de esta especie en la produccion de

fitoquimicos.

2.2 MATERIALES Y METODOS

Se recolecto material vegetal de V. pompona proveniente de dos sitios; una plantacion introducida
y establecida en arboles de cedro blanco, en Cazuelas, Papantla, Veracruz, y una poblacion en

condicion silvestre en la localidad de Morelos, Santa Cruz ltundujia, Oaxaca (Cuadro 2.1).

Cuadro 2.1 Sitios de colecta de Vanilla pompona Schiede en Cazuelas y Morelos.
Sitio Estado  Municipio Localidad Longitud Latitud Altitud (m)

1 Veracruz Papantla Cazuelas -97.27 20.43 69
2 Oaxaca Santa Cruz Morelos -97.68 16.78 1277
Itundujia

Material vegetal

Durante la floracion, en el mes de mayo de 2016, se realizd la recolecta de hojas, tallos y flores.
Ademas, se marcaron y polinizaron de 20 a 30 flores por sitio, posteriormente entre las 29-36
semanas después de la polinizaciéon se recolectaron los frutos, algunos fueron analizados en verde

y otros se sometieron al proceso de beneficiado tradicional (Cuadro 2.2, Figura 2.1). El beneficiado
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lo realizd el maestro beneficiador Veremundo Rodriguez en el Beneficio Primero de Mayo,

Papantla, Veracruz.

Cuadro 2.2 Estructuras vegetales y reproductivas colectadas de Vanilla pompona en Cazuelas
Papantla, Veracruz y Morelos Santa Cruz Utundujia, Oaxaca.

Tejido Semanas Localidad
Cazuelas Morelos
Hoja y Tallo (esqueje) 7 4
Flor 19 15
Fruto verde 29 6 14
31 13 7
36 7
Fruto beneficiado 29 9 16
31 21 6
36 15

Se analizd el efecto del ambiente sobre el contenido de fitoquimicos de V. pompona entre
localidades. Como variables ambientales se consideraron; clima, precipitacion media anual,

altitud, temperatura media anual y régimen de humedad del suelo (Cuadro 2.3).
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Figura 2.1 Frutos verdes y frutos beneficiados de Vanilla pompona de 29, 31y 36 semanas después
de la polinizacion, procedentes de Cazuelas, Papantla, Veracruz y Morelos, Santa Cruz
Itundujia, Oaxaca.
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Morelos

Cuadro 2.3 Caracteristicas climaticas de las localidades de recolecta de Vanilla pompona
Schiede de Morelos, Santa Cruz, Oaxaca y Cazuelas, Papantla Veracruz.

Precipitacion Temperatur Reégimen de Zona
Localidad Clima media anual Altitud amedia  humedad del -
o | ecoldgica
(mm) (m) anual (°C) suelo
Calido . Tropical
Cazuelas subhimedo  800-1200 69 >22 Ustico P
himeda
(Awl)
Semicélido
subhumedo L Templada
Morelos del grupo C 2000-2500 1277 >18 Xérico hameda
(A)C (wl)

(Fuente, CONABIO, 2012) Ustico= 180 a 270 dias de humedad; Xérico= 90 a 180 dias de
humedad.
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Elaboracién de extractos

Previo al analisis de fitoquimicos, a todos los tejidos se les determind el contenido de humedad en
termobalanza (Ohaus MB45), para expresar la concentracion de los metabolitos secundarios con

base en materia seca (MS).

Compuestos fenolicos totales y flavonoides totales

De cada tejido (hoja, tallo, flor, fruto verde y fruto beneficiado) de la localidad de Cazuelas y
Morelos se prepararon extractos en metanol a una concentracion de 500 mg-mL. Las muestras se
colocaron en un bafio ultrasonico (Ultrasonic Cleaner AS5150B) por un lapso de 30 min.
Posteriormente, los extractos se dejaron macerando por 12 horas. Despues se filtraron y

almacenaron en viales de vidrio a -20 °C hasta su analisis.

Triterpenos totales

Se peso 1 g de muestra fresca, se afiadio 10 mL de etanol al 75% y se dejo reposar a temperatura
ambiente por 10 h. La muestra se sometio a bafio ultrasonido por 40 min a 60 °C. Después se
centrifug6 a 5000 revoluciones por minuto (rpm) durante 5 min. El sobrenadante se evaporo en el
rotoevaporador utilizando vacio, procurando dejar etanol. La solucion se guardd a 4 °C durante 12
horas, al término se centrifugo a 5000 rpm por 5 min. Posteriormente se evaporo por completo el
etanol. El residuo se extrajo 4 veces con butanol:agua (1:1) (v/v). La fase acuosa se descartd y la
fase organica se evaporo en rotoevaporador. Al residuo se le afiadio éter etilico y se almaceno a 4
°C por 12 h. El residuo se centrifugo y se descarté el disolvente. El precipitado se seco a 60 °C en
estufa de aire forzado. Con el residuo solido se prepard una solucion muestra a una concentracion
de 0.5 mg-mL* disuelto en etanol al 100 %. Los extractos se almacenaron en viales de vidrio a -

20 °C hasta su analisis.
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Saponinas totales

De cada tejido (hoja, tallo, flor, fruto verde y fruto beneficiado) se prepararon extractos en agua a
una concentracion de 200 mg-mL. Las muestras se colocaron en un bafio ultrasénico (Ultrasonic
Cleaner AS5150B ver manual) por un lapso de 30 min. Posteriormente, los extractos se dejaron
macerando por 12 horas. Despues se filtraron y almacenaron en viales de vidrio a -20 °C hasta su

analisis.
Cuantificacién de fitoquimicos

Compuestos fendlicos totales

Se utilizé6 el método colorimétrico de Folin-Ciocalteau (Herald et al., 2012) con algunas
modificaciones. Del extracto preparado se realiz6 una dilucion de 1:5 (v/v) solo para fruto verde
y beneficiado. Se utiliz6 25 pL de solucion muestra o estandar y se mezcl6 con 75 pL de agua
desionizada, después a la mezcla se adicionaron 25 ul del reactivo Folin-Ciocalteu al 50 % (v/v),
la mezcla se agit6 por 10 s a velocidad media y se dejé reposar por 6 min a temperatura ambiente
en la oscuridad. Se afiadié 100 pL de Na2COs al 7.5 % (p/v). se agit6 por 10 s a velocidad media
y se dejo reposar por 60 min a temperatura ambiente en la oscuridad. Posteriormente se registro la
absorbancia a 725 nm en un espectrofotometro de microplaca (Thermo Scientific Varioskan
Flash). Se obtuvo una curva estandar (y = 0.0089x + 0.0002; r?= 0.99) con acido galico (Sigma
Aldrich; No. Cat. G7384). El contenido de compuestos fenodlicos totales se expres6 como

equivalentes del acido galico en g-100 g* de materia seca (MS).

Flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales se determind con base en el método de Silva-Beltran et al.
(2015) con algunas modificaciones. El extracto se realiz6 para hoja, tallo, flor, fruto sin beneficiar
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y beneficiado a una concentracion de 500 mg-mL™* en metanol al 100 %. Para fruto beneficiado se
realiz6 una dilucion de 1:5 (v/v) y para las demas estructuras no se realizé ninguna dilucion.
Posteriormente se utilizd 25 pL de solucion muestra o estandar y se mezcl6 con 100 pL de agua
desionizada, la mezcla se agito por 8 s a velocidad media, inmediatamente se afiadio 10 uL de
NaNO:2 al 5 % (p/v), la mezcla se agito por 8 s a velocidad media, y se dejo reposar 5 min a
temperatura ambiente. Enseguida se afiadio 15 pL de AICls al 10 % (p/v), la mezcla se agito por 8
s a velocidad media y se dejo reposar 6 min a temperatura ambiente, enseguida se afiadié 50 pL
de NaOH a 1 M. La mezcla se agito por 8 s a velocidad media y se adicioné 50 pL de agua
desionizada. La mezcla se agitd 15 s a velocidad media y se dejo reposar 5 min en oscuridad a
temperatura ambiente, enseguida se determind la absorbancia a una longitud de 415 nm en un
espectrofotometro de microplaca (Thermo Scientific Varioskan Flash). Se obtuvo una curva
estandar (y = 0.001x + 0.0209; r?= 0.99) con quercetina (Sigma Aldrich; No. Cat. Q4951-10G). El

contenido de flavonoides totales se expresd en equivalentes de quercetina en g-100 g* MS.

Triterpenos totales

El contenido de triterpenos totales fue determinado por un método colorimétrico basado en Chang
y Lin (2012) con algunas modificaciones. Se realizé una dilucién de 1:5 (v/v) para fruto verde y
1:3 (v/v) para fruto beneficiado. Se utilizé 120 pL del extracto de cada muestra o estandar y se
mezclé con 150 pL de vainillina (disuelto en &cido acético glacial) a 5 % (p/v), enseguida se afiadid
500 pL de &cido perclérico. La mezcla se agito y se dejo en bafio Maria por 45 min a 60 °C.
Posteriormente, se dejo enfriar en agua con hielo durante 10 min. Después, se adiciono 2.25 mL
de 4&cido acético glacial. La absorbancia fue medida a una longitud de 550 nm en un

espectrofotometro (UV/VIS; Evolution 300, Thermo). Se obtuvo una curva estandar (y = 0.0011x
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+0.0107; r?>= 0.99) con Acido oleandlico (Sigma Aldrich; No. Cat. 05504-100MG). El contenido

de triterpenos totales se expreso en equivalentes de acido oleandlico en g-100 g MS.

Saponinas totales

El contenido de saponinas totales se cuantifico de acuerdo al método de Ahmed y Wang (2015),
con algunas modificaciones. Se expresé como equivalentes de saponina quillaje. Se realiz6 una
dilucion de 1:3 (v/v) para tallo y hoja, para flor 1:4 (v/v). Mientras, que para fruto verde y
beneficiado se realiz6 una dilucion 1:10 (v/v). Se utiliz6 25 pL del extracto de cada muestra 'y se
mezcl6 con 225 uL de agua, enseguida se adiciono 250 L a la mezcla de vainillina al 8 % (p/v)
y 2.5 mL de acido sulfarico al 72 % (v/v). Posteriormente, la mezcla se coloco en bafio Maria por
20 min a 60 °C y se dejé enfriar en agua con hielo por 10 min. Después, se dejo reposar por 30 s
en agua a temperatura ambiente. La absorbancia fue medida a una longitud de 544 nm en un
espectrofotometro (UV/VIS; Evolution 300, Thermo). Se obtuvo una curva estandar (y = 0.0003x
+0.0059; r?= 0.99) con saponina quillaje (Sigma Aldrich; No. Cat. 57900-25G). El contenido de

saponinas totales se expreso en g-100 g™t MS.

Anadlisis estadistico

Para los valores de concentracion de los compuestos fendlicos totales, flavonoides totales,
saponinas totales y triterpenos totales, se incluyeron nueve repeticiones para hoja y tallo, y cuatro
repeticiones para flor, fruto verde y beneficiado para cada localidad de recolecta. En el analisis
estadistico de los resultados de la concentracion de fitoquimicos de V. pompona, se utilizd a la
temperatura media anual, régimen de humedad del suelo, altitud y precipitacion media anual como

fuente de variacidn. Los datos se analizaron bajo un modelo equivalente al disefio completamente
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al azar. Se realiz6 un analisis de varianza (ANAVA) y comparacion de medias mediante la prueba

de Tukey (0=0.05) mediante el paquete estadistico SAS version 9.0 (2002).

Para identificar asociaciones entre variables ambientales y fitoquimicos se realiz6 anélisis
multivariados de las variables evaluadas, mediante el analisis de correlaciones canoénicas. Porque
este analisis es adecuado para buscar interdependencia entre las variables evaluadas, a diferencia
de las correlaciones de Pearson. También, se pueden usar datos métricos y no metricos para
variables dependientes e independientes. Ademas, la correlacién candnica muestra la varianza
compartida por las combinaciones lineales de los conjuntos de variables (Wydra y Verdier, 2002;
Badii et al., 2007; Herrera y Garcia, 2010). Por lo que, este analisis explica la relacion entre dos
grupos de variables, usando combinaciones lineales para cada grupo, buscando la correlacion mas
alta entre grupos de variables. Asi mismo, se utilizaron cargas cruzadas para interpretar las
correlaciones canonicas, ya que estas proporcionan una medida mas directa de las relaciones entre
las variables dependientes e independientes. Se realizO mediante el paquete estadistico SAS

version 9.0 (2002).

También, se realiz6 un analisis de conglomerado y un analisis de componentes principales (ACP)
para determinar las variables con mayor influencia en la distribucion de los tejidos de acuerdo con

su similitud mediante el paquete estadistico SAS versién 9.0 (2002).

2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis del contenido de fitoquimicos de V. pompona Schiede

Los compuestos fitoquimicos que se tienen reportados de poblaciones silvestres de V. pompona en
México son muy escasas. Algunos trabajos reportan solamente compuestos en frutos beneficiados

(Ehlers y Pfister, 1997; Delgado Alvarado et al., 2014; Galeas et al., 2015, 2016), en frutos verdes
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y beneficiados (Maruenda et al., 2013). Mientras que en la mayor parte de las investigaciones de
fitoquimicos se enfocan principalmente en V. planifolia, en cuantificar los cuatro compuestos que
proporcionan el sabor y aroma, por ser la especie mas utilizada como saborizante en la industria
(Salazar-Rojas et al., 2012; Delgado-Alvarado et al., 2014; Herrera-Cabrera et al., 2016). Y

algunos estudios en hoja, tallo, flor, fruto verde y beneficiado (Andrade-Andrade et al., 2018).

El analisis de fitoquimicos de hoja, tallo, flor, y fruto verde y fruto beneficiado de 29, 31y 36
semanas de maduracién de V. pompona entre localidades mostré coeficientes de variacion méas
altos en saponinas totales (SAPT; 26.676 %) y compuestos fenolicos totales (CFT; 20.785 %),
debido a que la concentracion de estos fitoquimicos tuvo una amplia variacion dentro de las
diferentes estructuras de la planta. Mientras, que los triterpenos totales (TRIT), mostraron los
coeficientes de variacién mas bajos (14.369 %), debido a que la concentracion fue mas homogénea

dentro de los tejidos de la planta (Cuadro 2.4).

Se detectaron diferencias altamente significativas (P<0.0001) en las variables analizadas en

localidad y tejido, excepto en CFT por localidad que no tuvo diferencia significativa (Cuadro 2.4).

Cuadro 2.4 Medias y coeficientes de variacion de las variables evaluadas en Vanilla pompona
Schiede en dos localidades colectadas de Veracruz y Oaxaca, México.

Variable Cuadrados medios

g100 g MS Media CV (%) Localidad Tejido Localidad*Tejido Error

CFT 0.334 20.785 0.011INS 0.298*** 0.054*** 0.005
FLAVT 0.749 16.040  0.263*** 0.753*** 0.114*** 0.014
TRIT 7.308 14.369 321.764***  A57.473*** 10.295*** 1.103
SAPT 3.166 26.676  40.429***  17.959*** 6.753*** 0.713

***= P<(0.0001; NS=estadisticamente no significativo; CFT= Compuestos Fenodlicos Totales;
FLAVT=Flavonoides Totales; TRIT=Triterpenos Totales; SAPT=Saponinas totales.
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Los resultados del contenido de fitoquimicos mostrd variacion entre localidades, excepto en CFT
que tuvieron valores similares de concentracion promedio de los tejidos (0.325-0.344 g100 g’
MS) (Cuadro 2.5), lo que sugiere que a pesar de los diferentes ambientes en donde crecieron las
plantas (Cuadro 2.3), no hubo efecto entre localidades para la produccion de estos compuestos. En
cultivos de frutales, la concentracion de compuestos fendlicos y otros fitoquimicos pueden variar
debido a cambios en las condiciones climéaticas como temperatura, radiacion UV, humedad,

salinidad y precipitacion (Akula y Ravishankar, 2011; Xu et al., 2011; Chandra et al., 2014).

En V. planifolia el ambiente no ha tenido efecto en la presencia y concentracion de los cuatro
compuestos principales que proporcionan su sabor y aroma (Salazar-Rojas et al., 2012). Los
cambios en la concentracion de estos compuestos se han atribuido més bien a un proceso de
seleccion de los frutos, realizado por los productores en la cultura totonaca basado en el aroma 'y
usos, que ha promovido un aumento en la cantidad de la vainillina y una reduccion en la
concentracion de tres compuestos minoritarios (acido vanillico, p-hidroxibenzaldehido y acido p-
hidroxibenzoico) (Delgado-Alvarado et al., 2014). Mientras que V. pompona no ha sufrido un
proceso de seleccion tan arduo como V. planifolia, por lo que es de esperarse que esta especie
tienda a producir mayor diversidad de fitoquimicos como un sistema de adaptacion al ambiente

donde se desarrolle (Chandra et al., 2014; Liu et al., 2016).
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Cuadro 2.5 Prueba de medias para las variables fitoquimicas en Vanilla pompona Schiede en la
localidad de Cazuelas y la localidad de Morelos, México.

Compuestos fenolicos  Flavonoides  Triterpenos Saponinas

Localidad totales totales totales totales
g100 g MS

Cazuelas 0.325 2 0.707° 9.301 2 3.7922

Morelos 0.344 2 0.799 @ 5.264° 2.388°

DMS 0.024 0.043 0.472 0.372

Letras diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica segun Tukey (0=0,05); DMS=
diferencia minima significativa.

En FLAVT, SAPT, y TRIT se observd un efecto del ambiente en la concentracion de estos
compuestos por las localidades analizadas. De manera similar en otras especies como en fruto de
Cola pachycarpa recolectado en distintas zonas geograficas, la concentracion de compuestos
fenolicos, flavonoides y taninos mostré variacion atribuida al ambiente (Ene-Obong et al., 2016).
La localidad de Morelos tuvo la concentracion mayor de FLAVT (0.799 g'100 gt MS). A
diferencia de la localidad de Cazuelas que mostro una concentracion mayor de TRIT (9.301 g'100
gl MS) y de SAPT (3.792 g'100 g MS) (Cuadro 2.5). Las respuestas diferenciadas de los
fitoquimicos es probable que se deba, a que como son utilizados para defensa y proteccién, tienen
un papel importante en relacion con el entorno ecoldgico, las plantas los producen en funcién de
sus necesidades para adaptarse a condiciones cambiantes de temperatura, humedad, salinidad,
radiacion UV, estrés quimico, y/o también para su defensa ante depredadores, bacterias y hongos,
de alli que se promueva la biosintesis de compuestos derivados de la ruta del acido shikimico y
del &cido mevalonico (Akula y Ravishankar, 2011; Mazid et al., 2011).

En la prueba de medias (Tukey a= 0.05) por tejido se observaron diferencias significativas en la
concentracion de los fitoquimicos. El fruto verde de 31 y 36 semanas tuvo la concentracion mas alta

de compuestos fendlicos totales (CFT) (0.501 y 0.586 g'100 gt MS). Mientras que el tallo (0.192
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g'100 g* MS) y el fruto beneficiado de 29 y 31 semanas (0.207 y 0.189 g'100 g* MS) tuvieron la
concentracion menor de estos metabolitos (Cuadro 2.6). La disminucion en la concentracion de CFT
en el fruto beneficiado respecto a los frutos verdes, posiblemente se deba a que durante el proceso
de curado estos metabolitos se degradan por la accion de las enzimas y alta temperatura, aunque

para V. pompona no se encontro algtn antecedente al respeto.

En FLAVT, la hoja (1.101 g'100 g MS) y flor (1.034 g'100 g MS) fueron los tejidos en los que
se obtuvieron las concentraciones mayores, debido probablemente a que estos compuestos se
generan por estrés, y la planta los utiliza para su defensa (Silva-Beltran et al., 2015), y son
precisamente las hojas y frutos los 6rganos mas expuestos ante factores externos. En fruto
beneficiado de 29 y 31 semanas (0.519 y 0.447 g'100 g* MS) se tuvo la concentracion mas baja
de este compuesto (Cuadro 2.6), al respecto se sabe que algunos de estos compuestos son
termosensibles (Liu et al., 2016), lo que sugiere que durante el proceso de beneficiado pudieron

degradarse y por eso mostraron una concentracion menor respecto a los frutos verdes.

En TRIT la concentracion mayor se obtuvo en fruto verde de 36 semanas (34.213 g'100 g MS) y
la menor concentraciéon se obtuvo en flor (2.763 g'100 g MS). Mientras que en SAPT la
concentracion mayor se obtuvo en fruto verde de 29 y 36 semanas (6.144 y 5.986 g'100 g MS),
teniendo FV29=FV36>Fv31>H=T>Fb29>Fb36>F=Fb31 (Cuadro 2.6). De manera similar en soya
(Glycine max) se encontré concentraciones de saponinas de 4 a 6 g'100 g MS (Berhow et al.,
2006). A diferencia de hojas de Ginkgo biloba L. donde obtuvieron concentraciones de saponinas
de 5.914 a 11.155 g'100 g (Qian et al., 2009). Se tiene reportado que las saponinas tienen
propiedades antifungicas (Rodés-Reyes et al., 2015), antiinflamatorias, antibacterial, antioxidantes,

antimicrobiana (Cheok et al., 2014). Por lo que, se necesitan realizar estudios mas detallados en V.
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pompona para conocer qué tipo de triterpenos y de que naturaleza quimica son las saponinas

(triterpenicas o esteroidales) para poder darles un uso apropiado.

Cuadro 2.6 Concentracion de fitoquimicos de hoja, tallo, flor, fruto verde y beneficiado de Vanilla
pompona Schiede de Oaxaca y Veracruz, México.

Compuestos Flavonoides Triterpenos Saponinas
fendlicos totales totales totales totales
Tejido 2100 g MS
Hoja 0.320¢ 1.1018 4.198 °f 3.247b¢
Tallo 0.192°¢ 0.697° 3.926 ¢ 3.353 b¢
Flor 0.408 ¢ 1.034° 2.763 f 1.669 ¢
Fv29 0.446 b* 0.721° 11.114°¢ 6.144 2
Fv31l 0.501° 0.807 ° 19.792° 3.706 °
Fv36 0.586 2 0.840° 34.213% 5.968 2
Fb29 0.207 ¢ 0.519°¢ 4,125 °f 2.164
Fb31 0.189°¢ 0.447 ¢ 5.607 % 1.302 ¢
Fb36 0.304 ¢ 0.720° 6.987 ¢ 2.593 bed
DMS 0.082 0.154 1.924 1.421

Letras diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica segun Tukey (0=0.05);
Fv29= fruto verde de 29 semanas; Fv31= fruto verde de 31 semanas; Fv36= fruto verde de 36
semanas; Fb29= fruto beneficiado de 29 semanas; Fb31= fruto beneficiado de 31 semanas;
Fb36= fruto beneficiado de 36 semanas, DMS= diferencia minima significativa.

En la interaccion de los fitoquimicos de localidad con tejidos se tuvieron diferencias significativas
para todas las variables analizadas (Figura 2.2). La concentracion de compuestos fendlicos totales
y de flavonoides totales fue similar en hoja y flor en ambas localidades, pero los tallos, frutos
verdes (29 y 31 semanas) y frutos beneficiados (31 semanas) de la localidad de Morelos mostraron

concentraciones mayores que en la localidad de Cazuelas (Figura 2.2).

La concentracion mayor de saponinas totales la presentaron las hojas, frutos verdes (29 y 31
semanas) y frutos beneficiados (29 y 31 semanas) de Cazuelas. En triterpenos totales todos los
tejidos excepto el fruto verde de 29 semanas, tuvieron una concentracion mas alta en la localidad

de Cazuelas (Cuadro 2.1A, ver Anexos). Las diferencias entre localidades de recolecta pueden
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atribuirse a las condiciones de cada localidad. Cazuelas, tiene un clima Calido subhumedo (Aw1),
una precipitacion media anual de 800-1200 mm, se encuentra a una altitud de 69 msnm,
temperatura de >22 °C, se ubica en la zona ecologica tropical humedad y tiene un régimen de
humedad del suelo Ustico (180 a 270 dias de humedad). Mientras que la localidad de Morelos tiene
un clima semicélido subhimedo del grupo C (A)C (w1), una precipitacién media anual de 2000-
2500 mm, la temperatura media anual es de >18 °C, se encuentra a una altitud de 1277 msnmy
pertenece a la zona ecoldgica templada himeda (CONABIO, 2012). Por lo que la temperatura y
el régimen de humedad del suelo en la localidad de Cazuelas propiciaron la mayor acumulacion
de saponinas, tal y como se reporta en Bacopa monnieri, donde la alta humedad y temperatura

provoco mayor produccion de saponinas (Phrompittayarat et al., 2011).

El anélisis del contenido de fitoquimicos de los tejidos por localidad mostré que, en Morelos, el
fruto verde de 31 semanas de maduracion tuvo la concentracion mayor de CFT (0.647 g'100 g’
MS), mientras que en los frutos beneficiados (29 y 31 semanas) se detectaron las concentraciones

mas bajas (0.157 2 0.199 g'100 g MS).
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Compuestos fenolicos Flavonoides totales
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Figura 2.2 Concentracion de fitoquimicos en la interaccion de localidad*tejido en Vanilla pompona Schiede en los sitios de recolecta en Cazuelas,
Papantla Veracruz y Morelos, Santa Cruz Itundujia Oaxaca, México.

Letras diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica segin Tukey (a=0.05).
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En el caso de FLAVT, la hoja (1.131 g'100 g* MS) vy la flor (1.035 g'100 g** MS) mostraron los
valores mas altos (Cuadro 2.6). En triterpenos los frutos evaluados de mayor madurez (31
semanas) tuvieron la concentracion mayor (17.490 g'100 g MS), sin embargo, en los frutos
beneficiados la concentracion de este compuesto disminuyo significativamente. Los tejidos que
mostraron la concentracion mayor de SAPT fueron fruto verde de 29 semanas de maduracion
(3.553 g'100 g MS), tallo (3.516 g'100 g* MS) y hoja (2.850 g'100 g'* MS). Mientras que, en
fruto beneficiado de 31 semanas de maduracion, la concentracion de SAPT disminuyo
significantemente (0.394 g'100 g™* MS) (Cuadro 2.7), por lo que los frutos inmaduros tienen mayor
contenido de fitoquimicos, como las saponinas que sirven para proteger a los frutos de los

depredadores (Kreuger y Potter, 1994).

En la localidad de Cazuelas, los CFT mostraron la concentracion mayor en el fruto verde de 36
semanas de maduracion (0.586 g'100 g'* MS). Los FLAVT se acumularon en concentracion mayor
en hoja (1.071 g'100 g MS) y flor (1.032 g'100 g™ MS) (Figura 2.1B, ver Anexos). Por otra parte,
los TRIT mostraron una concentracion significativamente mayor en los frutos verdes de 36
semanas de maduracion (34.213 g'100 g MS), pero disminuyo casi cinco veces en los frutos
beneficiados de la misma edad (6.987 g'100 g* MS). En general los terpenos actlian como
proteccidn de la planta ante depredadores, estrés abidtico como: alta temperatura, alta intensidad
de luz, contaminacién atmosférica entre otros factores (Siwko et al., 2007; Vickers et al., 2009),
lo que sugiere que la temperatura de la localidad de Cazuelas (>22 °C) condujo a una mayor
acumulacién de triterpenos en comparacion con la localidad de Morelos (>18 °C). En SAPT, el
fruto verde de menor edad (29 semanas) tuvo la concentracion mas alta (8.088 g'100 g* MS)

(Cuadro 2.7).
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Cuadro 2.7 Cuantificacién de fitoquimicos en hoja, tallo, flor, vaina verde y vaina beneficiada de
Vanilla pompona Schiede por localidad, México.

Compuestos Flavonoides Triterpenos Saponinas
fendlicos totales totales totales totales
Localidad Tejido g'100 g* MS

Hoja 0.322 « 1.0718 5.461F 3.693¢
Tallo 0.151°F 0.582°¢ 5.093F 3.190 %

Flor 0.396 1.0322 3.775 9 1.624F
Fv29 0.337 bed 0.553 10.223°¢ 8.088 2

Cazuelas Fv31l 0.404 P 0.690 b 22.093° 4,925°¢
Fv36 0.586 2 0.840° 34.213°2 5.968
Fb29 0.257 % 0.612°¢ 7.787¢ 3.005 %
Fb31 0.180 f 0.393¢ 6.013 °f 2.438 °f
Fb36 0.304 ¢ 0.720 bc 6.987 % 2.593 ¢f

DMS 0.082 0.176 1.316 0.970
Hoja 0.318¢ 1.131°2 2.934¢ 2.850 &

Tallo 0.232°¢ 0.811° 2.759 % 3.516°2

Flor 0.421° 1.035 ® 1.750°F 1.725¢

Morelos Fv29 0.519° 0.833°¢ 11.560° 3.5532
Fv31 0.6472 0.983° 17.4902 2.080 b°

Fb29 0.157f 0.427¢ 1.928 ©f 1.323°¢

Fb31 0.199 f 0.501 ¢ 5.200 ¢ 0.394 ¢

DMS 0.066 0.131 0.856 0.785

Letras diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica segin Tukey (0=0.05);
Fv29= fruto verde de 29 semanas; Fv31= fruto verde de 31 semanas; Fv36= fruto verde de 36
semanas; Fb29= fruto beneficiado de 29 semanas; Fb31= fruto beneficiado de 31 semanas;
Fb36= fruto beneficiado de 36 semanas, DMS= diferencia minima significativa.

Los compuestos que definen el aroma de los frutos verdes y beneficiados de V. pompona, hasta
ahora se han descrito que en su mayoria son de tipo fendlico (Ehlers y Pfister, 1997; Maruenda et
al., 2013, Galeas et al., 2015, 2016). En este trabajo, la concentracion de compuestos fenolicos
totales tuvo los valores més altos en los frutos verdes de maduracion méas avanzada, 31 semanas
(localidad de Morelos) y 36 semanas (localidad de Cazuelas). Sin embargo, la concentracion en
los frutos beneficiados de los mismos estados de maduracion mostrd una reduccion significativa
de casi 70 % en los frutos de 31 semanas y de cerca de 50 % en los frutos de 36 semanas. Estos
resultados evidenciaron que los compuestos fendlicos de los frutos verdes de V. pompona se
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degradaron durante el proceso de curado, contrario a V. planifolia, donde los compuestos fendlicos
(0.7496 g'100 g* MS) no solo no disminuyen, sino que se incrementan durante el beneficiado
(Andrade-Andrade et al., 2018), también durante este proceso se modifican otras propiedades
fisicoquimicas (color, pH y humedad) y organolépticas (Ramachandra y Ravishankar, 2000; Luna-

Guevara et al., 2016).

En este trabajo, el beneficiado de los frutos se realiz6 de acuerdo al proceso descrito por Xochipa-
Morante et al. (2016), que tradicionalmente se utiliza en los frutos de V. planifolia. EI proceso
consistio principalmente de cuatro etapas, el matado de los frutos verdes con agua caliente,
posteriormente el sudado, en donde los frutos se almacenaron durante 24 h en cajones de madera,
después se sometieron a aproximadamente 21-25 ciclos de un proceso llamado “asoleado-sudado”,
luego los frutos nuevamente se colocaron en las cajas de madera, con el objetivo de deshidratar y
provocar el desarrollo del aroma y el color del fruto de la vainilla. En el caso de V. pompona el

beneficiado tardé alrededor de 16 semanas.

En otras especies como en V. tahitensis (Brunschwig et al., 2017), el beneficiado de los frutos lo
han realizado en tres etapas. Primero dejaron madurar las vainas hasta que tuvieran un color marrén
(80% de humedad), y no realizaron tratamiento térmico con agua caliente. En la segunda etapa
secaron al sol y realizaron sudados, en la parte final de esta etapa, para obtener frutos flexibles y
brillantes, realizaron un masaje en todo el fruto para que las semillas se extendieran. La tercera
etapa fue de secado al aire, dejando a los frutos con una humedad final de 50-55%. En V. pompona
es limitada la informacion documentada sobre el proceso de curado de los frutos. Los pocos
trabajos en los que se han mencionado los frutos beneficiados de esta especie, no indican los

detalles de la forma de beneficiar los frutos.
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La humedad se considera una de las propiedades fisicoquimicas que determinan la calidad de la
vainilla (Ramachandra y Ravishankar, 2000). En este estudio los porcentajes de humedad y materia
seca de los frutos verdes y beneficiados variaron en relacion con la edad de maduracion (Cuadro
2.8). En frutos verdes de 36 semanas de la localidad de Cazuelas se obtuvo el porcentaje de
humedad més bajo (78.58 %) y un porcentaje alto de materia seca (21.42 %). En frutos verdes de
31 semanas de la localidad de Cazuelas hubo una reduccion del contenido de materia seca (16.54
%). En ambas localidades, el porcentaje de humedad méas bajo se registrd en frutos beneficiados
de 29 semanas en un rango de 13.60 a 14.78%, los frutos beneficiados de 31 semanas obtuvieron
un porcentaje de humedad en un rango de 20.95 a 24.68 %, el cual se aproximé al contenido de

humedad de 25 a 38 % que establece la NOM-182-SCFI-2011 para Vanilla planifolia.

Cuadro 2.8 Porcentaje de humedad de frutos verdes y beneficiados de Vanilla pompona de
diferentes semanas de maduracion.

Fruto verde Fruto beneficiado
Humedad Materiaseca  Humedad Materia seca

Localidad Semanas (%) (%) (%) (%)
Cazuelas 29 80.52 19.48 13.60 86.40
31 83.46 16.54 24.68 75.32
36 78.58 21.42 22.83 77.17
Morelos 29 79.38 20.62 14.78 85.22
31 78.99 21.01 20.95 79.05

En especies de Vanilla no comerciales, como V. pompona y V. tahitensis, se sabe poco de los
efectos del proceso de beneficiado sobre la acumulacion de fitoquimicos en frutos curados, a
diferencia de V. planifolia donde est4 bien documentada la influencia del tipo de beneficiado sobre
los compuestos del aroma (Luna-Guevara et al., 2016; Xochipa-Morante et al., 2016).
Recientemente en V. tahitensis, Brunschwig et al. (2017) evaluaron por HPLC algunos de los

componentes del aroma de los frutos en diferentes etapas de beneficiado, y observaron una
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disminucion de 30 % de los compuestos del aroma, cuando la humedad de los frutos paso de 80 %
(inicio del beneficiado) a 50-55 % (final del beneficio), debido a la evaporacién por el secado al
sol y a la sudoracién. En particular los compuestos que disminuyeron fueron el anisil alcohol y la
vainillina, en tanto que el &cido vanillico y el anisaldehido se mantuvieron estables. Mientras que
en el andlisis de compuestos volatiles del aroma por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas (CG-MS) de V. tahitensis en las diferentes etapas de beneficiado,
encontraron que al llegar al 40 % de humedad no fue adecuado, debido a que disminuyeron los
acidos grasos. En general los compuestos de anisil se mantuvieron estables, aumentaron aldehidos
saturados (notas florales) y compuestos fendlicos, también hubo un incremento de aldehidos
monoinsaturados y diinsaturados, lo cual no es adecuado para mantener el equilibrio del aroma de
esta especie. Estos resultados sugieren que en V. pompona, pudo ocurrir algo similar durante el
proceso de beneficiado, debido a que se observd una disminucion significativa en el contenido de
compuestos fendlicos totales, triterpenos y saponinas en los frutos beneficiados, respecto a la
concentracion que presentaron estos compuestos en los frutos verdes, especialmente los triterpenos

totales.

En las dos localidades analizadas se obtuvo una concentracion alta de triterpenos totales en fruto
verde de 29, 31 y 36 semanas de maduracion en un rango de 10.223 a 34.213 g'100g"*MS (Cuadro
2.7). Al respecto algunos estudios han reportado que dentro de los compuestos volatiles que se han
encontrado en V. pompona y en V. planifolia en frutos beneficiados son terpenos, principalmente
limonene que pertenece al grupo de los limonoides (tetranortriterpenos) y monoterpenos (a-
Terpineno, p-Cimeno), estos compuestos son utilizados en la industria como saborizantes y como

aromatizantes (Galeas et al., 2016; Sabik et al., 2016). Lo que sugiere, que se deben realizar mas
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estudios para identificar los tipos de terpenos que hay en V. pompona de las localidades evaluadas

(Cazuelas y Morelos).

Distribucion de la variacion de fitoquimicos

Para identificar la variacion de fitoquimicos en los tejidos de V. pompona se realizé un analisis de
componentes principales. En donde, los tres primeros componentes principales, explicaron 97 %
de la variacion acumulada para las cuatro variables evaluadas (Cuadro 2.9).

Cuadro 2.9 Valores propios y proporcion acumulada de la variacién explicada para cada variable

en las tres primeras dimensiones de la caracterizacion de fitoquimicos de Vanilla
pompona Schiede de Veracruz y Oaxaca.

Componente principal (CP)

CP1 CP2 CP3
Compuestos fenolicos totales
(g'100 gt MS) 0.618 0.277 -0.271
Flavonoides Totales
(2100 gt MS) 0.328 0.730 0.425
Triterpenos Totales
(2100 g* MS) 0.580 -0.322 -0.472
Saponinas Totales
(2100 gt MS) 0.417 -0.535 0.723
Autovalor 2.13 1.23 0.52
Proporcion 0.53 0.31 0.13
Acumulada 0.53 0.84 0.97

Los valores en negritas indican las variables que mas influencia tienen en cada componente
principal.

El primer componente principal (CP1) explico 53 % de la variacion total, y estuvo explicado por
las variables; compuestos fenodlicos totales (CFT) y triterpenos totales (TRIT). El segundo
componente principal (CP2), expreso 31% de la variacion total y estuvo integrado por la variable
de flavonoides totales (FLAVT). Mientras que el tercer componente principal (CP3) defini6 13%

de la variacion total y estuvo explicado por saponinas totales (SAPT) (Cuadro 2.7).
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Conforme a los tres primeros componentes principales, la distribucion espacial de los tejidos
vegetales mostro la conformacion de cinco grupos, donde el grupo | estuvo conformado por los
frutos verdes de 29 y 31 semanas de maduracion de la localidad de Morelos (MFv29 y MFv31).
Mientras, que el grupo Il estuvo conformado por los tejidos de hoja y flor de la localidad de
Morelos (MH y MF) y de la localidad de Cazuelas (CH y CF). El grupo 111 estuvo conformado por
fruto beneficiado de 29 y 31 semanas de maduracion de la localidad de Morelos (MFb29 y
MFb31), fruto beneficiado de 29, 31 y 36 semanas de la localidad de Cazuelas (CFb29, CFb31 y
CFb36), tallos de la localidad de Cazuelas (CT) y de la localidad de Morelos (MT). El grupo 1V
estuvo conformado por frutos verdes de 29 semanas de la localidad de cazuelas (CFv29) y el grupo
V incluyé los frutos verdes de 31 y 36 semanas de la localidad de cazuelas (CFv31l y CFv36)

(Figura 2.3).

La distribucion de los tejidos con base en el CP1 colocé a los de mayor contenido de compuestos
fendlicos totales y triterpenos totales en el G I, este grupo estuvo ubicado en el eje positivo.
También el grupo V mostr6 una cantidad intermedia de compuestos fenolicos totales y triterpenos
totales, por lo que se encuentra colocado en el eje positivo. Mientras, que el grupo 11 se situé en
el eje negativo por tener las concentraciones mas bajas de compuestos fendlicos totales y
triterpenos totales, al igual que el grupo Il. EI CP2, coloco a los grupos | y Il en el eje positivo,
porgue contienen la mayor concentracion de flavonoides totales. En el eje negativo del CP2 ubicd
alos grupos 11, IV y V por contener las concentraciones mas bajas de flavonoides totales. Por otra
parte, el CP3 ubico en el eje positivo al grupo IV por contener la concentracion mayor de saponinas
totales. En el eje negativo del CP3 se ubicd al grupo I, 111y V por tener bajas concentraciones de

saponinas totales (Figura 2.3).
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Figura 2.3 Dispersion de tejidos de Vanilla pompona Schiede de localidades de Oaxaca y
Veracruz, México, con base en los tres primeros componentes principales del anlisis
de cuatro variables fitoquimicas agrupadas por medias poblacionales.

M= Morelos; C= Cazuelas; H= hoja; T= tallo; F= flor; Fv= fruto verde; Fb= fruto beneficiado; 29
semanas, 31 semanas; 36 semanas. Gl= grupo I; Gl1= grupo II; GllI= grupo IlI; GIV= grupo IV;
GV=grupo V.

Con el analisis de conglomerados a una distancia euclidiana de 0.8, se confirmaron los cinco

grupos observados mediante anélisis de componentes principales (Figura 2.4).

Grupo | (MFv29 y MFv31). Estuvo conformado por los frutos verdes de 29 y 31 semanas de
maduracion de Morelos. Se caracterizd por presentar la concentraciébn mayor de compuestos

fenolicos totales (CFT) (0.520-0.645 g 100 g'* MS). También mostrd una concentracion abundante
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de triterpenos totales (TRIT) (11.560-17.490 g'100 g MS) en estos tejidos. Al igual que

flavonoides totales (FLAVT) (0.832-0.981 g 100 g MS).

Grupo Il (MH, MF, CH y CF). Constituido por los tejidos de hoja y flor tanto de la localidad de
Cazuelas como de Morelos. Este grupo se identifico principalmente por tener una concentracion
alta de flavonoides totales (FLAVT) (hoja 1.071-1.131 g'100 g* MSy flor 1.031-1.034 g'100 g*
MS). Aungue mostré concentraciones bajas de triterpenos totales (TRIT) (hoja 2.934-5.460 g 100

gl MSy flor 1.749-3.775 g'100 g’ MS).

Grupo 111 (CT, CFb29, CFb31, CFb36, MT, MFb29, MFb31). Representado por los tallos y frutos
beneficiados de las dos localidades, Cazuelas y Morelos. Este grupo expresd concentraciones bajas
de compuestos fendlicos totales (CFT) (0.151-0.302 g 100 g MS) y de triterpenos totales (TRIT)

(1.927-7.786 2100 g’ MS).

Grupo 1V (CFv29). Conformado por el fruto verde de 29 semanas de maduracion particularmente
de la localidad de Cazuelas, se diferencié de los deméas grupos debido a que mostré la

concentracion mayor de saponinas totales (SAPT) (8.090 g'100 g* MS).

Grupo V (CFv31, CFv36). Este grupo incluy6 al fruto verde de 31 y 36 semanas de maduracion
de la localidad de cazuelas. Ademas, este grupo se caracterizo por contener la concentracion mayor
de triterpenos totales (TRIT) (22.091-34.213 g'100 g! MS), también concentraciones

considerables de CFT (0.404-0.585 g'100 g* MS).
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Figura 2.4 Dendograma de tejidos de Vanilla pompona Schiede de Oaxaca y Veracruz, México,
con base en el promedio de cuatro variables y agrupamiento por distancia euclidiana.

M= Morelos; C= Cazuelas; H= hoja; T= tallo; F= flor; Fv= fruto verde; Fb= fruto beneficiado; 29
semanas, 31 semanas; 36 semanas. GI= grupo I; GllI= grupo II; GllI= grupo I1I; GIV= grupo IV;
GV= grupo V, CFT= Compuestos Fenolicos Totales; FLAVT= Flavonoides Totales; TRIT=
Triteterpenos Totales; SAPT= Saponinas Totales.

Se puede observar que las altas concentraciones de TRIT y SAPT en frutos verdes de la localidad
de Cazuelas permitié la separacion en diferentes grupos. Por otra parte, los tallos fueron los tejidos

con menor concentracion de la mayoria de grupos de fitoquimicos analizados.

Correlacion canonica de las variables del ambiente con la concentracion de fitoquimicos de

Vanilla pompona

En la Figura 2.5 se observa que los dos primeros factores del analisis de correlaciones canonicas

explicaron 99.72 % de la varianza total. Se muestra la correlacion estructural de las variables
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ambientales y los compuestos fitoquimicos, donde se observa que a mayor temperatura y humedad
del suelo aumenta el contenido de triterpenos totales y saponinas totales. Se observa que existe
alta colinealidad entre los parametros ambientales de altitud y precipitacion (1.0**); y entre

humedad y temperatura (0.999**) (Cuadro 2.10).

Cuadro 2.10 Correlaciones de fitoquimicos con variables ambientales de la localidad de Cazuelas
Papantla, Veracruz y Morelos Santa Cruz Itundujia, Oaxaca.

Variables| Temp Hum Alt PP

CFT -0.077NS -0.077NS  0.077NS  0.077NS
FLAVT |-0.177" -0.176NS  0.176NS  0.176NS
TRIT 0.310** 0.310** -0.310** -0.310**
SAPT 0.397** 0.397** -0.397** -0.397**

Temp 1 0.999***  -0.99***  -0.99***
Hum 0.99*** 1 -1.00**  -1.00***
Atitud -0.99*** -1.00*** 1 1.000***
PP -0.99*** -1.00***  1.00*** 1

**= P<0.01, ***= P<0.0001, NS=No hay diferencia significativa, Temp= Temperatura media
anual >18 y >22 °C; Hum= Régimen de humedad del suelo, Ustico: 180 a 270 dias de humedad,
Xeérico 90 a 180 dias de humedad; PP= Precipitacion media anual 800-1200 y 2000-2500 mm;
Altitud= 69 y 1277 m; CFT= Compuestos fenolicos totales; SAPT= Saponinas Totales; FLAVT=
Flavonoides Totales; TRIT= Triterpenos Totales.

En el caso de altitud y precipitacion, se observo una correlacion baja con flavonoides totales
(FLAVT 0.176M5) y compuestos fendlicos totales (CFT 0.077), lo que sugiere que a mayor
altitud y precipitacion no, es probable que, disminuya el contenido de flavonoides totales y
compuestos fendlicos totales en V. pompona. Tal y como se observo en la localidad de Morelos
gue se encuentra a una altitud de 1277 msnm y tiene una precipitacién media anual de 2000-2500
mm, donde se obtuvieron valores méas altos de CFT y FLAVT en la mayoria de los tejidos
analizados que la localidad de Cazuelas. A mayor altitud las plantas reciben mayor radiacion UV

por lo que se produce la acumulacién de flavonoides para su defensa (Akula y Ravishankar, 2011;

Mazid et al., 2011).
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Figura 2.5 Representacion grafica de los coeficientes de correlacion estructural de los dos primeros
factores en la interaccion de variables ambientales (m) y fitoquimicos (m) de los
tejidos de Vanilla pompona.

Temp= Temperatura media anual >18 y >22 °C; Hum= Régimen de humedad del suelo, Ustico:
180 a 270 dias de humedad, Xérico 90 a 180 dias de humedad; PP= Precipitacion media anual 800-
1200y 2000-2500 mm; Alt=69 y 1277 m; CFT= Compuestos fenolicos totales; SAPT= Saponinas
Totales; FLAVT= Flavonoides Totales; TRIT= Triterpenos Totales.

Por otra parte, los pardmetros de humedad del suelo y temperatura media anual, mostraron
correlaciones positivas con la concentracion de triterpenos totales (TT 0.310**) y saponinas totales
(SAPT 0.397**). Por lo que estas condiciones ambientales tienen efecto en la produccion de estos
fitoquimicos. Asi mismo, la humedad del suelo y temperatura media anual son mayores en

localidad de Cazuelas, donde se registraron los frutos con mayores valores para la concentracién
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de triterpenos totales en frutos verdes. Mientras que altitud y precipitacion media anual mostraron

correlaciones negativas con TRIT (-0.310**) y SAPT (-0.397*%).

2.4 CONCLUSIONES

La concentracion de compuestos fitoquimicos vario en relacion con el tejido y la localidad de
recolecta de Vanilla pompona. Por tejido, el fruto verde de 36 semanas tuvo la concentracion
mayor de compuestos fendlicos totales, triterpenos totales y saponinas totales. La flor y hoja
tuvieron la concentracion mas alta de flavonoides. Por localidad, Morelos tuvo la concentracion
mayor de compuestos fenolicos totales y flavonoides totales, y la localidad de Cazuelas tuvo un
contenido mayor de saponinas totales y triterpenos totales principalmente en frutos verdes. Los
frutos beneficiados de las dos localidades tuvieron concentraciones mas bajas de compuestos
fenolicos totales y flavonoides totales que los frutos verdes. En Cazuelas, la temperatura media
anual y el régimen de humedad del suelo tuvieron efecto directo en la acumulacién de triterpenos

totales y saponinas totales.

2.5 LITERATURA CITADA

Ahmed HOA, Wang C. 2015. Determination of tea saponin in Camellia Seed Oil with UV and

HPLC analysis. World Journal of Engineering and Technology. 3: 30-37.

Akagi K, Hirose M, Hoshiya T, Mizoguchi Y, Ito N, Shirai T. 1995. Modulating effects of elagic
acid, vanillin and quercetin in a rat medium term multi-organ carcinogenesis model. Cancer

letters. 94: 113-121.

Akula R, Ravishankar GA. 2011. Influence of abiotic stress signals on secondary metabolites in

plants. Plant signaling and behavior. 6: 1720-1731.

72



Andrade-Andrade G, Delgado Alvarado A, Herrera-Cabrera BE, Arévalo-Galarza L, Caso-Barrera
L. 2018. Variacién de compuestos fendlicos totales, flavonoides y taninos en Vanilla

planifolia Jacks. ex Andrews de la Huasteca Hidalguense, México. Agrociencia. 52: 55-66.

Badii MH, Castillo J, Cortez K, Wong A, Villalpando P. 2007. Analisis de correlacion canonica
(ACC) e investigacion cientifica (Canonical correlation analysis and scientific

research). Innovaciones de negocios. 4: 405-422.

Berhow, M.A., Kong, S.B., Vermillion, K.E., y Duval, S.M. 2006. Complete quantification of
group A and group B soyasaponins in soybeans. Journal of agricultural and food chemistry.

54: 2035-2044.

Brunschwig C, Collard FX, Lepers-Andrzejewski S, Raharivelomanana P. 2017. Tahitian Vanilla
(Vanillax tahitensis): A Vanilla Species with Unique Features. In Active Ingredients from

Aromatic and Medicinal Plants. In Tech 29-47.

Chandra S, Khan S, Avula B, Lata H, Yang MH, EISohly MA, Khan IA. 2014. Assessment of total
phenolic and flavonoid content, antioxidant properties, and yield of aeroponically and
conventionally grown leafy vegetables and fruit crops: A comparative study. Evidence-

Based Complementary and Alternative Medicine. 2014: 1-9.

Chang CL, Lin CS. 2012. Phytochemical composition, antioxidant activity, and neuroprotective
effect of Terminalia chebula Retzius extracts. Evidence-Based Complementary and

Alternative Medicine. 2012: 1-7.

Cheok CY, Salman HAK, Sulaiman R. 2014. Extraction and quantification of saponins: A review.

Food Research International. 59: 16-40.

CONABIO (Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad). 2012. Portal de

73



Geoinformacion. (Consultado: 20 Noviembre 2016) .Disponible en:

http://www.conabio.gob.mx/informacion/gis/

Delgado-Alvarado A, Salazar-Rojas VM, Herrera-Cabrera BE. 2014. Polimorfismo quimico de
componentes del aroma en germoplasma de Vanilla spp de la region del Totonacapan,
Puebla-Veracruz, México. In: Araya Fernandez C., R. Cordero Soldrzano R., Paniagua
Véasquez A. y J. B. Azofeifa Bolafios (Eds). | Seminario Internacional de Vainilla.
Promoviendo la investigacion, extension y la produccién de vainilla en Mesoamérica (pp.
93-118). Costa Rica. Instituto de Investigacion y Servicios Forestales. Universidad Nacional,
Heredia. Retrieved from
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/168849/1 _Seminario_Internacional_de_

Vainilla.pdf.

Dong Z, Gu F, Xu F, Wang Q. 2014. Comparison of four kinds of extraction techniques and
Kinetics of microwave-assisted extraction of vanillin from Vanilla planifolia Andrews. Food

Chemistry. 149: 54-61.

Drago-Serrano ME, Lopez ML, Espuiies TDRS. 2006. Componentes bioactivos de alimentos

funcionales de origen vegetal. Revista Mexicana de Ciencias Farmacéuticas. 37: 58-68.

Ehlers D, Pfister M. 1997. Compounds of vanillons (Vanilla pompona Schiede). Journal of

Essential Oil Research. 9: 427-431.

Ene-Obong HN, Okudu HO, Asumugha UV. 2016. Nutrient and phytochemical composition of
two varieties of Monkey kola (Cola parchycarpa and Cola lepidota): An underutilized fruit.

Food Chemistry. 193: 154-159.

74



Galeas M, Lin J, Hartman T. 2015. Chemical Characterization of Vanilla pompona Schiede, Part

I. Perfumer and Flavorist. 40: 16-28.

Galeas M, Lin J, Hartman T. 2016. Chemical Characterization of Vanilla pompona Schiede, Part

Il. Perfumer and Flavorist. 41: 26-34.

Herald JT, Gadgil P, Tilley M. 2012. High-throughput micro plate assays for screening flavonoid
content and DPPH-scavenging activity in sorghum bran and flour. Journal of the Science of

Food and Agriculture. 92: 2326-2331.

Herrera HJG, Garcia, A. C. 2010. Bioestadistica en Ciencias Veterinarias, Procedimientos de

analisis de datos con SAS. Madrid, Espafia, Universidad Complutense, Area, 139-168.

Herrera-Cabrera BE, Hernandez-Ruiz J, Delgado-Alvarado A. 2016. Variacion de Aroma en

Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews Silvestre y Cultivada. Agro Productividad. 9: 10-17.

Ibarra-Cantuin D. 2017. Estudio del contenido de compuestos fitoquimicos en hoja, tallo, flor, fruto
verde y beneficiado de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews de la region del Totonacapan,
México, Tesis Doctorado, Colegio de Postgraduados Campus Puebla. Programa en

Estrategias Para el Desarrollo Agricola Regional. 146 pp.

Keshava C, Keshava N, Ong TM, Nath J. 1998. Protective effect of vanillin on radiation-induced

micronuclei and chromosomal aberrations in V79 cell. Mutation Research. 397; 149-159.

Kreuger B, Potter DA. 1994. Changes in saponins and tannins in ripening holly fruits and effects
of fruit consumption on nonadapted insect herbivores. American Midland Naturalist.132:

183-191.

75



Luna-Guevara JJ, Ruiz-Espinosa H, Herrera-Cabrera EB, Navarro-Ocafia A, Delgado-Alvarado
A, Luna-Guevara ML. 2016. Variedad de microflora presente en vainilla (Vanilla planifolia
Jacks. ex Andrews) relacionados con procesos de beneficiado. Agro productividad. 249: 3-

9.

Liu W, Yin D, Li N, Hou X, Wang D, Li D, Liu J. 2016. Influence of Environmental Factors on
the Active Substance Production and Antioxidant Activity in Potentilla fruticosa L. and Its

Quality Assessment. Scientific Reports. 6: 1-17.

Lirdprapamongkol K, Sakurai H, Kawasaki N, Choo MK, Saitoh Y, Aozuka Y, Singhirunnusorn
P, Ruchirawat S, Svasti J, Saiki 1. 2005. Vanillin suppresses in vitro invasion and in vivo
metastasis of mouse breast cancer cells. European Journal of Pharmaceutical Sciences. 25:

57-65.

Maruenda H, Del Lujan Vico M, Householder JE, Janovec JP, Cafiari C, Naka A, Gonzéalez AE.
2013. Exploration of Vanilla pompona from the Peruvian Amazon as a potential source of

vanilla essence: Quantification of phenolics by HPLC-DAD. Food Chemistry. 138: 161-167.

Mazid M, Khan TA, Mohammad F. 2011. Role of secondary metabolites in defense mechanisms

of plants. Biology and Medicine. 3: 232-249.

NOM-182-SCFI-2011. 2011. Vainilla de Papantla, extractos y derivados- Especificaciones,

informacion comercial y métodos de ensayo (prueba). 9 p

Ramachandra RS, Ravishankar GA. 2000. Vanilla flavour: Production by conventional and

biotechnological routes. Journal of the Science of Food and Agriculture. 80: 189-304.

76



Rodés-Reyes S, Pefia-Fuentes D, Hermosilla-Espinosa R. 2015. Tamizaje fitoquimico de extractos
y tinturas al 20% de la raiz y corteza de Dichrostachys cinerea L.(Marabu). Revista Cubana

de Plantas Medicinales. 20: 156-166.

Phrompittayarat W, Jetiyanon K, Wittaya-areekul S, Putalun W, Tanaka H, Khan I, Ingkaninan K.
2011. Influence of seasons, different plant parts, and plant growth stages on saponin quantity
and distribution in Bacopa monnieri. Songklanakarin Journal of Science and Technology.

33:193-199.

Qian ZM, Lu J, Gao QP, Li SP. 2009. Rapid method for simultaneous determination of flavonoid,
saponins and polyacetylenes in Folium Ginseng and Radix Ginseng by pressurized liquid
extraction and high-performance liquid chromatography coupled with diode array detection

and mass spectrometry. Journal of Chromatography A. 1216: 3825-3830.

Sabik H, Pérez-Silva A, Bélanger D, Vivar-Vera Ma. de los Angeles, Nicolas-Garcia M, Reyes-
Lépez D. 2016. ldentification of volatile compounds in cured Mexican vanilla (Vanilla
planifolia G. Jackson) beans using headspace solid-phase microextraction with gas

chromatography-mass spectrometry. Fruits. 71: 407-418.

Salazar-Rojas VM, Herrera-Cabrera BE, Delgado-Alvarado A, Soto-Herndndez M, Castillo-
Gonzélez F, Cobos-Peralta M. 2012. Chemotypical variation in Vanilla planifolia Jack.
(Orchidaceae) from the Puebla-Veracruz Totonacapan region. Genetic Resources and Crop

Evolution. 59: 875-887.
SAS. (2002). SAS/STAT. User guide, version 9.0. SAS Institute Inc, North Carolina.
Shanmugavalli N, Umashankar V, Raheem. 2009. Antimicrobial Activity of Vanilla planifolia.

Indian Journal Science Technology. 2: 37-40.

77



Shyamala BN, Naidu MM, Sulochanamma G, Srinivas P. 2007. Studies on the antioxidant
activities of natural vanilla extract and its constituent compounds through in vitro models.

Journal of Agricultural and Food Chemistry. 55: 7738-7743.

Silva-Beltran NP, Ruiz-Cruz S, Cira-Chavez LA, Estrada-Alvarado Ml, Ornelas-Paz JDJ, Lopez-
Mata MA, Marquez-Rios E. 2015. Total phenolic, flavonoid, tomatine, and tomatidine
contents and antioxidant and antimicrobial activities of extracts of tomato plant. International

Journal of Analytical Chemistry. 2015: 1-10.

Siwko ME, Marrink SJ, de Vries AH, Kozubek A, Uiterkamp AJS, Mark AE. 2007. Does isoprene
protect plant membranes from thermal shock? A molecular dynamics study. Biochimica et

Biophysica Acta (BBA)-Biomembranes. 1768: 198-206.

Vickers CE, Gershenzon J, Lerdau MT, Loreto F. 2009. A unified mechanism of action for volatile

isoprenoids in plant abiotic stress. Nature Chemical Biology. 5: 283-291.

Wydra K, Verdier V. 2002. Occurrence of cassava diseases in relation to environmental,

agronomic and plant characteristics. Agriculture, Ecosystems and Environment. 93:

Xochipa-Morante RC., Delgado-Alvarado A, Herrera-Cabrera BE., Escobedo-Garrido JS,
Arévalo-Galarza L. 2016. Influencia del proceso de beneficiado tradicional Mexicano en los
compuestos del aroma de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews. Agro Productividad. 9: 55-

62.

Xu, C., Zhang, Y., Zhu, L., Huang, Y., Lu, J. 2011. Influence of growing season on phenolic
compounds and antioxidant properties of grape berries from vines grown in subtropical

climate. Journal of agricultural and food chemistry. 59: 1078-1086.

78



Zhang C, Li X, Lian L, Chen Q, Abdulmalik O, Vassilev V, Lai CS, Asakura T. 2004. Anti-sickling
effect of MX-1520, a prodrug of vanillin: an in vivo study using rodents. British Journal of

Haematology. 125: 788-795.

79



CAPITULO III.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN TEJIDOS DE Vanilla pompona Schiede EN

DIFERENTES AMBIENTES

RESUMEN

La actividad antioxidante es la capacidad de una sustancia para inhibir la degradacién oxidativa,
debido a su potencial de reaccion con radicales libres. Existe un gran ndmero de compuestos
fitoquimicos con actividad antioxidante que se encuentran en los tejidos vegetales de especies poco
conocidas. En este trabajo se analizé la capacidad antioxidante de hoja, tallo, flor, fruto verde y
fruto beneficiado de 29, 31 y 36 semanas de maduracién de Vanilla pompona una especie poco
aprovechada en México, pero de importancia potencial en diferentes industrias. EI material vegetal
se cosecho en dos localidades (Cazuelas, Papantla, Veracruz y Morelos, Santa Cruz Itundujia,
Oaxaca) de México. Para ello se elaboraron extractos de metanol de hoja, tallo, flor, frutos verdes
y beneficiados y se determiné la capacidad antioxidante frente al radical DPPH/Clso y la fraccion
hidrofilica por el ensayo ORAC, mientras que en los extractos de hexano se analiz6 la fraccion
lipofilica. De acuerdo con los resultados la mayor capacidad antioxidante se obtuvo en hoja
(Cl50=2.98 mg-mL™* MS) y fruto verde de 29 semanas (Cls0=4.93 mg-mL* MS), frente al radical
DPPH. En el ensayo de ORAC, la fraccion hidrofilica también mostr6 los valores mayores en hoja
(123,168 a 123,478 uM TE-g* MS) seguido de frutos verdes de 29 y 31 semanas. En
ORAC!/fraccion lipofilica, la capacidad antioxidante mayor se detect6 en frutos verdes de 29, 31y
36 semanas en un intervalo de 5220 a 5721 uM TE-g* MS. Por localidad, la actividad antioxidante
mayor frente al radical DPPH se observo en la localidad de Morelos (Clso=7.571 mg-mL* MS).
En el ensayo ORAC/fraccion hidrofilica la localidad de Morelos obtuvo la mayor capacidad

antioxidante (43584.4 uM TE-g! MS). Mientras que la localidad de Cazuelas en el ensayo
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ORAC/fraccion lipofilica mostrd la capacidad antioxidante mayor (2481 uM TE-g MS). Existen
correlaciones altamente significativas entre la capacidad antioxidante con compuestos fenolicos
totales, flavonoides totales y triterpenos totales.

Palabras clave: estructuras vegetales, antioxidantes, frutos verdes, frutos beneficiados, Vanilla

pompona.

3.1 INTRODUCCION

Los antioxidantes son compuestos que pueden inhibir o retardar la oxidacion de lipidos, proteinas,
acidos nucleicos y de otras moléculas. Detienen los procesos de oxidacion por medio de la
inactivacion de radicales libres al inicio o durante la propagacion de las reacciones en cadena. En
plantas, la capacidad antioxidante sirve para protegerlas de dafios que puedan ser ocasionados por
factores ambientales como, precipitacion, humedad relativa, clima, temperatura, salinidad y por
factores bioldgicos como plagas (Toor et al., 2009; Chandra y Ramalingam, 2011; Chandra et al.,
2014). La ingesta de alimentos ricos en compuestos con capacidad antioxidante como los
carotenoides, vitamina C, E, y polifenoles de origen natural, pueden prevenir enfermedades
cardiovasculares, y cancer en humanos (Pietta et al., 1998; Pineda et al., 1999; Bobo-Garcia et al.,

2014).

Los antioxidantes se dividen principalmente en dos categorias, end6genos: que son enzimaticos,
los cuales son producidos por el propio organismo para prevenir dafios por radicales libres
(Carocho y Ferreira, 2013), y exdgenos los cuales, pueden ser sintéticos o de origen natural
(Embuscado, 2015). En general, los antioxidantes sintéticos son compuestos de estructuras
fenolicas con varios grados de sustitucion alquilica, mientras que los antioxidantes naturales

pueden ser: compuestos fendlicos (tocoferoles, flavonoides y acidos fendlicos), compuestos
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nitrogenados (alcaloides, derivados de la clorofila, aminoacidos y aminas), terpenos como:
carotenoides y algunas vitaminas (acido ascorbico). Hoy dia es importante investigar las
caracteristicas y propiedades fitoquimicas de los recursos fitogenéticos poco conocidos con el
objetivo de plantear nuevas alternativas de antioxidantes de origen natural con potencial a ser

utilizados para este fin (Matsukawa et al., 1997; Oroian y Escriche, 2015; Pisoschi y Pop, 2015).

Los antioxidantes naturales tienen efectos bioldgicos, los flavonoides y los compuestos fenolicos,
muestran un amplio rango de funciones como: antibacteriales, antivirales, antiinflamatorias,
antialergénicas, vasodilatadores, antitumorales, y estrogénicas (Gonzélez et al., 2007; Chandra et
al., 2014). Algunos estudios en tomate (Lycopersicon esculentum) reportan que los frutos tienen
una actividad antioxidante y estan correlacionados con los compuestos fendlicos, los extractos de
los frutos tienen propiedades antimicrobianas y anticancerigenas (Silva-Beltran et al., 2015). Por
otra parte, los carotenoides y cumarinas, también tienen actividad antioxidante (Pisoschi y
Negulescu, 2011). En el caso de V. planifolia, la vainillina es uno de los compuestos que determina
su aroma y tiene propiedades antioxidantes (Mourtzinos et al., 2009; Tai et al., 2011, Dong et al.,

2014). Al igual gque los extractos de frutos beneficiados de V. planifolia (Shyamala et al., 2007).

Mientras que V. pompona es una especie poco estudiada, pero tiene caracteristicas importantes que
resaltan en esta especie como: resistente a enfermedades como Fusarium sp. (Galeas et al., 2015)
y tolerancia a cambios del clima, debido a que se distribuye en bosques hiumedos subtropicales/
tropicales de tierras bajas (caducifolios, subdeciduos, perennifolios, montafas bajas, bosques de
galeria), bosques calidos de pino y encino, ademas esta especie se encuentra en peligro debido a
la fragmentacion de sus poblaciones (Soto-Arenas, 2009; Herrera- Cabrera et al., 2017). Por lo

que, es importante estudiar a las estructuras vegetales y reproductivas de V. pompona para conocer
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si tienen potencial como antioxidantes y poder darle un uso diferente al de aromatizante y

saborizante.

Existen métodos indirectos que miden la habilidad del antioxidante para estabilizar algun radical
libre, como radicales libres metaestables, debido a que cada método tiene diferente mecanismo de
accion como: el tipo de radical sobre el que actdan y si la determinacién de la capacidad
antioxidante se da por perdida de fluorescencia de la fluoresceina o perdida de color, por lo que se
utiliza més de un método para medir la capacidad antioxidante, para tener una informacion mas

completa (Pisoschi y Negulescu, 2011).

En este estudio se utilizd el método que se basa en la estabilidad del radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH), debido a la deslocalizacion de un electron desapareado, este radical no
dimeriza como la mayoria de los radicales, asi mismo, esta deslocalizacion le otorga una coloracion
violeta con una fuerte absorcidn en el espectro visible, utilizada como herramienta para determinar
actividad estabilizadora de radicales libres caracterizada por una banda de absorcion, en solucion
de etanol, alrededor de 520 nm (Molyneux, 2004; Kedare y Singh, 2011). Por lo que algunos
estudios han utilizado esta metodologia para medir la capacidad antioxidante (Gonzéalez et al.,

2007; Chandra y Ramalingam, 2011).

Otro método de analisis es la Capacidad de Absorcion del Radical Oxigeno (ORAC), que se basa
en la inhibicion de la oxidaciéon inducida por radicales de peroxilo, que se inicia por la
descomposicion térmica del reactivo 2,2'-azobis-2-metil-propanimidamida, diclorhidrato (AAPH).
En este los antioxidantes reaccionan con los radicales peroxilo y se retrasa la degradacion de la
fluoresceina (Teow et al., 2007; Dudonné et al., 2009; Haytowitz y Bhagwat, 2010). Con este

método se puede medir la actividad antioxidante de la fraccion hidrofilica, lipofilica, y la actividad
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antioxidante total (fraccion hidrofilica + fraccion lipofilica), lo que es conveniente porque da una
informacion mas completa de la actividad antioxidante de un alimento o algin tejido (Pietta et al.,

1998; Pineda et al., 1999; Prior et al., 2003).

El presente trabajo tuvo como objetivo cuantificar la capacidad antioxidante de las estructuras
vegetales (hoja y tallo) y reproductivas (flor, fruto verde y fruto beneficiado) de V. pompona
procedentes de la localidad de Cazuelas, Papantla, Veracruz y la localidad de Morelos, Santa Cruz
Itundujia, Oaxaca. Ademas de analizar la correlacion que presenta la capacidad antioxidante con

los componentes antioxidantes de las estructuras de la planta.

3.2 MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Se recolecto material vegetal de V. pompona proveniente de dos sitios: una plantacion introducida
y establecida en arboles de cedro blanco, en la localidad de Cazuelas, Papantla, Veracruz y una
poblacion en condicion silvestre en la localidad de Morelos, del municipio de Santa Cruz Itundujia,
Oaxaca (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1 Caracteristicas de los sitios de colecta de Vanilla pompona Schiede en el estado de
Veracruz y Oaxaca.

Sitio Estado  Municipio Localidad Longitud Latitud Al(tr'r;[;Jd
1 Veracruz Papantla  Cazuelas -97.27 20.43 69

Santa Cruz
2 Oaxaca Itundujia  Morelos  -97.68 16.78 1277

Material Vegetal

Durante la floracion, en el mes de mayo 2016, se realiz6 la recolecta de hojas, tallos y flores.
Ademas, se marcaron y polinizaron de 20 a 30 flores por sitio (Cuadro 3.2) Por otro lado,

aproximadamente de 29 a 36 semanas después se recolectaron los frutos y se sometieron a un
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proceso de beneficiado tradicional realizado por el maestro beneficiador Veremundo Rodriguez

en el beneficio Primero de Mayo, Papantla, Veracruz.

Cuadro 3.2 Estructuras vegetales y reproductivas colectadas de Vanilla pompona.

Sitio  Localidad HOJayFaIIo Flor Fruto.s sin Fmt.os
(esquejes) beneficiar  beneficiados
1 Cazuelas 7 19 26 45
2 Morelos 4 15 21 22

Previo al analisis de la capacidad antioxidante, a todos los tejidos se les determind el contenido de
humedad en termobalanza (Ohaus MB45), para expresar la concentracion de los metabolitos

secundarios con base en materia seca (MS).

Actividad antioxidante por el método 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)
Elaboracion de extractos

De cada tejido (hoja, tallo, flor, fruto verde y fruto beneficiado) se prepararon extractos en metanol
(J.T Baker No Cat. 9070-03), a una concentracion de 500 mg-mL™. Las muestras se colocaron en
un bafio ultrasénico (Ultrasonic Cleaner AS5150B) por un lapso de 30 min. Posteriormente, los
extractos se dejaron en maceracion por 12 h, se filtraron y almacenaron en viales de vidrio a -20

°C hasta su analisis.

La capacidad antioxidante se analizé con base en el método Brand-Williams et al. (1995) con
algunas modificaciones para micrométodo. En el ensayo se utilizé 50 puL de cada extracto y se
mezclé con 200 uL DPPH 0.1 mM (Sigma-Aldrich No Cat. D9132-1G), despues la mezcla se agitd
por 10 s a velocidad media. La absorbancia se determin6 cada minuto por un periodo de 30 min a
521 nm en el blanco (metanol) (Ao) y en las muestras (A1), en un espectrofotdmetro de microplaca

(Thermo Scientific Varioskan Flash).
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La actividad antioxidante se expres6 como porcentaje de inhibicion, lo cual corresponde a la
cantidad de radical DPPH neutralizado por el extracto a una determinada concentracion, de

acuerdo a la siguiente ecuacion.

A-A1
A

% Inhibicion = % I = [*="2] (100).......... Ecuacion 1

Ao = Absorbancia del blanco

A1= Absorbancia de la muestra

Se calcul6 el Clso, que es la concentracion media inhibitoria que causa la reduccion del 50 % de
color y concentracion del DPPH. Para obtener el Clso se realizaron diluciones del extracto de
metanol (500 mg-mL™), a diferentes concentraciones de los extractos de los tejidos analizados de
V. pompona. A través de una regresion lineal de la curva de calibracion, de cuatro puntos de los
resultados del porcentaje de inhibicion del extracto. Por lo que, a mayor actividad antioxidante, el

valor de Clso serd menor (Kedare y Singh, 2011).
Actividad antioxidante por el método ORAC (Capacidad de Absorcion del Radical Oxigeno)

Elaboracion de extractos para fraccion hidrofilica

De cada tejido (hoja, tallo, flor, fruto verde y fruto beneficiado) se prepararon extractos en metanol
(J.T Baker No Cat. 9070-03) a una concentracion de 500 mg-mL™. Las muestras se colocaron en
un bafio ultrasonico (Ultrasonic Cleaner AS5150B) por un lapso de 30 min. Posteriormente, los
extractos se dejaron macerando por 12 horas. Después se filtraron y almacenaron en viales de

vidrio a -20 °C hasta su analisis.

Elaboracion de extractos para fraccion lipofilica
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De cada tejido (hoja, tallo, flor, fruto verde y fruto beneficiado) se prepararon extractos en hexano
a una concentracion de 500 mg-mL ™. Las muestras se colocaron en un bafio ultrasénico (Ultrasonic
Cleaner AS5150B) por un lapso de 30 min. Posteriormente, los extractos se dejaron macerando

por 12 horas. Después se filtraron y almacenaron en viales de vidrio a -20 °C hasta su anélisis.

Las determinaciones se realizaron en un medio con luz amarilla, en una microplaca de 96 pozos.
Se colocaron 200 pL de agua destilada en cada uno de los pozos exteriores que rodean la placa,
para proporcionar una masa térmica. En cada pozo se agregaron 25 pL del extracto y se dejo
incubar por 10 min a 37 °C. Enseguida, se agregaron 150 uLL de Fluoresceina (Sigma-Aldrich No
Cat. F6377-500G) (0.1 uM), se dejo en incubacion durante 30 min a 37 °C, después se agregod a la
reaccion 25 pL de la solucion AAPH (Sigma-Aldrich No Cat. 440914-100G) 153 mM. Se midio
la fluorescencia en un espectrofotémetro de microplaca (Thermo Scientific Varioskan Flash) cada
2 min durante 90 min a una excitacién 485 nm y emision a 520 nm. Se obtuvo una curva estandar

(y = 0.8041x-1.4398; r>= 0.99) con Trolox (Sigma-Aldrich No Cat. 238813-5G). (Cao et al., 1993).

Los valores de ORAC se calcularon como describen Cao y Prior (1999). El area bajo la curva
(AUC) y la AUCneta de los estandares y de las muestras se determinaron utilizando las ecuaciones
1y 2 respectivamente. La ecuacion 3 se utiliz6 para calcular el valor ORAC, donde la capacidad
antioxidante se expresé en micromoles de Equivalentes Trolox por gramo de materia seca (UM

TE-gtMS). (Ecuacion 1)

R3
R1

AUC =05+ (2) + (2) + (2) + -+ 05(E)......Ecuacion 1

R1= Lectura de fluorescencia en el inicio de la reaccién

Rn= Lectura de fluorescencia en la ultima medicién
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La curva estandar se obtuvo mediante el trazado de la AUCNeta de diferentes concentraciones de

Trolox contra su concentracion.

AUCNeta = AUCMuestra — AUCBlanco ............ Ecuacién 2

El valor ORAC (actividad antioxidante) se calcula mediante el uso de una curva de calibracién de
Trolox, con una ecuacion de regresion lineal entre AUC Neta y la concentracion de antioxidantes

para todas las muestras.

-b DF -,
X = y? % ..........ECuacion 3
Donde:

y = AUCNeta de la perdida de fluorescencia
b = Intercepcion

m = Pendiente

DF = Factor de dilucion

W = Peso de la muestra en gramos

x = micromoles de Equivalentes Trolox por gramo de materia seca (UM TE-g*MS)

Para realizar las correlaciones de la capacidad antioxidante con los fitoquimicos, se utilizaron los
contenidos de compuestos fendlicos totales, flavonoides, triterpenos totales y saponinas totales que

se reportaron en el capitulo 11.

Anadlisis estadistico

La actividad antioxidante se evalud en hoja, tallo, flor, fruto verde y beneficiado provenientes de
dos localidades de recolecta, Cazuelas y Morelos. Para hoja y tallo se realizaron cinco repeticiones,

para flor, fruto verde y fruto beneficiado se hicieron cuatro repeticiones para cada localidad de
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recolecta. Los datos se analizaron bajo un modelo equivalente al disefio completamente al azar. Se
realiz6 un analisis de varianza (ANAVA) y comparacién de medias mediante la prueba de Tukey
(0¢=0.05) para determinar las medias entre y dentro de las variables evaluadas en los tejidos
vegetales y procedencia. También, se realizaron correlaciones de Pearson para determinar las
relaciones entre los compuestos fitoquimicos (compuestos fendlicos totales, flavonoides totales,
triterpenos totales y saponinas totales) y la actividad antioxidante de V. pompona mediante el

paquete estadistico SAS version 9.0 (2002).

3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Capacidad antioxidante en tejidos de V. pompona

El anéalisis de varianza realizado para las cuatro variables de la capacidad antioxidante indico que
hubo diferencias estadisticas significativas (P<0.0001, P<0.001, P<0.05), entre localidades y por
tejido (Cuadro 3.3). Los valores de ORAC en las diferentes fracciones y el total presentaron
coeficientes de variacion en un intervalo de 7.32 a 10.74 %, y la actividad antioxidante (Clso)

frente al radical DPPH mostré un coeficiente de variacién un poco mayor (12.84 %).
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Cuadro 3.3 Medias, coeficientes de variacién y cuadrados medios del analisis de varianza
combinado para las variables Clso frente al radical DPPH, ORAC fraccion hidrofilica,
ORAC fraccion lipofilica y ORAC total de cinco tejidos de la planta de Vanilla
pompona Schiede en dos localidades de Veracruz y Oaxaca, México.

Variable Cuadrados medios
CVv
Media (%) Localidad Tejido Error

7.80 12.84 6.30* 70.11%** 1.05

DPPH (Clso) (mg-mL™)

ORAC/fraccioén
hidrofilica (uM TE-g™) 39820.10 7.32 529008977*** 8698506911*** 8485845.0

ORAC/fraccion
lipofilicam (UM TE-g™)

gRAC/total (BMTE-Q" 4217504 7.33  484305877*** 8879838418*** 9552587.0
***=p<0.0001, **=P<0.001, *=P<0.05

2354.94 10.74 986536** 27263160***  63961.9

En la evaluacién de la capacidad antioxidante frente al radical DPPH, la actividad antioxidante
mayor se observo en hoja (Cls0=2.98 mg-mL™* MS), los demas tejidos tuvieron una actividad
antioxidante menor en el siguiente orden Fv29>Fv31=flor>Fv36>Fb31=Fb36>Fb29>tallo
(Cuadro 3.4). En Malva parviflora, que es una especie de planta herbacea que se utiliza en la
medicina tradicional para curar heridas y disminuir inflamacién muscular, se ha documentado una
actividad antioxidante similar en extractos etandlicos de hoja (Clso=2.52 mg-mL™ MS)y de tallo
(Cls0=2.74 mg-mL™ MS) (Farhan et al., 2012). Mientras que en orégano (Lippia graveolens var.
Berlandieri), que es una especie aromatica, el extracto de metanol de tallo (Clso=16.40 mg-mL™*
MS) (Gonzélez et al., 2007) mostré una actividad antioxidante similar a la de tallo de Vanilla
pompona (Cuadro 3.4). Fue notable que la actividad antioxidante de los frutos beneficiados de V.
pompona se redujo significativamente respecto a la actividad en los frutos verdes, particularmente
en los frutos de 29 semanas que disminuyeron su actividad casi 2.5 veces. Posiblemente, debido a
la baja concentracion de compuestos fendlicos (0.189 a 0.304 g 100 g MS) y flavonoides (0.447
a0.720 g 100 g MS) en los frutos beneficiados en comparacion con los frutos verdes. Lo cual es

contrastante con la actividad antioxidante (Clso frente a radical DPPH) que presentaron los frutos
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beneficiados de Vanilla planifolia, donde la actividad antioxidante llego a ser de 5 a 8 veces mayor
respecto a la de los frutos verdes, lo que denota de que a pesar de ser del mismo género Vanilla

los compuestos antioxidantes presentes en cada especie son diferentes (Ibarra-Cantin et al., 2017).

Cuadro 3.4 Medias, desviacion estandar (DS) y coeficiente de variacion (CV) del Clso (mg-mL™*
MS) de la actividad antioxidante por el método de DPPH de extractos de hoja, tallo,
flor, fruto verde y fruto beneficiado de Vanilla pompona Schiede de Oaxaca y
Veracruz, México.

Clso frente a radical DPPH

Tejido Media DS CVv
(mg-mL"* MS) (%) (%)
Hoja 2.98°2 0.382 12833
Fv29 493" 1.031 20.918
Fv31 6.12 b 1.839 30.066
Flor 6.44 "¢ 1.473 22.876
Fv36 6.56 ° 0.289 4.407
Fb31 8.53 ¢ 0.402 4.712
Fb36 9.25¢ 0.305 3.301
Fb29 12.24¢ 1.045 8.539
Tallo 14.00 f 1.496 10.689
DMS 2.18

Letras diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica segin Tukey (P<0.05), Fv29=
fruto verde de 29 semanas, Fv31= fruto verde de 31 semanas, Fv36= fruto verde de 36 semanas,
Fb29= fruto beneficiado de 29 semanas, Fb31= fruto beneficiado de 31 semanas, Fb36: fruto
beneficiado de 36 semanas, n=5 (hoja y tallo) y n=4 (flor, fruto verde y fruto beneficiado).

En el ensayo de ORAC, la capacidad antioxidante mas alta se detect6 en la fraccion hidrofilica en
hoja (123168 uM TE-gt MS), seguido de fruto verde de 29 y 31 semanas (58006-58207 uM TE-g"

1MS) (Cuadro 3.5).
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Cuadro 3.5 Medias, desviacion estandar (DS) y coeficiente de variacién (CV) de la actividad
antioxidante por el método de ORAC de extractos de hoja, tallo, flor, fruto verde y
fruto beneficiado de Vanilla pompona Schiede de Oaxaca y Veracruz, México.

Tejido ORAC/fraccion hidrofilica

ORAC/total
Media DS(x) CV (%) Media DS (x) CV (%)
UM TE-g' MS uM TE-g* MS

Hoja 123168 2 3196.29  2.60 123478 2 3077.29 2.49
Fv29 58006 " 6646.06 11.46 63290 ° 6723.86 10.62
Fv31l 58270 ° 6430.34 11.04 63991 ° 6923.06 10.82
Fv36 50816 © 242.35 0.48 56037 © 238.76  0.43
Tallo 28654 ¢ 1002.58  3.50 28811 ¢ 1051.55 3.65
Flor 16500 © 155.57 0.94 17871 ¢ 521.07 292
Fb36 3639 f 79.08 2.17 5078 f 108.71  2.14
Fb31 3368 232.18  6.89 4742 306.61  6.47
Fb29 3367 309.14 9.18 4660 f 41649 8.94
DMS 6110.80 6483.60

ORAC/fraccion lipofilica

Media DS(x) CV (%)

Fv31l 5721.60 2 509.86 8.91

Fv29 5284.10° 172.58 3.27

Fv36 5220.00 @ 68.99 1.32

Fb36 1438.60 ° 39.57 2.75

Fb31 1374.30° 91.04 6.62

Flor 1371.30° 372.89 27.19

Fb29 1292.40° 132.15 10.23

Hoja 309.23°¢ 150.82  48.77

Tallo 156.70 © 124.16  79.26

DMS 530.53
Letras diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica segin Tukey (P<0.05), Fv29=
fruto verde de 29 semanas, Fv31= fruto verde de 31 semanas, Fv36= fruto verde de 36 semanas,
Fb29= fruto beneficiado de 29 semanas, Fb31= fruto beneficiado de 31 semanas, Fb36: fruto
beneficiado de 36 semanas.

La actividad antioxidante mas baja se observo en los frutos beneficiados de 29 a 36 semanas.
Mientras que en la fraccion lipofilica los valores mas altos se obtuvieron en los frutos verdes de

29, 31y 36 semanas en un rango de 5220.00 a 5721.60 uM TE-g* MS. Y a diferencia de la fraccion
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hidrofilica, los frutos beneficiados mostraron valores intermedios (1292.40-1438.60 uM TE-g*

MS) en la fraccion lipofilica.

Efecto de la localidad en la capacidad antioxidante de V. pompona

Por localidad, Morelos mostro mayor capacidad antioxidante frente al radical DPPH (Cls0=7.571
mg-mL MS), por el ensayo ORAC/fraccion hidrofilica (43584.4 uM TE-g* MS) y ORAC/total
(lipofilica + hidrofilica) (45776.8 uM TE-g** MS) (Cuadro 3.6). En V. planifolia bajo cultivo en
acahual (se utilizan como tutores arboles de la regién) mostro valores de ORAC/fraccion
hidrofilica de hoja, tallo, flor, fruto verde y beneficiado en un rango de 2490.73 a 23748.21 uM
TE-g! MS (lbarra-Cantln et al., 2017). Sin embargo, la actividad antioxidante de la fraccion
hidrofilica de extractos acuosos de frutos beneficiados de V. planifolia de Madagascar fue aiin mas
baja (1593 uM TE-g1) (Dudonné et al., 2009). Lo que evidencia que en V. pompona la actividad
antioxidante es notablemente mayor y que en la localidad de Morelos, las condiciones ambientales,
como alta temperatura y radiacion UV, han favorecido la acumulacion de sustancias antioxidantes
en la planta de vainilla para protegerse del estrés oxidativo (Chandra, 2011; Silva-Beltran et al.,

2015).

Cuadro 3.6 Comparacion de medias de la actividad antioxidante entre localidades de colecta de
Vanilla pompona.

Localidad DPPH/Clso, ORACH ORACL ORACT

mg-mL*MS UM TE-gtMS
Cazuelas 8.31° 36892.3° 2481.37% 39373.7°
Morelos 7.57% 43584.4% 2192.38" 45776.8°
ORACH=0RAC/fraccion hidrofilica; ORACL=0RAC!/fraccion lipofilica;

ORACT=0RAC!/fraccion hidrofilica + lipofilica. Letras diferentes dentro de columnas indican
diferencia estadistica segun Tukey (P<0.05).

Por su parte las plantas provenientes de la localidad de Cazuelas solo tuvieron mayor capacidad
antioxidante en el ensayo ORAC/fraccion lipofilica (2481.37 pM TE-g** MS) (Cuadro 3.6). Lo
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que sugiere que posiblemente los triterpenos, podrian ser los compuestos responsables de la
capacidad antioxidante de la fraccion lipofilica, ya que se ha reportado que los terpenos actlan
sobre radicales libres de oxigeno, superdxido y grupos hidroxilo reactivos (Drago-Serrano et al.,
2006). Mientras que los carotenoides son muy eficientes para controlar el oxigeno singulete

(Thaipong et al., 2006; Becker-Pertuzatti et al., 2014).

En ambas localidades, la actividad antioxidante frente al radical DPPH tuvo valores similares en
hoja, en un intervalo de 2.97 a 2.998 mg-mL™ MS. Pero en la localidad de Morelos, los frutos
verdes mostraron mayor actividad antioxidante (4.07-4.44 mg-mL* MS), que los frutos de

Cazuelas (5.70-7.79 mg-mL 1 MS) (Cuadro 3.7).

En las dos localidades, el tallo tuvo la actividad antioxidante mas baja evaluada por el ensayo de
DPPH, debido posiblemente a las concentraciones bajas que presentan estos tejidos de compuestos
fendlicos totales, flavonoides totales, saponinas totales y triterpenos totales, que son los
compuestos responsables de la capacidad antioxidante (Carocho et al., 2013; Oroian et al., 2015;

Pisoschi y Pop, 2015).
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Cuadro 3.7 Medias, desviacion estandar (DS) y coeficiente de variacion (CV) del Clso (mg-mL™*
MS) de la actividad antioxidante por el método de DPPH de extractos de hoja, tallo,
flor, fruto verde y fruto beneficiado de Vanilla pompona Schiede de la localidad de
Cazuelas y Morelos, Meéxico.

Clso frente a radical DPPH

Cazuelas Morelos
Tejido Media DS (+) CV (%) Media DS (+) CV (%)
mg-mL1MS mg-mL1MS

Hoja 2.97°2 0.337 11.345 2.99 2 0.597 19.931
Fv29 5.79° 0.667 11.522 4.07® 0.035 0.854
Fv36 6.56 ¢ 0.289  4.403

Fv3l 7.79 b 0.084 1.078 4.44 0.161  3.623

Flor 7.78 bed 0.190  2.443 5.10° 0.141  2.765
Fb31 8.69 o 0.147  1.689 8.36 ¢ 0.548  6.557
Fb36 9.25¢ 0.306  3.304

Fb29 11.57 ¢ 0.329 2.842 12.90 ¢ 1.137  8.809
Tallo 14.20F 2.144  14.889 13.60 ¢ 0.715 5.258
DMS 2.24 1.75

Letras diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica segin Tukey (P<0.05), Fv29=
fruto verde de 29 semanas, Fv31= fruto verde de 31 semanas, Fv36= fruto verde de 36 semanas,
Fb29= fruto beneficiado de 29 semanas, Fb31= fruto beneficiado de 31 semanas, Fb36: fruto
beneficiado de 36 semanas.

En la localidad de Cazuelas el ensayo ORAC mostro en hoja una actividad antioxidante mayor con
la fraccion hidrofilica (120555.10 pM TE-g™* MS). Pero en la fraccion lipofilica, esta localidad
tuvo valores altos en los frutos verdes de 29, 31y 36 semanas (5212.75 a 5273.68 uM TE-g 't MS),
en comparacion con hoja, tallo, flor y frutos beneficiados. En la capacidad antioxidante total
(hidrofilica + lipofilica) la hoja (120974.30 uM TE-g* MS) tuvo valores altos, seguido de los
frutos verdes de 29, 31y 36 semanas en un rango de 56036.50a 57674.00 uM TE-g* MS, mientras
que los frutos beneficiados de 29, 31 y 36 semanas tuvieron los valores mas bajos (5016.00 a

5078.10 uM TE-g* MS (Cuadro 3.8)
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Cuadro 3.8 Medias, desviacion estandar (DS) y coeficiente de variacion (CV) de la actividad
antioxidante por el método de ORAC de extractos de hoja, tallo, flor, fruto verde y
fruto beneficiado de Vanilla pompona Schiede de la localidad de Cazuelas, Veracruz,

México.
Tejido ORAC/fraccion hidrofilica ORAC/total
Medi Medi
£ DS(¥) CV (%) =l DS () CV (%)
uM TE-g*MS uM TE-g*MS

Hoja  120555.10%  701.674  0.582 120974.30%  689.057 0.570
Fv29 51998.30°  1456.564 2.801 57211.00°  1424.364 2.490
Fv3l 52400.30 ° 156.791  0.299 57674.00 281.910 0.489
Fv36 50816.50 ° 242.350  0.477 56036.50 ° 238.756  0.426
Tallo 28767.80°¢ 1572.946 5.468 29034.30¢  1616.976 5.569
Flor 16631.10 ¢ 42.516 0.256 18321.70 ¢ 106.350  0.580
Fb31 3576.10 © 7.937 0.222 5017.40 ¢ 75.187 1499
Fb36 3639.50 © 79.083 2.173 5078.10 © 108.713  2.141
Fb29 3646.20 © 59.471 1.631 5016.00 © 207.764  4.142

DMS 2171.10 2200.90
ORAC/fraccion lipofilica
Media DS(x) CV (%)

Fv29 5212.75 70.207 1.347

Fv3l 5273.68 2 174518  3.309

Fv36 5220.05 2 68.986 1.322

Flor 1690.57 ° 64.880 3.838

Fb31  1441.28° 81953  5.686

Fb36  1438.61° 39575  2.751

Fb29 1369.81 ¢ 150.810 11.010

Hoja 419.14 ¢ 12.624  3.012

Tallo 266.49 ¢ 47779  17.929

DMS 266.03
Letras diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica segin Tukey (P<0.05), Fv29=
fruto verde de 29 semanas, Fv31= fruto verde de 31 semanas, Fv36= fruto verde de 36 semanas,
Fb29= fruto beneficiado de 29 semanas, Fb31= fruto beneficiado de 31 semanas, Fb36: fruto
beneficiado de 36 semanas.

En la localidad de Morelos, la capacidad antioxidante evaluada por medio del ensayo
ORAC/fraccion hidrofilica mostré que también la hoja (125781.80 pM TE-g* MS) tuvo los
valores mas altos seguido de frutos verdes de 29y 31 semanas en un rango de 64013.10 a 64139.10

UM TE-gt MS. Mientras que en la fraccion lipofilica se obtuvo la mayor capacidad antioxidante
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en los frutos de 29 y 31 semanas en un rango de 5355.40a 6169.60 UM TE-g™* MS. En la capacidad
antioxidante total (hidrofilica + lipofilica) se obtuvieron valores mayores en hoja (125982.50 uM
TE-g1MS) y en frutos verdes de 29 y 31 semanas (69368.50 a 70308.70 uM TE-g* MS) (Cuadro
3.9).

Cuadro 3.9 Medias, desviacion estandar (DS) y coeficiente de variacion (CV) de la actividad

antioxidante por el método de ORAC de extractos de hoja, tallo, flor, fruto verde y
fruto beneficiado de Vanilla pompona Schiede de la localidad de Morelos, Oaxaca,

México.
Tejido ORAC/fraccion hidrofilica ORAC/total
Media Media
DS(x) CV (%) DS(x) CV (%)
uM TE-g*MS uM TE-g*MS

Hoja  125781.802 2135.388 1.698 125982502 2094.770 1.663
Fv3l  64139.10°  11.429 0.018 70308.70°  128.274 0.182
Fv29 64013.10° 189.186 0.296 69368.50°  379.217 0.547
Tallo  28540.70 ¢ 8.246  0.029 28587.50 ¢ 6.402  0.022
Flor 16368.70¢  84.081  0.514 17420.709  242.122  1.390
Fb29 3088.10 ¢ 42466  1.375 4303.10 ¢ 96.620  2.245
Fb31 3159.20 ¢ 65.929  2.087 4466.50 © 42.485 0.951

DMS 2262.30 2264.50
ORAC/fraccion lipofilica
Media DS(x) CV (%)

Fv3l 6169.60 2 132.081 2.141

Fv29 5355.40°  232.988 4.351

Fb31l 1307.30 ¢ 23.500 1.798

Fb29 1215.00 ¢ 54.154  4.457

Flor 1051.90 ¢ 193.726 18.416

Hoja 144.36 ¢ 7.673  5.320

Tallo 46.80 ¢ 7.876  16.823

DMS 368.59
Letras diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica segun Tukey (P<0.05), Fv29=
fruto verde de 29 semanas, Fv31= fruto verde de 31 semanas, Fv36= fruto verde de 36 semanas,
Fb29= fruto beneficiado de 29 semanas, Fb31= fruto beneficiado de 31 semanas, Fb36: fruto
beneficiado de 36 semanas.

Correlaciones de fitoquimicos de estructuras vegetales y reproductivas de V. pompona con su

capacidad antioxidante
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Se analizé la correlacion de todas las muestras de hoja, tallo, flor, fruto verde y beneficiado de 29,
31 y 36 semanas de maduracién de V. pompona de manera conjunta, entre: 1) se utilizé los
promedios de la capacidad antioxidante determinada por el ensayo de DPPH/Clso y los promedios
de los compuestos fenolicos totales (CFT), flavonoides totales (FLAVT), triterpenos totales
(TRIT) y saponinas totales (SAPT); 2) capacidad antioxidante valorada por la técnica ORAC y
CFT, FLAT, TRIT y SAPT; 3) capacidad antioxidante valorada por DPPH/Clso con capacidad

antioxidante valorada por ORAC.

Las correlaciones del ensayo DPPH/Clso con el contenido de fitoquimicos mostraron correlaciones
negativas con la concentracion de CFT (-0.657***) y con FLAVT (-0.571***), es decir que a una
concentracion mayor de CFT y FLAVT en los tejidos hubo una capacidad antioxidante més alta
(Cuadro 3.10), lo que sugiere que bajo este ensayo estos compuestos son responsables de la
actividad antioxidante de los tejidos analizados de V. pompona, como se ha mostrado también en
Vanilla planifolia (Ibarra-Cantun et al., 2017). Mientras que por el ensayo de ORAC/fraccion
hidrofilica se detecté una correlacion altamente significativa con FLAVT (0.679***), una
correlacion significativa con CFT (0.389*) y con saponinas totales (0.391%*). Estos hallazgos
coinciden con los documentados para frutos beneficiados de V. planifolia, sobre la correlacion que
muestran los CFT y la actividad antioxidante determinada por los ensayos de ORAC y DPPH
(Dudonné et al., 2009, Ibarra-Cantln et al., 2017), debido a que los fenoles tienen uno o mas
anillos aromaticos que llevan uno o mas grupos OH, que les permiten atrapar radicales libres

formando radicales fenoxilo estabilizados (Thaipong et al., 2006; Becker-Pertuzatti et al., 2014).
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Cuadro 3.10 Anadlisis de correlacion (R) entre la actividad antioxidante y fitoquimicos en hoja, tallo, flor, fruto verde y beneficiado de 29, 31y

36 semanas.
Compuestos ORAC ORAC ORAC Total
fenolicos  Flavonoides Triterpenos Saponinas DPPH Fraccion  Fraccion  (hidrofilica +
totales totales totales totales (ICs0)  hidrofilica lipofilica lipofilica)
Compuestos fendlicos
totales 1 0.518*** 0.674*** 0.321**  -0.657***  (0.389* 0.783*** 0.429**
Flavonoides totales 1 -0.069NS -0.012NS  -0.571***  0.679***  -0.088N° 0.667***
Triterpenos totales 1 0.516***  -0.269N  0.187"® 0.776*** 0.229Ns
Saponinas totales 1 -0.210NS 0.391* 0.495** 0.415**
DPPH (Clso) 1 -0.668***  -0.439** 0.684***
ORAC/fraccion hidrofilica 1 0.155 0.999***
ORAC/fraccion lipofilica 1 0.209
ORAC!/total (hidrofilica+ 1

lipofilica)

***=P<0.0001, **=P<0.005, *<0,05, NS=estadisticamente no significativo.
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En tanto que la capacidad antioxidante ORAC/fraccion lipofilica (ORACL) presento una alta
correlacion con CFT (0.783***), con SAPT (0.495**) y con TRIT (0.776***), debido a que los
terpenos tienen potencial como antioxidantes (Drago-Serrano et al., 2006; Teow et al., 2007), al

igual que los CFT (Barrén-Yanez et al., 2011) y SAPT (Cheok et al., 2014).

En el método ORACT (hidrofilica + lipofilica), se obtuvieron correlaciones positivas con
compuestos fenolicos totales (0.429**), flavonoides totales (0.667***) y saponinas totales

(0.415%%),

Las correlaciones entre los métodos de evaluacion de la capacidad antioxidante mostraron
correlaciones negativas del ensayo DPPH/ICso con ORACH (-0.668***), ORACL (-0.439**), y
correlacion positiva de la capacidad antioxidante total (ORACT) con DPPH/ICso (0.684***). La
capacidad antioxidante de ORACH tuvo una correlacion altamente significativa con la capacidad
antioxidante total (ORACT) (0.999***). En otros estudios también se han encontrado
correlaciones entre el ensayo ORAC y DPPH, debido a que estos ensayos tienen una prediccion
similar de la actividad antioxidante (Awika et al., 2003; Dudonné et al., 2009; Thaipong et al.

2006).

Correlaciones de fitoquimicos de frutos verdes y beneficiados de V. pompona con su capacidad

antioxidante

La correlacién del ensayo DPPH expresada como concentracion inhibidora media (Clso) con la
concentracion de CFT (-0.779***), FLAVT (-0.593**), TRIT (-0.491*) y saponinas totales (-
0.415*) mostraron valores negativos debido a que, a mayor actividad antioxidante, el valor de Clso
es menor (Kedare y Singh, 2011) (Cuadro 3.11). En el ensayo ORACH y ORACL, las

correlaciones fueron significativas y positivas con CFT (0.874***, 0.882***), FLAVT (0.601**,
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0.600**), TRIT (0.671***, 0.716***) y saponinas totales (0.591**, 0.625**). Con el valor de
ORACT, se obtuvieron correlaciones positivas con CFT (0.875***), FLAVT (0.601**), TRIT

(0.675***) y SAPT (0.594**) (Cuadro 3.11).

Estos resultados sugieren que CFT y FLAVT son los compuestos responsables de la capacidad
antioxidante y sus estructuras tienen la capacidad de actuar frente a especies reactivas de oxigeno
y nitrogeno, por transferencia de electrones y transferencia de un atomo de hidrogeno. Los
flavonoides en especial pueden desactivar el oxigeno singulete, tienen propiedades quelantes de
hierro y son captadores de radicales superoxido, ademas los CFT y FLAVT se caracterizan por ser
compuestos con polaridad alta a intermedia lo cual se evidencio al tener altas correlaciones con el
método ORAC/Fraccion hidrofilica y DPPH, ya que en estos ensayos principalmente actdan
compuestos con alta polaridad (Carocho y Ferreira, 2013; Garrido et al., 2013; Zapata et al., 2014).
Mientras que los terpenos y saponinas pueden tener efecto en especies reactivas, ya que actdan
sobre radicales libres de oxigeno, superoxido y grupos hidroxilo reactivos, asi mismo, los terpenos
se caracterizan por ser compuestos de baja polaridad por lo que se tuvo una alta correlacion con

ORAC/Fraccion lipofilica (Drago-Serrano et al., 2006; Vickers et al., 2009; Chan et al., 2013).
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Cuadro 3.11 Analisis de correlacion (R) entre la actividad antioxidante y fitoquimicos en fruto verde y beneficiado de 29, 31 y 36 semanas.

Compuestos ORAC ORAC ORAC Total
fenolicos  Flavonoides Triterpenos Saponinas  DPPH Fraccion Fraccién  (hidrofilica +
totales totales totales totales (Clso) hidrofilica  lipofilica lipofilica)
Compuestos fenélicos totales 1 0.823***  0.768***  0.473** -0.779*** 0.874***  (0.882*** 0.875***
, 1 0.491**  0.213NS  -0.593**  0.601** 0.600** 0.601**
Flavonoides totales
: 1 0.576**  -0.491*  0.671***  0.716*** 0.675***
Triterpenos totales
: 1 -0.415* 0.591** 0.625** 0.594**
Saponinas totales
DPPH (Clso) 1 -0.844***  -0.830***  -0.843***
ORAC/fraccién hidrofilica 1 0.992° ~ 0.99996™*
ORAC/fraccion lipofilica 1 0.993%+*
ORAC!/total (hidrofilica + 1

lipofilica)

***=pP<(.0001, **=P<0.005, *<0,05, NS=estadisticamente no significativo.
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3.4 CONCLUSIONES

En este trabajo se evalu6 la capacidad antioxidante de hoja, tallo, flor, fruto verde y fruto
beneficiado de 29, 31 y 36 semanas de maduracion de Vanilla pompona procedentes de dos
localidades. Por tejido, la hoja mostro la capacidad antioxidante mayor por los ensayos de DPPH,
ORAC /fraccion hidrofilicay ORAC/total. Los frutos verdes de 29, 31 y 36 semanas de maduracion
tuvieron la capacidad antioxidante mayor por el ensayo ORAC/fraccion lipofilica. Entre
localidades, el material vegetal procedente de Morelos presento la capacidad antioxidante mas alta
por el ensayo DPPH/Clso, ORAC/fraccion hidrofilica, y ORAC/total. Mientras que los tejidos
procedentes de la localidad de Cazuelas mostraron la capacidad antioxidante mayor en el ensayo
ORAC/fraccion lipofilica. Los frutos beneficiados mostraron una capacidad antioxidante

significativamente menor que los frutos verdes en ambas localidades.

La capacidad antioxidante evaluada por DPPH y ORAC/fraccion hidrofilica de los tejidos de la
planta de Vanilla pompona tuvieron una correlacion altamente significativa con los compuestos
fenolicos totales, los flavonoides y significativa con las saponinas. La capacidad antioxidante
determinada en la fraccion lipofilica por el ensayo ORAC tuvo una alta correlacion con

compuestos fenolicos totales, triterpenos totales y saponinas totales.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los fitoquimicos tienen un papel muy importante en las plantas, debido a sus diversas funciones
como proteccidn ante depredadores, bacterias, hongos, atraccion de polinizadores, proteccion ante
la radiacion UV. Ademas, de que las condiciones del ambiente donde crecen las plantas pueden

tener efecto en la produccidn de estos compuestos.

De acuerdo a la hipotesis que se planteo acerca de que la presencia y abundancia de fitoquimicos,
ademas de la capacidad antioxidante en hojas, tallos, flores, frutos verdes y frutos beneficiados de
V. pompona se ve influenciada por la condicién ambiental en la que se encuentra. Se establecieron

las siguientes conclusiones generales.

La presencia de fitoquimicos en V. pompona, basado en las pruebas cualitativas por agentes
cromogenos, en orden de importancia mostro presencia de saponinas, flavonoides, terpenos, acidos
fenolicos y alcaloides. Mientras que por la prueba en cromatografia en capa fina se detecto
presencia de saponinas, acidos fendlicos, flavonoides, alcaloides en extractos de metanol, y los
terpenos se detectaron con presencia mayor en el extracto de hexano. Las muestras de la localidad
de Morelos mostraron mayor niumero de bandas en la mayoria de los grupos de fitoquimicos. Estos
analisis mostraron de manera cualitativa el perfil de fitoquimicos que presentan las estructuras de

la planta de V. pompona.

El contenido de fitoquimicos vario en relacion con el tejido y la localidad de recolecta de V.
pompona. Por tejido, el fruto verde de 36 semanas tuvo la concentracion mayor de compuestos
fenolicos totales, triterpenos totales y saponinas totales. La flor y hoja tuvieron la concentracion
maés alta de flavonoides. Por localidad, Morelos tuvo la concentracion mayor de compuestos

fenolicos totales y flavonoides totales, y la localidad de Cazuelas tuvo un contenido mayor de
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saponinas totales y triterpenos totales principalmente en frutos verdes. Los frutos beneficiados de
las dos localidades tuvieron concentraciones mas bajas de compuestos fendlicos totales y
flavonoides totales que los frutos verdes. En Cazuelas, la temperatura media anual y el régimen de
humedad del suelo tuvieron efecto directo en la acumulacion de triterpenos totales y saponinas

totales.

La capacidad antioxidante por los ensayos de DPPH/Clso, ORAC/fraccion hidrofilica y
ORAC!/total fue mayor en la hoja seguida de los frutos verdes. La localidad de Morelos obtuvo la
mayor capacidad antioxidante en los ensayos de DPPH/Clso, ORAC/fraccion hidrofilica, y
ORAC!/total. La localidad de Cazuelas mostro la mayor capacidad antioxidante en el ensayo
ORAC/fraccion lipofilica. Los frutos beneficiados tuvieron concentraciones bajas de fitoquimicos
y capacidad antioxidante baja en comparacion con los frutos verdes. Se obtuvo correlaciones de la
capacidad antioxidante con los fitoquimicos. La capacidad antioxidante de los frutos verdes y
beneficiados analizada por DPPH/Clso y ORAC/fraccion hidrofilica presentd una correlacién alta
con el contenido de compuestos fendlicos totales seguido de los flavonoides: y la capacidad
antioxidante analizada por ORAC/fraccidn lipofilica mostr6 una alta correlacion con compuestos

fenolicos totales, triterpenos totales, saponinas totales y flavonoides totales.

Los resultados del trabajo sugieren que las estructuras vegetales y reproductivas de V. pompona
tiene un potencial alto para producir compuestos de interés en la farmacologia, aunque aun falta
hacer estudios mas especificos. Ademas, los analisis mas detallados sobre el aroma de los frutos
beneficiados, daran soporte para un uso diferente al de saborizante y aromatizante, lo cual puede
generar mas interés en productores para cultivarla, darle un manejo y conservar a este recurso

fitogenético que actualmente se encuentra en peligro debido a la fragmentacion de sus poblaciones.
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ANEXOS

Anexo 1A. Identificacion de metabolitos secundarios mediante pruebas por agentes cromdgenos

en hoja, tallo, flor, fruto sin beneficiar y fruto beneficiado de V. pompona Schiede.

1.1A. Saponinas

Testigo: Saponina reactivo
1.1.1A. indice afrosimétrico o Prueba de espuma

Se colocd un gramo de tejido vegetal en un tubo de ensaye y se adiciond 10 ml de agua destilada.
Después se agito por 1 minuto. La formacién de espuma en la superficie indica la presencia de

saponinas.

1.1.2A. Prueba de Rosenthaler

A 100 pL del extracto, se agregd 50 pL de reactivo de Rosenthaler y 50 pL de H2SO4 al 100 %.
El cambio de color a violeta indica la presencia de saponinas.

1.2A. Alcaloides

Testigo: Lupinus
1.2.1A. Dragendorff
Se adicion6 a 100 pL del extracto, 200 pL del reactivo Dragendorff. La formaciéon de un

precipitado marron indica la presencia de alcaloides.

1.2.2A. Wagner
A 100 pL del extracto, se agregd 100 pL de HCL 4N. Se centrifugo a 7000 rpm durante 2
minutos y se agrego 150 pL de reactivo Wagner. Un precipitado color café-rojizo indica la

presencia de alcaloides.

1.2.3A. Hager
A 100 pL del extracto, se agregd 100 uL de HCL 4N. Se centrifugo a 7000 rpm durante 2 minutos
y se agrego6 150 pL de Acido picrico. La formacion de un precipitado amarillo indica la presencia

alcaloides.

1.3A. Flavonoides
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Testigo: Quercetina 0.5 mg mL™*!

1.3.1A. HCI + Mg*?
A 100 pL del extracto, se agrego 200 puL HCL concentrado. Enseguida se adiciond un 4 mg de

cinta de Magnesio. La formacién de espuma rojiza indica la presencia de flavonoides.

1.3.2A. HCI 4N + NaOH 10 %
A 100 pL del extracto, se le agreg6 200 puL de NaOH 10 % (la reaccidén presento un color
amarillo intenso). Después se afiadié 300 pL de HCI 4N. La formacion de una solucién incolora

indica la presencia de flavonoides.

1.3.3A. NH:OH/UV

A 100 pL del extracto, se le agreg6 100 uL de NHs+OH. Después se observo en una lampara UV
a 365 nm. La prueba positiva presenta fluorescencia.

1.4A. Taninos

Testigo: Acido tanico 0.5 mg mL™

1.4.1A.FeClz 2 %

A 100 pL del extracto, se le agrego 40 pL de FeCls al 2 %. Una coloracion azul obscuro a negro

verdoso indica la presencia de taninos.

1.4.2A. Acetato de plomo al 2 %
A 100 pL del extracto, se le agreg6 40 pL de acetato de plomo al 2%. Un precipitado blanco

indica la presencia de taninos.

1.5A. Acidos fendlicos
Testigo: Acido galico 0.5 mg mL™*
1.5.1A. FeCl3 10 %

A 100 pL del extracto, se le agreg6 200 pL de FeCls al 10 %. La formacién de un color negro

azulado indica la presencia de acidos fendlicos.

1.6A Terpenos
Testigo: Clavo
1.6.1A Acetato de cobre 2 %
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A 100 pL del extracto, se le agregd 200 uL de acetato de cobre al 2 %. La formacion de una

coloracion verde esmeralda indica la presencia de diterpenos.

1.6.2A Liebermann-Burchard

A 100 pL del extracto, se le agregd 50 pL de cloroformo, 9 pL de anhidrido acético y 9 uL de
acido acético glacial. La mezcla se puso en agua caliente por 2 minutos a 55 °C y se enfrié_con
agua con hielo por 2 minutos. Posteriormente se agregd 18 pL de H2SOs4 concentrado. La

formacion de un color verde azulado indica la presencia de triterpenos.

1.6.3A Prueba de Salkowski
A 100 pL del extracto, se le adiciond 100 pL de cloroformo y 100 pL de H2SQO4. La formacion de

una coloracion rojo azulado o cherry indica prueba positiva.
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Anexo 1B. Identificacion de fitoquimicos en Vanilla pompona por agentes cromégenos.

Saponinas Saponinas
Controles (+) Hoja Tallo flor Frutosin  |Fruto -
beneficiar | beneficiado Controles (+) Hoja Tallo
Rosenthaler |17 T-‘ = 301 10 . Rosenthaler
HCcM|HCM HACM 1 H C M HE ¢ M

Espuma in 3 Espuma
fndice
afrosimétrico

e

Figura 1.1B Identificacion de Saponinas de la Figura 1.2B Identificacion de
localidad de Cazuelas. Hexano= H; Saponinas de la localidad
Cloroformo= C; Metanol= M. Puntilla Aldama. Hexano= H;

Cloroformo= C; Metanol= M.

Saponinas Saponinas

Controles (+) Hoja Tallo flor Fruto sin Fruto Controles (+) Hoja Tallo
beneficiar | beneficiad

= I R L

H CM HC MH CM

Espuma

Espuma

Figura 1.4B Identificacion de Saponinas
de la localidad Hidalgo.
Hexano= H; Cloroformo= C;
Metanol= M.

Figura 1.3B Identificacion de Saponinas de la
localidad de Morelos. Hexano= H;
Cloroformo= C; Metanol= M.
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Saponinas

Controles (+) Hoja Tallo

Rosenthaler

H C M H C M

Espuma

Figura 1.5B Identificacion de Saponinas de la localidad Primavera Morelos. Hexano= H;

Cloroformo= C; Metanol= M.

Alcaloides

Controles Hoja Tallo flor Fruto sin Fruto
(G beneficiar | beneficiado
Drasendorfe| —
H C M H C M H C M
‘Wagner
H C M
Hager FHi an

'JELWE;';}!

H CM| H CM|HCM|HCM|H CM

H C M

Alcaloides
i Controles (+) Hoja Tallo
Dragendorff| 7T ED

Wagner
H C M
Hager 2 ||

Al

H C M H C M

Figura 1.6B Identificacion de alcaloides en la localidad Figura 1.7B Identificacion de

de Cazuelas. Hexano= H; Cloroformo= alcaloides en la localidad
C; Metanol=M de Puntilla Aldama.
Alcaloides Alcaloides
Controles (+) Hoja Tallo flor Fruto sin Fruto Controles (+) Hoja Tallo
T == e Dragendorff]|
) i i (W L""j o l !'
Ly fEL] L.
. - | | =i bl H C M
HCM H CM Wagner =
Wagner i 1 : i
‘H!‘ E € M ‘
Hoger — 1B V ' Hager L
= ‘ L - '
% ® = f ' i
i ] | . f" i L
HCM|g cu HCM|HCM|HC M HcMl Cc M

Figura 1.8B Identificacion de alcaloides en la
localidad de Morelos.
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Alcaloides

Controles (+) Hoja Tallo
Dragendorff]| | di
|
H C M H C M
Wagner :
H C M
Hager |

L gy
LT A
HCM|H®H C M|HC M

Figura 1.10B Identificacion de alcaloides en la localidad de Primavera Morelos.

Flavonoides Flavonoides

Controles (+) Hoja Tallo flor Fruto sin Fruto Controles (+) Hoja Tallo

beneficiar beneficiado
HCH+Mg*? , \'J L’ | i

HCHMg? 177 ["w ¥

HCM|HCOM
NaOH y HCI [NaOH y HCI
NH:OH
NH,0H(UV)
(UV)
H ¢C M| H C M

Figura 1.11B ldentificacion de Flavonoides en la Figura 1.12B Identificacién de
localidad de Cazuelas. Hexano= H;
Cloroformo= C; Metanol= M.

Flavonoides en la localidad de
Puntilla Aldama.

Flavonoides Flavonoides
Controles (+) Hoja Tallo flor Fruto sin Fruto Controles (+) Hoja
beneficiar beneficiado
HCHMg*?
HCHMg? TE “’ﬁ ]
| w{\ |
Rl |
NaOH y HCI [ NaOHyHCI
A &
HC M
NH,OH NH40H
uv) uv)
EcMiECHM H C M| H C M| H CM
Figura 1.13B Identificacion de Flavonoides en la Figura 1.14B Identificacion de
localidad de Morelos. Flavonoides en la localidad

de Hidalgo.
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Flavonoides

Controles (+) Hoja

HCHMg"

NaOH y HCI

NH:OH

Tallo

Figura 1.15B ldentificacion de Flavonoides en la localidad de Primavera Morelos.

Taninos

Taninos

Controles (+) Hoja

FeCls

Acetato
de
plomo

Tallo

flor

Fruto sin
beneficiar

Fruto
beneficiado

Figura 1.16B Identificacion de Taninos en la

Controles (+) Hoja

Tallo

FeCls

Acetato
de

plomo

H C

e

H C M

M H € M

H C M

Figura 1.17B Identificacion de Taninos

localidad de Cazuelas. Hexano= H; en la localidad de Puntilla
Cloroformo= C; Metanol= M. Aldama.
Taninos
Controles (+) Fruto sin Fruto Controles (+) Hoja
beneficiar beneficiado
FeClz

FeCls

Acetato
de

plomo

de

plomo

Acetato

Tallo

H C M

Figura 1.18B. ldentificacion de Taninos en la

localidad de Morelos.

Figura 1.19B Identificacion de Taninos
en la localidad de Hidalgo.
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Taninos

Controles (+) Hoja |

FeCl3

Acetato de
plomo

H C M

Figura 1.20B. Identificacion de Taninos en la localidad de Primavera Morelos.

Acidos fendlicos Acidos Fenlicos

Controles (+) Hoja Tallo flor Fruto sin Fruto Controles (+) Hoja Tallo

beneficiar beneficiado
N . S — 7 FeClzal ‘
ells . Vi ]
iﬂ-.-w :

H C M HC M|H ¢c M| B C M|HE CM|HCM

HCM

H C M H C M
Figura 1.21B Identificacion de acidos fendlicos en la Figura 1.22B Identificacién de &cidos
localidad de Cazuelas.

fenolicos en la localidad de

Puntilla Aldama.
Acidos fendlicos Acidos Fendlicos
Controles (+) Hoja Tallo flor Fruto sin Fruto .
beneficiar | beneficiado Rentroles () Hoja Tlla

FeClaal | B 1] FeSl; al | §3¢
N i ( N i

HcM|HCM|HCM|HCM|HCM|HC M E\‘CM HC M| HC M
Figura 1.23B Identificacion de &cidos fenolicos en la
localidad de Morelos. Hexano= H;

Figura 1.24B Identificacion de &cidos

Cloroformo= C: Metanol= M. fendlicos en la localidad de
Hidalgo.
Acidos Fendlicos
Controles (+) Hoja Tallo
FeCl:zal 5T

10%

HC M

H c M H C M
Figura 1.25B ldentificacion de acidos fendlicos en la localidad de Primavera Morelos.
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Terpenos Terpenos
Controles (+) Hoja Controles (+) ‘ Hoja
Acetato de | B
Acetato de f cobre
cobre
- : — , T** ‘ Liebermann
= sl N N
Rl * .
‘M |H Cc M
Salkowski T T 7 Salkowski
i
Figura 1.26B Identlf!cacmn de terpenos en la Figura 1.27B ldentificacion de
localidad de Cazuelas. Hexano= terpenos en la localidad de
H; Cloroformo= C; Metanol= M. Puntilla Aldama
Terpenos
Controles (+) Hoja Tallo flor Fruto sin Fruto
beneficiar beneficiado
Acetato de | & |
‘H c M H C
Liebermann |
Burchard
= H C M 'H C M
Salkowski I !ﬁl ||i >—',‘ i&]l’
"H CM|HCM| HC M|H® ¢ M Hcm*

Figura 1.28B Identificacién de terpenos en la localidad de Morelos.

Terpenos

Controles (+)

Hoja

Acetato de
cobre

Liebermann

Burchard

Salkowski

H C

Figura 1.29B Identificacion de terpenos en
la localidad de Hidalgo.

Terpenos
Controles (+) Hoja Tallo
Acetato de
cobre
Liebermann
Burchard
Salkowski

Figura 1.30B Identificacion de terpenos

en

la localidad de Primavera

Morelos.
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Anexo 1.C. Identificacion de compuestos fitoquimicos mediante cromatografia en capa fina

(CCF) en hoja, tallo, flor, fruto verde y beneficiado de Vanilla pompona Schiede.

Cazuelas

Puntilla Aldama

Extractos

365 nm Luz visible

Metanol

Cloroformo

Hexano

Figura 1.1C Identificacion de saponinas en la localidad de Cazuelas y Puntilla Aldama. 1=Hoja;

2=Tallo; 3=Flor; 4=Testigo.

Morelos

Extractos

Metanol

Cloroformo

Hexano

254nm

365nm Luz visible

Hidalgo

Extractos

Luz visible

Metanol

Extractos

B e

Cloroformo

Metanol

Hexano

Tk Ky jﬁ

1 2 3 4 2

Cloroformo

Hexano

254 nm 365 nm Luz visible
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Figura 1.2C Identificacion de saponinas en la localidad de Morelos e Hidalgo. 1=Hoja; 2=Tallo;
3=Flor; 4=Testigo.



Primavera Morelos
Extractos 254 nm 365 nm Luz visible

Metanol

Cloroformo

Hexano

Figura 1.3C ldentificacion de saponinas en la localidad de Primavera Morelos. 1=Hoja; 2=Tallo;

3=Testigo.
Cazuelas Morelos

Extractos 254 nm 365 nm Luz visible Extractos 254 nm 365 nm Luz visible

Metanol Metanol

Cloroformo Cloroformo

Hexano Hexano

Figura 1.4C ldentificacion de saponinas de fruto verde y beneficiado en la localidad de Cazuelas y
Morelos. 1= fruto verde; 2= fruto beneficiado; 3=Testigo.
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Figura 1.5C Identificacion de alcaloides en la localidad de Cazuelas y Puntilla Aldama. 1=Hoja;

2=Tallo; 3=Flor; 4=Testigo.
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Figura 1.6C Identificacion de alcaloides en la localidad de Morelos e Hidalgo. 1=Hoja; 2=Tallo;

3=Flor; 4=Testigo.
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Figura 1.7C ldentificacion de alcaloides en la localidad de Primavera Morelos. 1=Hoja; 2=Tallo;
3=Testigo.
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Figura 1.8C Identificacion de alcaloides de fruto verde y beneficiado en la localidad Cazuelas y
Morelos. 1= fruto verde; 2= fruto beneficiado; 3=Testigo.
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Figura 1.9C Identificacion de flavonoides en la localidad de Cazuelas y Puntilla Aldama. 1=Hoja;
2=Tallo; 3=Flor; 4=Testigo.
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Figura 1.10C Identificacion de flavonoides en la localidad de Morelos e Hidalgo. 1=Hoja; 2=Tallo;
3=Flor; 4=Testigo.
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Figura 1.11C Identificacion de flavonoides en la localidad de Primavera Morelos. 1=Hoja; 2=Tallo;
3= Testigo.
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Figura 1.12C Identificacién de flavonoides de fruto verde y beneficiado en la localidad Cazuelas y

Morelos. 1= fruto verde; 2= fruto beneficiado; 3=Testigo.
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Figura 1.13C ldentificacion de taninos en la localidad de Cazuelas y Puntilla Aldama. 1=Hoja;

2=Tallo; 3=Flor; 4=Testigo.
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Figura 1.14C Identificacion de taninos en la localidad de Morelos e Hidalgo. 1=Hoja; 2=Tallo;

3=Flor; 4=Testigo.
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Figura 1.15C Identificacion de taninos en la localidad de Primavera Morelos. 1=Hoja; 2=Tallo;

3=Testigo.
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Figura 1.16C Identificacion de taninos de fruto verde y beneficiado en la localidad Cazuelas y
Morelos. 1= fruto verde; 2= fruto beneficiado; 3=Testigo.
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Figura 1.17C Identificacion de acidos fendlicos en la localidad de Cazuelas y Puntilla Aldama.
1=Hoja; 2=Tallo; 3=Flor; 4=Testigo.
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Figura 1.18C ldentificacion de acidos fendlicos en la localidad de Morelos e Hidalgo. 1=Hoja;
2=Tallo; 3=Flor; 4=Testigo.
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Figura 1.19C Identificacion de acidos fendlicos en la localidad de Primavera Morelos. 1=Hoja;
2=Tallo; 3=Testigo.
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Figura 1.20C Identificacion de acidos fendlicos de fruto verde y beneficiado en la localidad Cazuelas
y Morelos. 1= fruto verde; 2= fruto beneficiado; 3=Testigo.
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Figura 1.21C ldentificacion de terpenos en la localidad de Cazuelas y Puntilla Aldama. 1=Hoja;

2=Tallo; 3=Flor; 4=Testigo.
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Figura 1.22C ldentificacion de terpenos en la localidad de Morelos e Hidalgo. 1=Hoja; 2=Tallo;

3=Flor; 4=Testigo.
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Figura 1.23C Identificacion de terpenos en la localidad de Primavera Morelos. 1=Hoja; 2=Tallo;

3=Testigo.
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Figura 1.24C ldentificacion de terpenos de fruto verde y beneficiado en la localidad Cazuelas y
Morelos. 1= fruto verde; 2= fruto beneficiado; 3=Testigo.
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Figura 2.1A Concentracion de compuestos fendlicos totales, flavonoides, saponinas totales y triterpenos en diferentes tejidos de Vanilla pompona
Schiede procedentes de las localidades de Cazuelas, Papantla, Veracruz y Morelos, Santa Cruz Itundujia, Oaxaca.
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Cuadro 2.1A Prueba de medias para la interaccion de Localidad*Tejido en Vanilla pompona
Schiede en los sitios de recolecta en Veracruz y Oaxaca, México.

Compuestos  Flavonoides Triterpenos Saponinas

fendlicos totales  totales totales totales

Localidad Tejido g100 g MS
Cazuelas  Hoja 0.3222 1.0712 5.4612 3.693%
Morelos  Hoja 0.318? 1.1312 2.934P 2.850P
DMS 0.039 0.136 0.552 0.541
Cazuelas  Tallo 0.151° 0.582° 5.0932 3.1902
Morelos  Tallo 0.2322 0.8112 2.759° 3.516°
DMS 0.026 0.076 0.382 0.413
Cazuelas Flor 0.396? 1.0322 3.7752 1.6242
Morelos  Flor 0.4212 1.0352 1.750P 1.7252
DMS 0.047 0.102 0.248 0.460
Cazuelas  Fv29 0.337° 0.553° 10.223° 8.0882
Morelos Fv29 0.519? 0.833? 11.5602 3.553P
DMS 0.063 0.127 0.726 1.159
Cazuelas  Fv3l 0.404° 0.690° 22.0932 4,9252
Morelos  Fv31 0.6472 0.983° 17.490° 2.080°
DMS 0.063 0.118 2.166 0.854
Cazuelas  Fb29 0.2572 0.6122 7.7872 3.0052
Morelos ~ Fb29 0.157° 0.427° 1.928P 1.323P
DMS 0.013 0.040 0.528 0.387
Cazuelas  Fb31 0.180° 0.393° 6.0132 2.4382
Morelos  Fb31 0.199° 0.501° 5.200P 0.394°
DMS 0.0103 0.027 0.682 0.389

Letras diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica segin Tukey (a=0.05);
Fv29= fruto verde de 29 semanas; Fv31= fruto verde de 31 semanas; Fv36= fruto verde de
36 semanas; Fb29= fruto beneficiado de 29 semanas; Fb31= fruto beneficiado de 31 semanas;
Fb36= fruto beneficiado de 36 semanas; DMS= diferencia minima significativa.
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