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RESUMEN

Prosopis laevigata es una especie de amplia distribucién en nuestro pais, y cuyo
potencial para el aprovechamiento agricola, ganadero, alimenticio y terapéutico
ha sido conocido y estudiado desde hace varias décadas. En el presente trabajo
se evaluo la actividad antimicrobiana de las flores de Prosopis leavigata
obtenidas en dos zonas del municipio de Zapotitlan Salinas, Puebla (una
considerada como Mezquital Abierto (ZMA) y la otra como Campo de Cultivo
Abandonado (CCA)) y su relacion con variables edéficas.

Las inflorescencias fueron colectadas y separadas por organismo y zona en el
mes de marzo de 2018; asi mismo, se tomaron muestras de suelo para su
posterior analisis en laboratorio. Se obtuvieron los extractos metandlicos de las
inflorescencias de cada arbol, y se valoré su contenido de fenoles, flavonoides y
alcaloides totales, la capacidad antioxidante; y se caracterizaron por medio de
las técnicas de Cromatografia en Capa Fina, Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién con arreglo de Diodos (CLAR-DAD) y Cromatografia de Gases
acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM). Adicionalmente, se evalué la
actividad antimicrobiana por el método de difusion en agar, microdilucion en
caldo, bioautografia e inhibicién del crecimiento radial empleando 2 bacterias
Gram positivas, 2 Gram negativas, 3 especies de hongos del género Candida y
una especie de hongo filamentoso, Fusarium sporotrichoides. Asi mismo, se
evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas del suelo a través del analisis de
textura, densidad, porosidad, porcentaje de materia organica, color, pH,
capacidad de intercambio cationico total (CICT), conductividad eléctrica,
salinidad y nitrégeno total.

Los resultados indican que la Zona de Mezquital Abierto (ZMA) presenta en
promedio, una concentracion mayor de fenoles, flavonoides y alcaloides,
pudiéndose determinar ademas la presencia de grupos de metabolitos como
flavonas, isoflavonas, flavonoles, y &cidos grasos. En cuanto a la actividad
antibacteriana, se observé que los extractos de esta zona tienen en promedio
actividades mas altas que los reportados para los de la zona de Campo de
Cultivo Abandonado (CCA) sobre Staphylococcus aureus (MIC en un rango de
0.312 a 1.25 mg/mL), Vibrio cholera y Candida albicans (rango de CFso de 5 a
10 mg/mL) y una fuerte inhibiciébn sobre Fusarium sprotrichoides (CFso de
0.51458 mg/mL). Asi mismo, se encontrd en la bioatugrafia una relacién entre el
contenido alcaloidal y la inhibicion bacteriana. Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre las dos zonas.

Finalmente, con los resultados obtenidos se realizé un andlisis de rutas para
identificar la posible influencia entre los parametros edéficos y la composicion
qguimica de los extractos, identificando que las caracteristicas edéaficas mas
influyentes en la produccién de metabolitos secundarios son el contenido de
materia organica, la estructura del suelo y la salinidad (determinada a través de
la conductividad eléctrica).

Palabras clave: Prosopis laevigata, inflorescencia, actividad antimicrobiana,
parametros edaficos, metabolitos secundarios.
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ABSTRACT

Prosopis laevigata is a widely extended species in our country arid areas, and its
potential for agricultural, livestock, food, and pharmaceutical use has been known
and studied for several decades. In the present study, the antimicrobial activity of
P. laevigata inflorescences was obtained in two areas of Zapotitlan Salinas,
Puebla (one considered as Open Mezquital (ZMA), and the other as Abandoned
Cultivation Field (CCA), and their relationship with edaphic variables was
evaluated.

The inflorescences were collected and separated by organism and zone in March
2018; additionally, soil samples were taken for subsequent laboratory analysis.
The methanolic extracts of the inflorescences of each tree were obtained.
Subsequently, their total phenols, flavonoids, alkaloids, and antioxidant capacity
were evaluated, and there were characterized employing of the techniques of
Thin Layer Chromatography (TLC), High-Performance Liquid Chromatography
with Diode Arrangement (HPLC-DAD), and Gas Chromatography coupled to
Mass Spectrometry (GC-MS). Furthermore, their antimicrobial activity was
evaluated by the agar diffusion method, microdilution in broth, bioautography,
and inhibition of radial growth using 2 Gram-positive bacteria, 2 Gram-negative
bacteria, 3 species of fungi of the genus Candida, and one species of a
filamentous fungus, Fusarium sporotrichoides. Besides, the soil samples were
characterized by parameters such as texture, density, porosity, percentage of
organic matter, color, pH, Total Cation Exchange Capacity (CICT), electrical
conductivity, salinity, and total nitrogen content.

The results indicate that the Open Mezquital ZMA presents, on average, a higher
concentration of phenols, flavonoids, alkaloids, and the presence of groups of
metabolites such as flavones, isoflavones, flavonols, and fatty acids can also be
determined. Regarding antibacterial activity, it was observed that the extracts
from this zone have on average higher activities than those from the CCA zone
on Staphylococcus aureus (MIC in a range of 0.312 to 1.25 mg / mL), Vibrio
cholera, and Candida albicans (CF. range from 5 to 10 mg / mL) and strong
inhibition on Fusarium sprotrichoides (CFs. of 0.51458 mg / mL). Likewise, a
relationship between alkaloidal content and bacterial inhibition was found in the
bioatugraphy. However, no significant differences were found between the two
zones.

Finally, a Path Analysis was made to identify the possible influence between
edaphic parameters and the chemical composition of the extracts, identifying that
the most influential edaphic characteristics in the production of secondary
metabolites are the content of organic matter, the soil structure and salinity
(determined through electrical conductivity).

Key words: Prosopis laevigata, Inflorescence, antimicrobial activity, edaphic
parameters, secondary metabolites.
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INTRODUCCION

El conjunto de reacciones quimicas que se llevan a cabo dentro de las células
de cualquier organismo recibe el nombre de metabolismo. Dichas reacciones
pueden ser de sintesis de compuestos esenciales (proceso denominado
anabolismo) o la obtencién de moléculas mas sencillas a partir de la degradacion
de polimeros (proceso llamado catabolismo). Los dos conjuntos de reacciones
anteriormente mencionados son interdependientes, y la ausencia o presencia
anormal de una o mas reacciones (sean anabolicas o catabdlicas) puede
comprometer la homeostasis del organismo, llegando incluso a significar la

muerte de éste (Rabasa y Dickson, 2016; Meraj et al., 2020).

La mayor parte de los denominados bioelementos (carbono, hidrégeno, oxigeno,
nitrogeno, azufre y fésforo), asi como la energia necesaria para las funciones del
organismo, son almacenados en diversas moléculas comunes a todos los
organismos, necesarias para el mantenimiento y correcto funcionamiento de
éstos. Estas moléculas se clasifican en aminoacidos, nucleotidos, lipidos y
carbohidratos, y en su conjunto son denominados metabolitos primarios por estar
presentes en todas las formas de vida y ser indispensables para la vida (Katz y
Baltz, 2016; Rao et al., 2019). Por otro lado, existe otro grupo de reacciones de
sintesis que es denominado metabolismo secundario (Sepulveda-Jiménez et al.,
2003; Avalos y Pérez-Urrutia, 2009), en el que parte del carbono asimilado y la
energia sintetizada en el metabolismo primario son empleados para la
fabricacion de moléculas que no estan implicadas en las funciones vitales y que,
por tanto, son denominados metabolitos secundarios. Ademas de que no
participan en los procesos biolégicos principales, algunas familias estan
restringidas Unicamente a ciertos grupos biolégicos, siendo caracteristicos de
familias, grupos, géneros e incluso especies. Otra diferencia entre éstos y los
metabolitos primarios es que, los metabolitos primarios son el objetivo principal
de las diversas rutas de sintesis metabdlicas, en tanto que los secundarios
tienden a ser derivados (Avalos y Pérez-Urrutia, 2009; Ringuelet y Vifia, 2013
(Figura 1).
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Figura 1.0rigen de metabolitos secundarios a partir de las reacciones del
metabolismo primario (Modificado de Avalos y Pérez-Urrutia, 2009).

Clasificacion de metabolitos secundarios

De forma general, los metabolitos secundarios se agrupan de acuerdo con sus

vias de sintesis en:

Compuestos nitrogenados

Como su nombre indica, son moléculas organicas que presentan, por lo menos,
un atomo de nitrégeno en su estructura. Los glucésidos cianogénicos, son
capaces de producir, al momento de degradarse, sustancias toxicas,
destacandose el cianuro de hidrogeno (HCN). Los alcaloides, por su parte,
constituyen un numeroso grupo de moléculas (mas de 15,000) y presentan tres
caracteristicas basicas que los definen de otros compuestos: son solubles en
solucién acuosa con un pH entre 7.2 y 5 (valores correspondientes al citosol y a
la vacuola, respectivamente), presentan por lo menos un atomo de nitrogeno y

todos tienen alguna actividad biologica. Ademas, la mayoria son heterociclos,
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aungue existen compuestos nitrogenados alifaticos que son clasificados en esta
familia (Figura 2) (Henning, 2013; Henning y Yordaz, 2013).
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Figura 2. Algunos compuestos nitrogenados. a) ejemplos de alcaloides; b)
Linamarina, ejemplo de glicésido cianogénico, marcando en rojo el radical que
es precursor de cianuro. (Formulas realizadas en ChemDraw ® JS)

Terpenos

Son el grupo mas abundante de metabolitos (mas de 40,000 compuestos
distintos) e incluyen hormonas, pigmentos carotenoides, esteroles, glicosidos
cardiacos, latex y aceites esenciales, es decir, tanto metabolitos primarios como
secundarios. Sus rutas de sintesis son la del &cido mevalénico (en el citosol) y
la ruta del metileritritol fosfato (MEP) (en el cloroplasto). Sin importar la ruta de
sintesis, se puede decir que la gran mayoria de estos compuestos son insolubles
en agua y se forman por uniones de isopreno (molécula de 5 atomos de
carbono). Debido a que el isopreno es la unidad de los terpenos, estos ultimos
se clasifican en monoterpenos (2 unidades de isopreno o 10 &tomos de carbono),
sesquiterpenos (15 atomos de carbono), diterpenos (20 atomos de carbono),
triterpenos (30 atomos de carbono), tetraterpenos (40 atomos de carbono) y
politerpenos (més de 8 unidades de isopreno) (Figura 3) (Avalos y Pérez-Urrutia,
2009; Ringuelet, 2013).
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Figura 3. a) Estructura del isopreno. b) Ejemplos de terpenos. (Formulas
realizadas en ChemDraw ® JS)

Fenilpropanoides.

Son moléculas abundantes y muy diversas, presentes en plantas, hongos e
incluso bacterias. Se caracterizan por presentar al menos un anillo aromatico
(como los acidos fendlicos), o ser polimeros de alta complejidad (como los
taninos o la lignina). Un grupo bastante extendido de compuestos fendélicos son
los flavonoides, moléculas que tienen un esqueleto carbonado de 15 &tomos de
carbono ordenados en 2 anillos aromaticos unidos por un puente de 3 carbonos.
De acuerdo con el grado de oxidacion del puente de tres carbonos, se clasifican
en antocianinas (pigmentos), flavonas, flavonoles e isoflavonas (absorben
longitudes de onda més cortas que las antocianinas, por lo que sus colores son
visibles Unicamente para organismos capaces de captar el rango ultravioleta
(UV) (Sepulveda-Jiménez et al., 2003; Avalos y Pérez-Urrutia, 2009; Brusotti et
al., 2013; Ardoino et al., 2013) (Figura 4).
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Figura 4. Ejemplos de compuestos fendlicos. (Férmulas realizadas en
ChemDraw ® JS)
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La principal importancia biolégica de los metabolitos secundarios radica en las
relaciones inter e intraespecificas que los organismos que las producen
establecen en las comunidades en las que se desarrollan, teniendo, por tanto,
un valor ecolégico muy importante, e incluso crucial, al depender de ellos, en
ciertos momentos, el desarrollo de la planta y su supervivencia. Esto se debe a
gue suelen ser fundamentales en procesos de defensa contra depredadores (ya
sea degradandose como sustancias toxicas (como es el caso de los glicosidos
cianogénicos), produciendo sabores o sensaciones desagradables (como las
saponinas, algunos alcaloides y los taninos) o afectando sistemas o procesos
fisioldgicos (como algunos &cidos fendlicos, alcaloides, glicésidos cardiacos y
terpenos)), atraccion de polinizadores (por medio de fragancias o de colores
visibles en rangos solo apreciables por el grupo polinizador especifico de la
planta) y amortiguadores de diversos tipos de estrés, entre los que se destacan
el estrés nutrimental, estrés hidrico, estrés luminico y/o por temperatura, entre
otros, siendo algunos de tipo especie-especificos y encontrandose, en algunos
casos, restringidos a algun 6rgano o bien, ser producidos durante una etapa del
ciclo bioldgico determinada (Sepulveda-Jiménez et al., 2003; Vilela et al., 2011;

Pérez-Alonso y Jiménez, 2011) (Figura 5).
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Figura 5. Principales factores bioticos y abiéticos involucrados en la produccion
de metabolitos secundarios (Modificado de Buchannan et al., 2000).

Importancia de los metabolitos secundarios

Desde su descubrimiento, los metabolitos secundarios han sido de gran interés
para la comunidad cientifica, ya que muchos de ellos han resultado tener
propiedades biolégicas y médicas importantes. Aunque en un principio fueron
considerados como desechos metabdlicos o productos de desintoxicacion
(Reznik, 1960; Vilela et al., 2011), estudios posteriores determinaron que estas
moléculas tienen su origen en la interaccion de la planta con factores biéticos y
abidticos diversos (Figura 5).

Actualmente, la Hipotesis del Balance Carbono-Nutriente (Loomis, 1932; Herms
y Mattson, 1992, Vilela et al., 2011) realiza la prediccion de que la concentracion
de metabolitos secundarios organicos esta correlacionada positivamente con la
relacion carbono/nutriente de la planta, significando que la disponibilidad de

nutrientes influiria en la produccion de metabolitos, de forma tal que, entre
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mayores restricciones haya, mayor serd la producciéon de metabolitos
secundarios, para aprovechar el carbono en la sintesis de compuestos
secundarios como polifenoles o lignina (Wardle, 2003; Kakani et al., 2003).
Por otro lado, la Hip6tesis del Balance Crecimiento-Diferenciacion afiade a todos
los factores que afecten el proceso de la fotosintesis (radiacion solar, humedad
absoluta y relativa, temperatura, precipitacion, etcétera) y el crecimiento en
intensidades diferentes. Un ejemplo que apoya esta hipétesis es la exudacion de
gomas en plantas semi-lefiosas de ambientes &ridos con baja disponibilidad de
agua y nitrogeno (Vilela y Ravetta, 2005).
Las Hipotesis del Balance Carbono-Nutriente y la del Balance Crecimiento-
Diferenciacion en conjunto, predicen el posible comportamiento del metabolismo
vegetal al evaluarse los diversos factores ambientales a los que estd expuesta
cotidianamente la planta (Vilela et al., 2011; Ramakrishna et al., 2011; Yang et
al., 2018). Un ejemplo claro es la fisiologia de las plantas de zonas aridas y semi-
aridas. Estas zonas se caracterizan por presentar condiciones ambientales muy
limitantes para el crecimiento y desarrollo vegetal (temperaturas extremas, baja
disponibilidad de agua, baja concentracion de diversos nutrientes minerales en
el suelo, alta radiacion solar, etcétera), lo que se traduce en una mayor
asimilacion de carbono, que comunmente pasa a ser parte de los diferentes
tejidos en forma de carbohidratos y otras sustancias, que en conjunto protegen
al organismo (Yang et al., 2018).
El estudio de los metabolitos secundarios es importante para el ser humano,
debido a que no sélo le permite conocer el comportamiento y los mecanismos de
adaptaciéon de los organismos a su entorno, sino que, ademas le provee de
recursos novedosos para la solucién de diversas problematicas, que van desde
el descubrimiento de nuevas sustancias que permitan la prevencion, tratamiento
y/o la cura de diversas enfermedades (tanto microbianas como fisiolégicas),
hasta productos de interés industrial (como saborizantes, aditivos,
conservadores, pigmentos, esencias, impermeabilizantes, cosméticos, o con
fines recreativos). Ademas, el hecho de descubrir especies que contengan
dichos compuestos, en lugar de contribuir a su aprovechamiento excesivo 0 a su

extincion, podria, con el enfoque adecuado, contribuir a la conservacion no solo
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de la especie, sino de su ecosistema (Lira et al., 2001; Sepulveda-Jiménez et al.,
2003; Avalos y Pérez-Urrutia, 2009; Vilela et al., 2011; Yang et al., 2018).

Metabolitos secundarios y su relaciéon con el ambiente

Como se dijo anteriormente, la produccion de metabolitos secundarios responde
a diferentes factores, los cuales pueden ser intrinsecos (genéticos, ontogénicos
y morfogenéticos) y extrinsecos o ambientales (Verma y Shukla, 2015; Katz y
Blatz, 2016). Los factores extrinsecos, a su vez, se pueden dividir en

atmosféricos y edaficos.

Atmosféricos

Radiacion luminica.

La luz juega un papel indispensable en las rutas metabdlicas de los organismos
vegetales, promoviendo el crecimiento e induciendo o regulando el metabolismo.
Las plantas son capaces de adaptarse a los diferentes factores involucrados con
la luz (duracion del fotoperiodo, intensidad y longitud de onda) a través de la
acumulacion de compuestos fendlicos, terpenoides, flavonoides y alcaloides con
propiedades antioxidantes (Anasori y Asghari, 2008; Regvar et al., 2012; Arena
et al., 2017; Yang, 2018).

Temperatura.

Cambios en la temperatura se encuentran relacionados con la sintesis de
diferentes moléculas, destacando el incremento diferenciado de alcanos y acidos
grasos de cadena larga, favoreciendo los de tipo saturado en condiciones de
incremento y los insaturados en condiciones de bajas temperaturas (Mizusawa
y Wada, 2012; Carvalho y Caramujo, 2018). Ademas, se ha observado que el
aumento en la temperatura ambiental favorece el incremento de metabolitos
secundarios de tipo terpénico, fenolico, polifendlico y alcaloidal (Yang et al.,
2018; Alfarhan et al., 2020).

Edéaficos
Estos factores se encuentran relacionados con la textura del suelo (es decir, el

contenido de arcillas, limos y arenas), ya que la composicion y tipo de particulas
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influye significativamente en la disponibilidad de agua, de nutrientes y en la
capacidad de formar asociaciones simbiéticas de las plantas con diferentes
microorganismos, lo que favorece su nutricion (Garcia-Ruiz y Lana-Renault,
2011; Hernandez-Gonzalez et al., 2018).

Humedad

El estrés hidrico es un factor limitante para el crecimiento vegetal, ya que afecta
la concentracién, composicién y distribucion, tanto de metabolitos primarios
como secundarios (Mundim y Pringle, 2018). En el caso de estos ultimos,
desencadena una serie de sefiales que promueven la sintesis de moléculas que
aminoren el impacto del déficit hidrico en el medio, especialmente compuestos
fendlicos y alcaloideos (Ramakrishna y Ravishankar, 2011; Vermay Sukla, 2015;
Yang et al., 2018).

Salinidad

Es uno de los factores que mas restringe el metabolismo debido a que causa
estrés oxidativo ya que se favorece una produccion elevada de especies
reactivas de oxigeno (ERO’s), alterando significativamente el desarrollo vegetal.
En condiciones de alta salinidad, las plantas producen una gran cantidad de
compuestos con actividad antioxidante, destacando compuestos terpénicos,
fendlicos, flavonoides y alcaloides (Hanen et al., 2008; Lim et al., 2012;

Borgognone et al., 2014; Falcinelli et al., 2017).

Fertilidad

Este factor esté intimamente relacionado con los minerales presentes en el suelo
y estimula el crecimiento vegetal ademas de influenciar el contenido de
metabolitos secundarios (Yang et al.,, 2018). Deficiencias en macronutrientes
(como el nitrégeno, el fésforo y el potasio) y micronutrientes (el hierro, el cobre,
el zinc y el manganeso), el estan relacionadas con el incremento en la
concentracion de compuestos fendlicos; ademas, el déficit de nitrégeno se ha
realizado con una disminucién drastica en el contenido alcaloideo al utilizarse
estas moléculas como fuentes de este elemento (Ibrahim et al., 2010; Arena et
al., 2017; Ullrich et al., 2017).
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Zona de estudio

Nuestro pais se caracteriza por presentar regiones aridas y semi-aridas en mas
del 60% del territorio nacional. Sin embargo, a diferencia de otros paises que
presentan coberturas similares, el llamado “desierto mexicano” se caracteriza
por la presencia de enormes extensiones de matorrales xerofilos (Gonzalez,
2012), en los cuales, de acuerdo con las caracteristicas ambientales de la zona,
puede predominar una especie o un grupo especifico de plantas a partir de las
cuales se asigna el nombre a la asociacion vegetal de dicha localidad. De esta
forma, tenemos las tetecheras, en las que predominan las cactaceas de la
especie Neobauxmia tetetzo (F.A.C. Weber) Backeb (cuyo nombre comdn es
“tetecho”); nopaleras, que se caracterizan por la presencia de una o varias
especies del género Opuntia (conocidos popularmente como “nopales”);
pastizales y/o zacatonales (dominadas por una o varias especies de gramineas);
y mezquitales (en donde hay predominancia de organismos del género Prosopis,
denominados genéricamente como “mezquites”) (Gédmez-Pompa, 1965).

El cambio de uso de suelo en estas regiones ha propiciado el crecimiento de
diversas actividades productivas, destacando las agricolas (las cuales
encuentran limitadas por la disponibilidad de agua, la cual se obtiene de rios
cercanos y mantos freaticos), ganaderia (mayor preponderancia del ganado
bovino en el norte del pais, en donde los animales pueden dispersarse mejor al
haber grandes extensiones de pastizales y poca presencia de cactaceas y otras
especies espinosas; y una amplia variedad de ganado ovino y caprino en las
zonas centrales del pais, donde tanto cabras como ovejas se adaptan con mayor
facilidad a las condiciones ambientales de dichas regiones) y actividades de
recoleccion (principalmente de flores y frutos de temporada provenientes
principalmente de cactaceas, arboles y arbustos), ademas de obtencién de
materiales de construccion (principalmente costillas de cactaceas columnares
secas Yy hojas de palma como cubierta de techos de casas, establos y gallineros)
(Montoya, 2002; Vilela et al., 2011; Gonzalez, 2012).

Una zona de importancia para los estudios de produccién de metabolitos
secundarios y la influencia del ambiente sobre los mismos es el Valle de

Zapotitlan Salinas, Puebla, insertado dentro de la reserva de la Biosfera de
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Tehuacan-Cuicatlan, region que se caracteriza por la presencia de un clima
arido, el cual se destaca por precipitaciones escasas (entre 200 y 450 mm), altos
niveles de radiacion solar y un alto grado de evapotranspiracion (Apéndice 2).
Desde el punto de vista edafolégico, presenta suelos alcalinos y con alta
salinidad, originada por el material parental que la conforman (L6épez-Galindo et
al., 2003). La aridez del ambiente se ha visto acrecentada por las practicas
agricolas y ganaderas de los habitantes, situacion que ha provocado que muchos
de los ecosistemas se vean afectados por la pérdida de nutrientes y el ataque de
herbivoros, destacandose el atague constante del ganado caprino perteneciente
a la poblacion circundante (Montoya et al., 2004; Garcia-Ruiz y Lana-Renault
2011).

Importancia del género Prosopis y antecedentes

Un grupo vegetal, anteriormente mencionado y que ha sido explotado para toda
clase de actividades productivas en las zonas aridas del territorio nacional, es el
grupo de los mezquites, los cuales pertenecen al género Prosopis, que se
encuentra ampliamente extendido en el continente Americano. En México, las
especies con mayor cobertura son P. glandulosa Torr., P. velutina Wooton 1898,
P. strombulifera (Lam.) Benth, P. pubescens Benth. 1846, P. juliflora (Sw.) DC.
1825 y P. laevigata (Humb. & Bonpl. ex Willd.) M.C. Johnst (Ffolliot y Thames,
1983) distribuyéndose especialmente en estados como Jalisco, Zacatecas y
Aguascalientes; asi mismo, su distribucion en Estados Unidos se extiende hasta
el sur de Texas, el sudoeste de Kansas, y del sudeste de California al sudoeste
de Utah y hasta el limite sur del desierto de Sonora (Rzedowski, 1988).

Una de las especies dominantes en la zona centro-este del pais es Prosopis
laevigata (Apéndice 1), un elemento de la flora representativo de la region. Los
individuos de P. laevigata son aprovechados por los pobladores para actividades
economicas como la agricultura, la cria de ganado (particularmente bovino y
caprino), la recoleccion de frutos (tanto de cactaceas asociadas a los
mezquitales y de las vainas de mezquite para ser utilizadas como forraje en
épocas de sequia) y la obtencion de madera y carbdn. La madera de mezquite
es conocida por su dureza, lo que la coloca en la categoria de madera preciosa;

por otro lado, el carbén obtenido de esta especie es muy apreciado por sus
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capacidades inflamables, su duracién y el calor que produce (Cervantes y
Concepcién, 2002; Paredes-Flores et al., 2007; Salas, 2013; Rodriguez et al.,
2014; Castro, 2016).

Estos aspectos han originado la sobreexplotacion de este recurso vegetal por
parte de los pobladores, situacidn que origina problemas ecologicos a largo
plazo, debido a la importancia de esta especie como nodriza y fertilizador de los
suelos, provocando la agudizaciéon de la aridez (CONAZA, 1994). En
consecuencia, es relevante ahondar en estudios alrededor de P. laevigata, ya
que dichos estudios podrian arrojar datos que permitan, a la larga, favorecer
actividades de proteccion a partir del uso racional de la especie.

Tres &reas importantes para el estudio de Prosopis laevigata son la etnobotanica,
la farmacognosia y la fisiologia vegetal que, a través del estudio de plantas
medicinales y sus metabolitos secundarios, es posible proponerlos para
procesos industriales o farmacéuticos. En el caso del
género Prosopis, se tiene registro del uso de las
partes aéreas desde la época prehispanica,
conocimiento recogido en el Cddice de la Cruz-
Badiano (Linares y Bye, 2013), recopilacion de las
plantas medicinales de la entonces Nueva Espafa;
en dicho cédice del siglo XVI, se menciona al
quetzalmizquitl  (identificado como  Prosopis

laevigata) como parte de las plantas utilizadas para
‘el remedio contra la purulencia ya agusanada”,

afeccion que se refiere a heridas infectadas e Figura 6. Quetzalmizquitl
(Identificado  como P.

laevigata) (tomada de
En 1980, Toursarkissian hizo una revision acerca de Linaresy Bye, 2013).

las plantas medicinales de Argentina, y menciona a

invadidas por gusanos (Figura 6).

los mezquites como parte de las plantas que se utilizan para las afecciones
respiratorias y para el alivio de infecciones oculares. Argueta et al. 1994, en su
Atlas de Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana registran el uso de
infusiones de hojas y ramas provenientes de P. laevigata para el tratamiento de

tos, dolor estomacal e infecciones bucales y oculares, registro que coincide con
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Monroy y Castillo (2000), en su trabajo sobre plantas medicinales del estado de

Morelos.

Los registros etnobotanicos del género Prosopis han derivado en investigaciones

acerca de la composicion quimica de distintas especies, con la finalidad de

encontrar compuestos de interés biomédico, entre los que se pueden destacar

los que se encuentran en el cuadro 1.

Cuadro 1. Antecedentes de estudios sobre la actividad antimicrobiana de
diferentes especies del género Prosopis.

Autor Especie Parte(s) Actividad
utilizada(s)
Ardoino, Prosopis Hojasy Actividad in vitro de los extractos
2006 flexuosa corteza  etanolicos sobre Brucella canis.
Darogha, Prosopis Hojas Actividad antimicrobiana de
2009 farcta extractos acuosos y etandlicos sobre
varias cepas de Staphylococcus
aureus meticilin-resistentes.
Kolapo et al., | Prosopis Raiz y Actividad antimicrobiana de un
2009 africana tallos extracto etandlico sobre Candida
albicans, Staphylococcus
saprophyticus y  Streptococcus
mutans.
Raghavendra | Prosopis Hojas Actividad antifangica del extracto
et al., 2009 juliflora acuoso sobre Alternaria alternate;
determinacion de la actividad
antifangica de la fraccion alcaloidea
con una concentracion minima
inhibitoria de 1000 ppm
Salinas et al., | Prosopis Hojas Actividad antimicrobiana de
2009 laevigata extractos hexanicos y cetonicos.
Moorthy y Prosopis Hojas Moderada a media actividad
Kumar, 2011 | glandulosa antimicrobiana sobre C.
neoformans, Staphylococcus
aureus, Shigella flexneri, Proteus
vulgaris y Vibrio parahaemolyticus
observada en el método por difusion
en disco.
Cunha, 2012 | Prosopis Hojasy Actividad antifiungica de extractos
juliflora corteza  etandlicos sobre cepas de Candida
albicans, Candida guillermondii y
Candida tropicalis.
Tajbakhsh et | Prosopis Vainas  Actividad de un extracto obtenido
al., 2015 juliffora inmaduras con una mezcla de agua
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Escherichia coli y Pseudomonas
aeuroginosa, encontrando un mayor
efecto en las bacterias Gram

positivas.
Thakur et al., | Prosopis Hojas Moderada a mediana actividad
2014. juliflora antibacteriana de extractos
butandlicos, etanolicos y
metandlicos obtenidos por

maceracion 'y  por  Soxhlet,
destacando la actividad sobre
Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus y Streptococcus pyrogenes.
Kavita et al., | Prosopis Vainas  Actividad inhibitoria del extracto

2017 cinerea  inmaduras cloroférmico de las vainas contra
Klebsiella pneumoniae y actividad
inhibitoria del extracto bencénico
contra Escherichia coli y Bacillus

subtilis
Moreno, Prosopis Hojas Actividad antifangica del extracto
2019 laevigata metanolico sobre cepas tanto de

catalogo como aislamientos clinicos
de Candida albicans, Candida
tropicalis y Candida glabrata.
Melgoza, Prosopis Hojas Actividad antifangica del extracto

2020 laevigata metanolico sobre cepas tanto de
catadlogo como aislamientos clinicos
de Staphylococcus aureus vy
Escherichia coli.

Como se mencion6 anteriormente, uso de hojas, corteza y ramas para la
curacion de afecciones, especialmente en las especies P. juliflora y P. cinerea
es muy conocido (Sharifi-Rad et al., 2019); sin embargo, hay poca informacion
con respecto a la actividad antimicrobiana de las inflorescencias. Estudios con
mieles monoflorales producidas a partir del néctar de las flores de especies de
este género demostraron tener altas capacidades bactericidas (Maidana, 2008);
en 2016, Castro reporto que las flores de la especie Prosopis laevigata presentan
una alta actividad antibacteriana, y en 2017, Nava report0 diferencias de
actividad antimicrobiana entre flores colectadas en el afio 2015 en dos momentos
distintos del afio: época de secas (la cual comprende de septiembre a abril), que
es la época de floracion normal (que sucede entre febrero y marzo), y una
temporada de lluvias tempranas (la cual comenzé ese afio a finales de febrero y

se extendi6 hasta mayo), suceso que provocO un fendmeno llamado
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coloquialmente como “floracién loca”, en la que hay produccion de flor fuera de

la temporada normal.

Biologia de la flor

La transicion de la fase vegetativa a la reproductiva es un proceso fundamental
en el ciclo de vida de una planta, ya que es por medio de ella que la especie se
perpetda y depende de que el organismo llegue a un estadio adecuado para que
la floraciébn se produzca en condiciones favorables para la polinizacion vy
anticipando que las condiciones ambientales sean las adecuadas para el
desarrollo de las semillas (Cruz y Rosas, 2013). Este proceso implica, por lo
tanto, la coordinacién entre la percepcién de diferentes estimulos ambientales
tales como la disponibilidad de agua, la longitud del dia, la calidad luminica y la
temperatura ambiental (Gamboa-de Buen et al., 2013a).

De forma general, se puede decir que las plantas de zonas aridas presentan
poca respuesta al fotoperiodo, ya que son organismos que estan adaptados a
resistir altas radiaciones luminicas, por lo que sus procesos de floracion y
fructificacion dependen especialmente de la disponibilidad de agua o la humedad
relativa del ambiente (Lesica y Kittelson, 2010). Otro factor recientemente
estudiado es la concentracion de CO2 ambiental y se ha observado que, en
algunas especies pertenecientes a la familia Rubiaceae, Solanaceae y algunas
Fabaceae especialmente del grupo de las Fabales, puede adelantar ligeramente
los procesos de diferenciacion y desarrollo floral. Debido a esto, se puede inferir
gue la composicion quimica de las flores de momentos diferentes en el afio, o
sometidas a condiciones ambientales diferentes, presentarian diferencias
visibles en las moléculas que las conforman (Crimmins et al., 2010; Gamboa-de
Buen et al., 2013b).

Por esta situacidon, y considerando el estrés adicional de las actividades
humanas en los mezquitales, se hace necesario el estudio de la variacion de
metabolitos en diferentes 6rganos. Un organo de interés de la especie P.
laevigata es la inflorescencia, ya que, durante su desarrollo, muchos metabolitos
(entre los que destacan flavonoides como la crisina, la pinocembrina y la
quercetina; alcaloides propios del género Prosopis como la juliflorina, la

juliprosopina, la prosofilina y la cassina; pigmentos accesorios como la luteina,
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entre otros) son sintetizados para su proteccion y propagacion (Pakrashi y
Chatterjee, 1992; Castro, 2016; Henciya et al., 2017; Nava, 2017), en este
sentido, cambios en el medio circundante podrian verse reflejados en la
produccién y concentracion de dichos metabolitos, ya sea favoreciendo o
inhibiendo aquellos que potencialmente podrian ser de interés para el ser
humano, y por ende, podrian ser excelentes indicadores del estrés y las
condiciones ligadas a la perturbacion ambiental a la que esta especie se
encuentra expuesta.

Por lo antes mencionado, surge el planteamiento de este trabajo de investigacion

gue pretende resolver la siguiente pregunta:

¢ Habréa variacién en la composicién quimica y actividad antimicrobiana en los
extractos florales procedentes de diferentes arboles de P. laevigata colectados
en la misma zona, pero en areas con diferente grado de perturbacion

antropogénica?

HIPOTESIS

Las plantas producen compuestos que les permiten amortiguar las presiones
ambientales a las que se ven expuestas, por lo que modificaciones ambientales
antropogénicas relacionadas con cambios en diversas caracteristicas del suelo,
estimularan la sintesis de compuestos que permitiran a la inflorescencia y al
futuro vastago de Prosopis laevigata la supervivencia en dichas condiciones ya

sea amortiguando dicho estrés o protegiendo del ataque microbiano.

OBJETIVO GENERAL
Correlacionar la concentraciéon y tipo de metabolitos secundarios presentes en
las flores de P. laevigata y factores edaficos como la salinidad, el pH, materia

organica y nitrégeno totales.

OBJETIVOS PARTICULARES
De los extractos metanolicos de las inflorescencias de P. laevigata:
1. Comparar la composicion quimica por métodos cuantitativos y cualitativos.

2. Determinar la Capacidad Antioxidante Media (CAso).
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3. Comparar la actividad antibacteriana y antifingica, obteniendo los halos
de inhibicién, Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), Concentracion
Minima Bactericida, Concentracion Fungicida Media (CFso) Yy
Concentracion Fungicida Minima (CFM).

4. Identificar la, o las fracciones, con mayor actividad antibacteriana por
medio de una Bioautografia, determinando, ademas, uno de los posibles
mecanismos de accion de los extractos por medio de la técnica de
cuantificacion de fuga de proteinas.

5. Correlacionar las actividades y la presencia de compuestos con diferentes
caracteristicas del suelo (contenido de materia organica, densidad,
salinidad, nitrégeno total, y conductividad eléctrica) a partir de un analisis
de rutas.
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MATERIALES Y METODOS

a) Obtencion de los extractos

1. Obtencion del material biolégico

El material biolégico fue colectado en las épocas de floracion de P. laevigata, en
el mes de marzo de 2018 en Zapotitlan Salinas, Puebla (Figura 7, Apéndice 2),
en dos areas, una de cultivo abandonado (caracterizado por la presencia de
surcos de cultivo y delimitacién de espacios de origen antropogénico) (CCA) y
otra de mezquital abierto (caracterizado por una distribucién discontinua de P.
laevigata y presencia de organismos pertenecientes a las familias Poaceae,
Cactaceae y Crassulaceae de naturaleza haldéfila) (ZMA) (Garcia-Ruiz y Lana-
Renault 2011; Hernandez-Gonzélez et al., 2018). Adicionalmente durante la
colecta se tomaron muestras del suelo siguiendo un recorrido en forma zigzag.
Cada dos metros se tomd una muestra, obtenidas a 50 centimetros de
profundidad y fueron tomadas en 5 puntos separados a 2 m cada uno,
procurando que dichos puntos estuvieran cerca de los organismos de P.
laevigata de cada zona. Se obtuvieron aproximadamente 100 gramos de cada
punto de muestreo y se procedio a hacer una muestra mezclada de cada zona

para su transporte y posterior analisis en laboratorio (NOM-021-RECNAT-2000).

\, - : NS TR - i >
s X R\ \

Figura 7. Macrolocalizacion del area de estudio (color amarillo).

2. Obtencion de los extractos metandlicos

Las muestras de inflorescencias se secaron en un lugar sombreado y ventilado
a temperatura ambiente (aproximadamente 20°C). Se midi6 el peso de cada
muestra. Se realizaron extractos metandlicos utilizando metanol grado reactivo
ACS (marca Fermont S.A. de C.V.) de cada organismo colectado por la técnica
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de maceracion, hasta el agotamiento de los compuestos solubles, descrita por
Dominguez (1973). El exceso de solvente se destilé bajo presion reducida en un
rotavapor y se peso el extracto obtenido. Para calcular el rendimiento total se

utilizo la siguiente férmula:

Pe X 100 R= Rendimiento

Pe= Peso del extracto
Pm Pm= Peso seco de la muestra vegetal

b) Pruebas quimicas

1. Cuantificaciéon de Fenoles Totales

La Concentracion de Fenoles Totales (CFT) se cuantifico por espectrofotometria
con base en una reaccion colorimétrica redox por el método modificado de
Singleton et al. (1999). Se realizé una curva de calibracion con acido galico en
una solucién estandar de 200 pg/mL. A partir de esta solucién se tomaron
alicuotas correspondientes para obtener las concentraciones seriadas de acido
gélico (0.00625, 0.0125, 0.025, 0.05, 0.1 y 0.2 mg/mL). La absorbancia se midié
a 760 nm. Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de acido

galico por gramos de extracto de inflorescencia de mezquite (mg eAG/Q).

2. Flavonoides Totales

Se determinaron por medio del método de Dowd (Ramamoorthy y Bono, 2007),
empleando una solucion de AIClz al 2%. Se realiz6 una solucion inicial de
guercetina (marca Sigma-Aldrich, pureza > 95%). Pesando 3 mg de este reactivo
y disolviéndolos en 3 mL de metanol puro grado HPLC (marca Sigma-Aldrich,
pureza > 99%). A partir de esta solucion se realizé una curva patron con
diferentes concentraciones (1-100 pug/mL) en tubos de ensayo de 5 mL, y
posteriormente agregando 1 mL de la solucién de AICIz al 2%; de estas
soluciones, se tomaron alicuotas de 200 pL y se colocaron por triplicado en una
placa de ELISA de 96 pozos de fondo plano.

Asi mismo, se realizd una solucion de cada extracto metandlico en las mismas
condiciones que la solucion inicial de quercetina, de la cual se tomé 1 mL y se
paso a un tubo de ensayo, para posteriormente colocar 1mL de solucién de AICl3

al 2%, para posteriormente tomar alicuotas de 200 pL. Posteriormente se coloco
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en tres pozos metanol puro y en otros tres 200 UL en cada uno de la solucion
inicial del extracto como blancos.

La placa de Elisa se ley6 en un lector de placas marca Thermo, modelo Multiskan
EX, tipo No. 355, serie No. 3550902720 determinando la absorbancia a 415 nm,
y los resultados se expresaron como microgramos equivalentes de quercetina
por gramo de extracto de inflorescencia de mezquite (ug eQ/g) (Ramamoorthy y
Bono, 2007; Nava, 2017).

3. Evaluacién de la actividad antioxidante

Se determind por el método de reduccion del radical 2,2-difenil-1picrilhidracil
(DPPH) (marca Sigma-Aldrich). Se realiz6 una solucion de cada extracto
pesando 5 mg y disolviéndolos en 5 mg de metanol grado HPLC marca Sigma-
Aldrich, pureza > 99%). A partir de estas soluciones iniciales se realiz6 un
abanico de concentraciones desde de 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700,
800, 900 y 1000 pg/mL y a partir de cada una de éstas, se tomaron alicuotas de
50 pL por triplicado para colocarlas en placas de ELISA de 96 pozos de fondo
plano.

Posterior a la preparacion de las concentraciones, se realizé una solucién de
DPPH a una concentracion de 100 uM en un matraz aforado, y de esta solucion
se tomaron alicuotas de 150 uL para colocarlas en los pozos de los extractos
anteriormente mencionados. Como control positivo se realizé una curva de
quercetina (marca Sigma-Aldrich, pureza > 95%) con concentraciones de 1 a
1000 pg/mL. Como blanco se usaron pozos con 200 pL de metanol grado HPLC.
Cada placa se cubrio6 de la luz con papel aluminio y se incubé durante 30 minutos
en una estufa de cultivo marca Ecoshel modelo 9082 (Ecoshel Technology, TX.,
EE.UU) para posteriormente ser leidas en un lector de placas marca Thermo,
modelo Multiskan EX, tipo No. 355, serie No. 3550902720, determinando la
absorbancia a 540 nm (Okusa et al., 2007; Nava, 2017).

Con los resultados obtenidos se calculo el el porcentaje de reduccion, a partir de

la siguiente formula:

C-E C=Absorbancia del DPPH disuelto en MeOH

% de reduccion del DPPH = —— x 100 _ _
C E= Absorbancia experimental (Mezcla DPPH (150

ML) + solucién problema (50pL)).
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4.Alcaloides totales.

Se determinaron por medio de la técnica descrita por Shamsa et al. (2008).

Se prepard una solucién de verde de bromocresol pesando 69.8 mg de este
reactivo, los cuales se disolvieron en 3 mL de una solucion de hidroxido de sodio
(NaOH) 2 N. Una vez disuelto el colorante, se afiadieron otros 5 mL de agua
destilada. Una vez disuelto perfectamente, Se aforé a un litro afladiendo agua
destilada.

Para la curva patron, Se preparo una solucion de atropina (Sigm-Aldrich, pureza
>99%) a una concentracion de 100 pg/mL en agua destilada. A partir de esta
solucién, se tomaron alicuotas que fueron colocadas en tubos de ensayo de 10
mL para finalmente obtener concentraciones de 0.02 a 0.1 mg/mL
Posteriormente, se realizaron soluciones de los extractos metandlicos a una
concentracion de 2 mg/mL en agua destilada. De cada una de estas soluciones
se tomaron alicuotas de 1.2 mL y se colocaron en tubos de ensayo de 10 mL
tanto a los tubos de la curva patréon como a los de los extractos se agregaron 2.5
mL de una solucién 2 M de fosfato de sodio (con pH de 4.7) y 2.5 de la solucion
de verde de bromocresol. A cada tubo se realizé una serie de lavados con
cloroformo grado reactivo ACS (marca Fermont S.A. de C.V.) utilizando cada vez
0.5 mL y mezclando perfectamente, para posteriormente recuperar la parte
cloroférmica con el uso de pipetas Pasteur. Los lavados se realizaron hasta
obtener 5 mL, que fueron recuperados en tubos de ensayo de 10 mL.
Finalmente, se determin6é la absorbancia a 470 nm y los resultados se
expresaron como miligramos equivalentes de atropina por gramo de extracto de

inflorescencia de mezquite (mg eA/g) (Shamsa et al., 2008; Nava, 2017).
5. Caracterizacion quimica de los extractos.

La composicion quimica de los extractos se estudio mediante Las siguientes

técnicas cromatograficas:
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5.1 Cromatografia en placa fina (CCF)
Se realizo utilizando cromatofolios de aluminio con silica gel 60 F2sa, utilizando
una fase movil de acetona:cloroformo:metanol acidulado con 1% de acido

fosférico en una proporcion 6:2:2.

5.2 Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM)
Se realiz6 utilizando un Cromatografo De Gases modelo 6850 y Espectrometro
de Masas modelo 5975 C, marca Agilent Technologies EE.UU; condiciones de
corrida: Temperatura inicial del horno:150 °C mantenida durante 2 minutos, con
rampa de calentamiento de 5 °C/min hasta 200 °C y una segunda rampa de 10°C
hasta 300 °C mantenida por 4 minutos; tipo de inyeccion Spitless con
temperatura del inyector de 250°C; columna RTX-50 30 m de largo por 0.25mm
de diametro interno y 25 micras de pelicula marca Restek Corp con flujo inicial
de 1.0mL/min; Detector de Masas con modo de adquisicion de datos Full Scan,
rango de masas de 35-600 m/z; temperatura de cuadrupolo de 150 °C;

temperatura de la fuente de ionizacién de 230 °C e impacto electrénico de 70 eV.

5.3 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con arreglo de Diodos
(CLAR-DAD)

Se realizé utilizando un equipo modelo Hewlett-Packard HP serie 1100 (Hewlet-
Packard, Wilmington, EE. UU) equipado con un Detector con Arrledo de Diodos
1100 operado con una estacion mévil ChemStation AO903; condiciones de
corrida: Fase metanol-acetonitrilo-agua-acido fosforico 1% (25:25:50); columna
Allsphere ODS-1 de 250 x 4.6 mm con pelicula de 5 micras; flujo de 1 mL/min;
detector de 254, 280 y 364 nm; DAD: 200-450nm.

c) Pruebas biolégicas

1. Actividad antibacteriana

Caracteristicas de los cultivos utilizados para los ensayos: Las bacterias de
cada cepa se dejaron crecer 24 horas antes de cualquier ensayo, en 10 mL de
caldo Muller-Hinton en tubos estériles en una estufa de cultivo marca Ecoshel

modelo 9082 (Ecoshel Technology, TX., EE.UU). De cada tubo se tomaron
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alicuotas para ajustar la turbidez al patrén 0.5 de McFarland equivalente a 1.5 x
108 unidades formadoras de colonia (UFC) (CLSI, 2019%).
Asi mismo, se evalud la sensibilidad de cada cepa utilizada a diferentes
antibiéticos de uso comercial empleando multidiscos marca BIORAD ® (Gram

positivos Il y Gram negativos).

1.1 Prueba de difusion en agar de Kirby-Batuer

Se determind la actividad antibacteriana mediante la técnica de difusion en agar
de Kirby-Bader, para lo cual, 24 h previas al ensayo se impregnaron sensidiscos
con 2 mg del extracto a probar; como control positivo se usaron sensidiscos
impregnados con 25 pg de cloranfenicol, como control negativo se utilizaron
sensidiscos impregnados con 10 uL de metanol. Las bacterias utilizadas fueron
2 cepas Gram positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Enterococcus
faecalis ATCC 29212) y dos cepas Gram negativas (Escherichia coli, caso clinico
y Vibrio cholera CDBB-1159) (CLSI, 2019%).

Se sembraron placas con agar Mieller-Hinton y se colocaron tres discos de cada
extracto y 3 de cloranfenicol por cada cepa utilizada. Posteriormente, se
incubaron durante 24 h a 37°C en una estufa de cultivo marca Ecoshel modelo
9082 (Ecoshel Technology, TX., EE. UU). Después del periodo de cultivo, se

midieron los halos de inhibicion.

1.2 Prueba de microdilucién en caldo

Para la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y de la
Concentracion Bactericida Minima (CBM) se realiz6 la microtécnica de dilucién
en caldo, con una serie de diluciones seriadas (0.312, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10y
20 mg/mL) del extracto metandlico. El extracto se disolvio en caldo Mueller-
Hinton, por lo cual no fue necesario incluir un control negativo, colocandose por
triplicado en cajas de ELISA de 96 pozos con fondo céncavo. Posteriormente,
las cajas se inocularon con 50 pL de un cultivo bacteriano a una concentracion
de 1X10° UFC/mL y se incubaron por 24 horas a 37°C en una estufa de cultivo
marca Ecoshel modelo 9082 (Ecoshel Technology, TX., EE. UU) (CLSI 20192).
Posterior al tiempo de incubacién, se afiadieron a cada pozo 50 pL de cloruro de

trifenil tetrazolio (TTC) al 0.08% y se volvio a incubar durante 30 minutos,
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después de lo cual, se observé la placa, buscando aquellas concentraciones en
las que se viera una disminucion drastica del crecimiento bacteriano (CMI) o la
inhibicién completa de éste (CBM) a partir de la coloracién del in6culo bacteriano
en el fondo de cada pozo.

1.3 Determinacién de fuga de proteinas de microrganismos.

Una vez identificada la actividad de los extractos sobre organismos bacterianos,
se determind si las moléculas que los componen afectan la membrana celular,
favoreciendo la lisis de ésta utilizando la CMI de cada extracto y siguiendo la
técnica descrita por de Akinpelu et al., 2015.

Previo al experimento, se inocul6é un tubo con 20 mL de caldo Mueller-Hinton a
partir de un cultivo de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y se incubd en una
estufa de cultivo marca Ecoshel modelo 9082 (Ecoshel Technology, TX., EE. UU)
a 37°C durante 24 h. De este tubo se extrajeron alicuotas de 1.5 mL que fueron
depositadas en tubos Eppendorf ™ de 2 mL, los cuales se centrifugaron en una
microcentrifuga a 10,000 rpm x 10 min, para después decantar el sobrenadante
y resuspender la pastilla en 1.5 mL de solucién salina isotonica. Este
procedimiento se realizé por triplicado, y después del tercer lavado se agregé 1.5
mL de una solucion con la Concentracién Minima Inhibitoria de cada extracto en
tubos por separado.

Cada 30 minutos, los tubos fueron centrifugados a 10,000 rpm x 10 min, luego
de lo cual se tomaron alicuotas de 100 pL, las cuales fueron colocadas en placas
de ELISA de fondo plano. Esto se hizo en el periodo comprendido de 0 a 90 min,
después de lo cual, se realizé la técnica de micro Bradford, utilizando una curva
de albumina de suero fetal bovino (Sigma, pureza de > 96%) para determinar la
concentracion de proteinas en el medio extracelular. El procedimiento se realiz6
por triplicado y se determiné la absorbancia a 595 nm en un lector de placas
marca Thermo, modelo Multiskan EX, tipo No. 355, serie No. 3550902720. Los
resultados fueron expresados en microgramos equivalentes de albumina por
mililitro (ug e BSA/mL).
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1.4 Bioautografia de los extractos

Una vez determinados los extractos que presentaron la mayor actividad
antimicrobiana, se realiz0 una bioautografia de cada uno para identificar la
fraccion o fracciones mas activas de cada extracto (Colorado et al., 2007),
utilizando las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Vibrio cholera
CDBB-1159 (que fueron las cepas mas sensibles a los extractos). Pasado el
tiempo de incubacion, las bioautografias se revelaron con TTC para identificar la

o las fracciones con actividad antimicrobiana.

2. Actividad antifingica en hongos levaduriformes

2.1 Evaluacion de la actividad del extracto sobre hongos levaduriformes
Se realiz6 de acuerdo con el método de difusiébn en agar. Los sensidiscos se
prepararon 24 horas antes de realizar el ensayo, se impregnaron con 4 mg del
extracto metanolico. Para el control positivo se utilizaron sensidiscos
impregnados con 25 pg de nistatina (marca Sigma-Aldrich), como control
negativo se usaron sensidiscos impregnados con 10 uL de metanol. Las cepas
que se utilizaron fueron Candida albicans ATCC1023, C. albicans caso clinico;
C. tropicalis caso clinico, y C. glabrata caso clinico (CLSI, 20192).

Se sembraron placas con agar Papa Dextrosa (PDA) y se colocaron tres discos
de cada extracto y 3 de nistatina por cada cepa utilizada. Posterior a esto, se
incubaron durante 24 h a 37°C en una estufa de cultivo marca Ecoshel modelo
9082 (Ecoshel Technology, TX., EE. UU). Pasado el tiempo de incubacion, se

midieron los halos de inhibicion.

2.2 Determinacion de la Concentracion Fungicida Media (CFso) y de la
Concentracion Fungicida Minima (CFM) en hongos levaduriformes

Para la determinacion de la Concentracion Fungicida Media (CFso) y de la
Concentracion Fungicida Minima (CFM) se realizé la microtécnica de dilucién en
caldo, con una serie de diluciones seriadas (0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 20 y 40
mg/mL) de cada extracto metanolico en placas de ELISA de fondo céncavo
colocadas por triplicado. El extracto se disolvié en caldo Sabouraud, por lo que
no fue necesario colocar un control negativo. Las placas se inocularon con 50 pL

de un cultivo de levaduras a una concentracién de 1X10° UFC/mL y se incubaron
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en una estufa de cultivo marca Ecoshel modelo 9082 (Ecoshel Technology, TX.,
EE. UU) a 37° C por 24 horas (CLSI 20192). Pasado el tiempo de incubacion, se
observaron las placas, buscando aquellas concentraciones en las que se viera
una disminucion drastica del crecimiento de las levaduras (CFso) o la inhibicién

completa de éste (CFM).

2.3 Inhibicion del crecimiento radial en hongos filamentosos

Se realiz6 la técnica de inhibicion del crecimiento radial usando una
concentracion de 4mg por disco del extracto metandlico, como control positivo
Ketoconazol a una concentracion de 7 pg por sensidisco, como control negativo
se usaron sensidiscos impregnados con 10 uL de metanol. La cepa utilizada fue
Fusarium sporotrichoides ATCC NRLL3299. Para la realizacion del ensayo se
obtuvo un botén micelial de 5 mm de diametro a partir de un cultivo previamente
realizado, y se colocé en el centro de una caja de Petri con agar PDA. Esto se
repitié 14 veces, y en cada caja se pusieron 3 sensidiscos de cada extracto o de
los controles. Las cajas se mantuvieron a temperatura ambiente (20-25 °C) y se
monitorearon hasta que el micelio se extendiera hasta los sensidiscos, buscando

evidencias de deformacion (Wang y Bun, 2002).

2.4 Evaluacion de la Concentracion Fungicida Media (CFso) y la
Concentracién Fungicida Minima (CFM) sobre hongos filamentosos

Para la determinacion de la Concentracion Fungicida Media (CFso) y la
Concentracion Fungicida Minima (CFM) se realizé el método de inhibicién del
crecimiento radial reportado por Wang y Bun, 2002. Se realizaron diluciones
seriadas en agar PDA de 0.5 a 8 mg/mL de los extractos, colocandose
posteriormente por triplicado en cajas de cultivo celular de 24 pozos; ademas, se
colocaron 3 pozos con agar sin extracto como testigo. Una vez solidificado el
agar, se coloco en el centro de cada pozo un botén micelial de 1 mm de diametro
obtenido de un cultivo previo. Las cajas fueron guardadas a temperatura
ambiente (20-25 °C) y monitoreadas diariamente hasta observar que los botones
correspondientes a los testigos se extendieran por toda la superficie del pozo.
Se midieron los diametros de los botones de los pozos con extracto y se obtuvo

el porcentaje de inhibicion a partir de la siguiente formula:
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% de inhibicién= Diametro de hongo filamentoso x100
Didmetro del pozo

c) Caracterizacion fisicoquimica de las muestras de suelo

Para la realizacion de las pruebas de caracterizacion de las muestras de suelo,
éstas fueron colocadas en contenedores cubiertos para su secado a temperatura
ambiente (rango de 20 a 25°C) durante 3 dias; posteriormente, se pasaron por
un tamiz de malla N° 10 para retirar material vegetal y se guardaron en bolsas
de poliuretano para su posterior andlisis en laboratorio. Dado que se trataba de
nuestras mezcladas, para cada prueba se realizaron 3 repeticiones.

Las muestras de suelo fueron analizadas en el Laboratorio de Edafologia de la
Unidad de Biotecnologia y Prototipos, en la Facultad de Estudios Superiores

Iztacala.

1. Color del suelo

Se determiné utilizando las Tablas de Munsell (Munsell Soil Color Charts, 1975).
Para tal efecto, se tomd una porcion de aproximadamente 5 gramos de cada
muestra y se coloc6 en una placa de porcelana de 12 concavidades, procurando
que la muestra quedara al ras. Posterior a esto se procedié a comparar la
muestra con las tablas de Munsell hasta identificar el tono al que correspondian,
anotando el valor correspondiente al eje y, y después el del eje x. Esta operacion
se repitié con la muestra humedecida con agua destilada, y los valores obtenidos
permitieron identificar el color de las muestras a partir de las valoraciones de las

tablas.

2. Textura

El porcentaje de arcillas, arenas y limos en cada muestra se determino por el
meétodo del hidrometro (Bouyoucos, 1962). Para tal efecto, Se tomo6 una muestra
de 60 g de suelo a la que se agregaron 15 mL de peréxido de hidrégeno para
eliminar la materia organica. La muestra se dej6 secar durante 24 h. Posterior a
esto, se coloco la muestra en una batidora mecanica marca Oster modelo 2523

(John “Oster Manufacturing Company, WI, EE. UU), agregando 5 mL de solucion
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de hexametafosfato de sodio (Calgén) al 10% y aforando con agua corriente
hasta la segunda marca del vaso. Se agité la muestra durante 10 minutos y
después se pasoO a una probeta de 1 L, aforando a 1L con agua corriente. La
probeta se agitd manualmente por un minuto y se dejo reposar por 40 segundos,
después de lo cual se tomé la primera lectura con el hidrometro, tomando
también la temperatura de la mezcla con cuidado de no agitarla demasiado.
Posterior a esto se dejo reposar durante dos horas y se realizé una segunda
lectura con el hidrémetro y el termometro. Lara obtener los porcentajes de limos,

arcillas y arenas se realizaron los siguientes calculos:

. ) primera lectura
% de arcillas + % de limos = x 100
g de suelo

% de arenas = 100 — (% de limos + % de arenas)

) segunda lectura
% de arcillas = x 100
g de suelo

% de limos = (% de limos + % de arenas) — % de arcillas
Los porcentajes obtenidos se compararon con el triangulo de texturas
propuesto por el Soil Survey Manual (USDA, 1993).

3. Densidad y porosidad

3.1 Densidad aparente

Se determind por el método volumétrico o de la probeta (Beavers y Stephen,
1958). Para tal fin, se pes6 una probeta de 10 mL a la que posteriormente se
agrego suelo hasta completar 10 mL. La probeta se golpedé ligeramente sobre
una superficie plana 5 veces y se procedid a agregar mas suelo hasta completar
nuevamente 10 mL, golpeando nuevamente la probeta y pesando. A este valor
se le resto el peso de la probeta vacia y la densidad se obtuvo a partir de la
siguiendo formula:

Peso del suelo

Densidad aparente =
p Volumen

3.2 Densidad real (método del picnémetro)

Se midi6 por el método del picnbmetro (Aguilera y Dominguez, 1980). Para tal
efecto se pesd un matraz aforado de 25 mL, al que se agregaron 5 g de suelo.
Posteriormente, se adicion6 agua hasta % parte del matraz, para agitarlo durante
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30 minutos con la intencién de desalojar el aire y se llené con agua destilada
hasta el aforo, dejandolo reposar hasta el aforo por 15 minutos y pesandolo.
Luego de esto, se desalojo la mezcla de agua-suelo del matraz, el cual fue
enjuagado perfectamente y se llend con agua destilada hasta el aforo, para ser
pesado nuevamente. A partir de estos resultados se calculé la densidad real con

la siguiente formula:

S S=peso del suelo
Densidad real = A= Peso del agua (restandole el peso del
(S+A) - (M) matraz)
M= Peso de la mezcla suelo-agua
(restandole el peso del matraz

3.3 Porosidad
La porosidad se expresa en porcentaje y se calcula con la siguiente formula:

Densidad aparente

Porosidad (%) = (1 )XlOO

Densidad real

4. Conductividad eléctrica

Se determiné por el método del puente de conductividad de Wheatstone (USDA,
1993). Para tal fin, se colocaron 400 g de suelo seco en un recipiente de plastico
y se agreg0, con el uso de una bureta, agua destilada, mezclando con una
espatula hasta saturar la muestra por completo, anotando el gasto de agua en el
proceso. La pasta se dej6 reposar por una hora, luego de lo cual se revisé que
la mezcla no se hubiera agrietado o acumulado agua en la superficie. Posterior
a esto, se tap0 y se dejo reposar por 24 horas.

Pasado este tiempo, se colocé un disco de papel filtro en un embudo Buchner y
se humedecié ligeramente con agua destilada, colocando el embudo después en
un matraz Kitasato. La mezcla de suelo se volvié a mezclar y se vertié en el
interior del embudo Buchner. Se aplicé vacio al matraz Kitasato hasta reunir una
muestra de 50 mL.

La conductividad se la muestra se midié con un conductimetro Milwaukee MI-
170. Rangos CE-TDS-NaCl-Temp (Milwaukee instruments, RM, EE. UU),

reportando el resultado en mmhos/cm.
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5. pH del suelo

Se determiné por el método potenciométrico o electrométrico (Bates, 1954;
Willard, Merrit y Dean, 1958). Se procedio a pesar 10 g de suelo, que fueron
colocados en un vaso de precipitados de 50 mL, al que se afiadieron 25 mL de
agua destilada. La mezcla se agito y se dejo reposar por 30 minutos. El pH de la
solucién se midié con un potenciometro Milwaukee modelo Mi 150 ((Milwaukee
instruments, RM, EE. UU), registrando la lectura una vez que ésta se hubiera

estabilizado.

6. Capacidad de Intercambio Cationico Total (CICT)

Se determind por el método volumétrico del versenato (Schollenberger y Simon,
1945). Se pesaron 5 g de suelo y se colocaron en un embudo con papel filtro.
Posteriormente se agregaron 10 mL de solucién de cloruro de calcio LN pH 7 5
veces, eliminando posteriormente este precipitado. Se procedié a agregar 10 mL
de alcohol etilico al 90% 5 veces, desechando también este filtrado. El embudo
se traslad6 a un vaso de precipitados limpio y se afiadieron 10 mL de solucién
de cloruro de sodio 1 N pH 7 5 veces. Este filtrado se guardé y se aforé a 50 mL
con la misma solucion, para después agregar 10 mL de solucion buffer pH 10, 5
gotas de solucion de cianuro de potasio al 2%, 5 gotas de clorhidrato de
hidroxilamina al 4.5% y 5 gotas de solucion indicadora de negro de eritrocromo
T.

La mezcla resultante se titul6 con una solucion de EDTA (versenato) al 0.02 N
hasta que haya un vire de color de purpura a zul. Para calcular la CICT, se utiliza

la siguiente formula:

—1 _ mLde EDTA x N x CF N= normalidad del EDTA.
CICT (mol (+)Kg™" = 2 de suelo X100 Fc= factor de correccion del
EDTA

El factor de correccion se obtiene a partir de la titulacion de dos blancos
compuesto unicamente de una solucion de cloruro de calcio 0.02 N, a la cual se
afiaden 10 mL de buffer pH 10, 5 gotas de solucién de cianuro de potasio al 2%,
5 gotas de clorhidrato de hidroxilamina al 4.5% y 5 gotas de solucién indicadora

de negro de eritrocromo T, para después aplicar la siguiente relacion:
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_ 10 mL de cloruro de calcio al 0.02 N
~ gasto promedio de EDTA en los blancos

7. Contenido de materia organica

El porcentaje de materia organica se determind por el método de oxidacion con
acido cromico y acido sulfarico (Walkley y Black, 1947). Se pesaron 5 g de suelo,
los cuales fueron colocados en un matraz Erlenmeyer de 250 mL. Posteriormente
se agregaron 5 mL de una solucién de dicromato de potasio 1N y 10 mL de acido
sulfurico. La mezcla se agité q minuto y se dejé reposar por 30 minutos. Pasado
ese tiempo, se agregaron 100 mL de agua destilada, 5 mL de &cido fosféricoy 3
gotas de solucion indicadora de difenilamina, para finalmente titular con una
solucion de sulfato ferroso 0.5 N obteniendo los siguientes vires de color: negro,
verde oscuro, azul y verde esmeralda. Se realiz6 ademas un blanco con una
mezcla similar al problema omitiendo afadir el suelo y los resultados se
calcularon a partir de la siguiente formula:

MO(%) = 5~ (mLde FESO, xNxFC) ' o N=Normalidad del sulfato ferroso
o g de muestra ' FC= Factor de correccion

El factor de correccion se calcula con la siguiente férmula:

10
~ mL de FESO, Gastados en el blanco

FC

8. Nitrégeno Total

Se determin6 medio del método de micro-Kjeldahl (Bremer, 1965). Se pes6 1 g
de suelo y se colocé en un matraz de Kjeldahl, afiadiendo 2 g de mezcla de
catalizadores y 5 mL de acido sulfurico concentrado. Esta solucion se coloc6 en
un digestor de 6 unidades modelo KJ6DI (Novatech, México), y se dej6 digerir
durante 3 horas, después de lo cual se apago el digestor y después de que se
enfriara y salieran todos los vapores, se taparon los matraces.

Se afadieron 25 mL de agua destilada y se mezclé vigorosamente.
Posteriormente se agregaron 5 o 6 perlas de ebullicién, 3 granallas de zincy 15
mL de una solucion de hidroxido de sodio 10 N, para después destilar en un
microdestilador Kjeldahl modelo MKD-100 (CRAFT Instrumentos Cientificos,
México). En la salida del aparato se coloc6 un vaso de precipitados de 50 mL

con 10 mL de solucion de acido bérico con indicador de verde de bromocresol y
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rojo de metilo. Se destilé hasta alcanzar un volumen de 30 mL en el vaso de
precipitados y esta mezcla se titulé con acido sulfarico 0.01 N hasta obtener un
viraje de verde a rosado fuerte. Como blanco se realizé una solucion similar sin
la muestra de suelo.
Para calcular la concentracion de nitrogeno, se realizo la siguiente formula:

(T-B)xNx14 T= mL de &cido sulfirico gastados en la
Nitrégeno total (%) = S muestra
B= mL de &cido sulfurico gastados en el
blanco
N= normalidad del &cido sulfarico
S= peso de la muestra

d) Pruebas estadisticas

Para los resultados de las pruebas de actividad antimicrobiana y concentracién
de metabolitos se realizaron analisis de varianza entre los organismos de cada
zona y entre zonas para determinar diferencias significativas por medio del uso
del software GraphPad Prism 6. Asi mismo, con los parametros edaficos
determinados se realizé un andlisis de rutas para identificar las correlaciones
causales y no causales de los parametros ambientales con los resultados

obtenidos al probar los extractos (Ortiz-Pulido, 2000).

El andlisis de rutas permite la identificacion de correlaciones causales y no
causales de cualquier par de variables (Ortiz-Pulido, 2000; Rosas, 2006). Para

su elaboracion, se llevan a cabo los siguientes pasos:
1. Elaboraciéon de diagrama de flujo

Consiste en la ordenacién de las variables del sistema analizadas de acuerdo
con una hipotesis légica viable, la cual se desprende de los antecedentes.
Ademas, debe tomarse en cuenta las variables desconocidas (no medibles o no
consideradas) que pudieran afectar al sistema, las cuales seran sefialadas con
la letra U en el diagrama de flujo. Todas las variables, con excepcion de las
desconocidas, se encuentran encerradas en cajas conectadas por medio de
lineas rectas o curvas. Las lineas rectas indican una relacion causal entre las
variables conectadas, en tanto que las lineas curvas indican una correlacién sin

relacion causal entre las variables.
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2. Determinacion de la influencia entre variables

Los datos de las variables que interactian en el modelo se estandarizan
mediante la siguiente formula (Zar, 1999; Rosas, 2006):

—~N VE= Valor estandarizado
(xl — x) x1= Dato original de la variable
VE - x=Media de los datos de la variable considerada
DS Ds= Desviacién estandar de los datos en la variable
considerada

A partir de los datos estandarizados, se procede a determinar la influencia
cuantitativa de las variables, la cual se denomina “coeficiente de ruta” Este valor
indica la intensidad en el modelo con la que una variable independiente afecta a
otra dependiente. Este coeficiente se puede determinar por medio del coeficiente
de regresion entre dichas variables. En el caso de las variables desconocidas
(U), su efecto se obtiene a partir del efecto de las variables conocidas sobre una

variable dependiente de acuerdo con la siguiente férmula (Rosas, 2006):

> r’= Variabilidad explicada del sistema considerando como
U=\/ 1—r causas las variables desconocidas.

Posteriormente se definieron los efectos directos, indirectos y totales. Los
efectos directos equivalen al coeficiente de correlacion, en tanto que los efectos
indirectos se obtienen al multiplicar los efectos que actian sobre las variables.
Los efectos totales se obtienen por la suma de los efectos directos e indirectos
(Ortiz-Pulido, 2000; Rosas, 2006).

3. Determinacion de la fortaleza del modelo

Para evaluar estadisticamente la fortaleza del modelo para predecir los
fendbmenos observados en la naturaleza, se realizd una prueba de x?2,
comparando los coeficientes de correlacion observados con los esperados.
Mientras mas similitud exista entre la matriz observada y esperada, mejor sera

el ajuste del modelo de rutas propuesto (Ortiz-Pulido, 2000).
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RESULTADOS
a) Obtencion de los extractos metandlicos
1. Obtencion del material biolégico

El material biolégico fue colectado en la época de floracién de P. laevigata,
ocurrida en el mes de marzo de 2018 en Zapotitlan Salinas, Puebla, en dos
areas: campo de cultivo abandonado (CCA) y zona de mezquital abierto (ZMA).
Para definir el tamafio de muestra, se contabilizaron los organismos en floracion,
obteniendo un total de 12 organismos por &rea, de los cuales se escogieron

aleatoriamente 6 (50%) (figura 8).

Figura 8. Ubicacién de las dos zonas de trabajo. ZMA= Zona de Mezquital
Abierto; CCA= Campo de Cultivo Abandonado

2. Obtencion de extractos metandlicos

Los rendimientos de los extractos obtenidos por zona se muestran en el cuadro
2,y fueron calculados a partir del peso seco de las muestras de cada organismo.

Se puede observar que existe una cantidad promedio mayor en las muestras de
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la zona ZMA (figura 10). Sin embargo, no se encontraron diferencias

significativas entre ambas zonas (t=2.738; valor critico= 2.306; a= 0.05).

Cuadro 2. Rendimientos de los extractos metanolicos de las inflorescencias
obtenidas en cada organismo por zona.

Campo de Cultivo
Abandonado (CCA)

Zona de Mezquital Abierto

(ZMA)

Peso Rendimiento
(gramos) (porcentaje)
5.95 32.21%
279 34.87%
5.98 31.33%
17.67 36.49%
418 32.57%
1.87 28.65%

Peso

(gramos)

37

9.02
5.55
3.91
4.34
8.14
4.08

Rendimiento

(porcentaje)
35.12%
35.77%
37.84%
37.02%
32.79%
35.67%
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Figura 9. Rendimiento de extracto metandlico floral de cada individuo por zona.
En la parte superior se encuentran los valores de los extractos florales
metandlicos obtenidos en la zona CCA y en la parte inferior los extractos florales
metanolicos obtenidos de los individuos de la zona ZMA.

38



Correlacion entre parametros eddficos, composicion quimica y actividad antimicrobiana de
inflorescencias de Prosopis laevigata

Rendimiento por zona

40.00%
35.00% I
30.00% I
25.00%
20.00%
15.00%
10.00%
5.00%
0.00%

Rendimiento

ZMA CCA

Zonas

Figura 10. Comparacion del rendimiento promedio de extracto de las
inflorescencias de ambas zonas con desviacion estandar obtenido a partir de los
rendimientos totales de las inflorescencias de cada organismo (6 organismos por
grupo) Se encontraron diferencias significativas entre los dos grupos (t=2.2738;
valor critico=1.8595; a= 0.05).

b) Pruebas quimicas

1. Cuantificacion de Fenoles Totales, Flavonoides Totales y Alcaloides

Totales

Se realizaron las pruebas relativas a la cuantificacion de fenoles, flavonoides y
alcaloides de los extractos de cada zona de estudio para posteriormente ser
comparadas entre si. Los resultados se encuentran en el cuadro 3 y en las
figuras 11, 12 y 13, en donde se observa que los extractos de la zona ZMA, en
promedio, tienden a presentar concentraciones mas altas de los grupos de
metabolitos cuantificados, pudiendo indicar que los organismos de esta zona se
encuentran en condiciones que favorecen su sintesis. Las pruebas estadisticas
mostraron que existen diferencias significativas en la cantidad de fenoles totales
(t= 2.7596; valor critico= 2.2622; a= 0.05); en la cantidad de flavonoides totales
(t=2.8603; valor critico=2.3646; a= 0.05) y en la cuantificacion de alcaloides
totales (t= 2.6209; valor critico=2.364; a= 0.05).
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Cuadro 3. Concentraciones de Fenoles, Flavonoides y Alcaloides totales de los
organismos de ambas zonas.

ZMA CCA
Fenoles Flavonoides Alcaloides Fenoles Flavonoides Alcaloides
Organismo (mgeAg/g) (mgeQ/g) (mg eAlg) (mg eAg/g) (mgeQ/g) (mgeAlg)
1 87.47+0.00 3.46+0.00 8549+0.00 71.86+0.00 1.54+0.00 64.02+0.0
2 89.12+0.00 3.17+0.00 104.48+0.00 109.82+0.0 3.72+0.00 51.23+0.0
3 102.64 +0.00 2.45+0.00 111.08+0.00 73.85+0.00 1.18+0.00 69.39 +0.0
4 106.18 +0.00 3.25+0.00 98.28+0.00 73.85+0.00 1.34+0.00 66.91+0.0
5 106.08 +0.00 2.38+0.00 75.95+0.00 70.85+0.00 1.16+0.00 73.52+0.0
6 113.39+0.00 3.23+0.00 52.46+0.00 81.84+0.00 1.35+0.00 52.15+0.0
Promedio 100.81+10.32 2.99+0.45 87.95+21.56 80.35+14.95 1.72+0.99 62.87+9.21

Cuantificacion promedio de Fenoles totales
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Concentracionde fenoles totales (mg e
AG/g de extracto

ZMA

Zonas

CCA

Figura 11. Comparacion de la concentraciéon promedio de Fenoles Totales de
los extractos metandlicos de inflorescencias colectados en ambas zonas (6
organismos por grupo; t= 2.7596; valor critico= 2.2622; a= 0.05).

40



Correlacion entre parametros eddficos, composicion quimica y actividad antimicrobiana de
inflorescencias de Prosopis laevigata

Cuantificacion promedio de Flavonoides totales
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Figura 12. Comparacion de la concentracion promedio de Flavonoides Totales
de los extractos metandlicos de inflorescencias obtenidas en ambas zonas (6
individuos por grupo) (t=2.8603; valor critico=2.3646; a= 0.05).

Alcaloides totales
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Figura 13. Comparacion de la concentracion promedio de Alcaloides Totales de
los extractos metandlicos de inflorescencias colectadas en ambas zonas (6
individuos por grupo) (t= 2.6209; valor critico=2.364; a= 0.05).

2. Evaluacion de la capacidad antioxidante
Después de realizar la prueba para evaluar la capacidad antioxidante, se

obtuvieron los valores que se presentan en el cuadro 4, y la comparacion

promedio en la figura 16. Se observa que, en promedio, se requieren
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concentraciones mas altas de los extractos de la zona CCA para lograr la
reduccion del radical DPPH, lo cual a su vez podria estar relacionado con los
metabolitos cuantificados anteriormente. Sin embargo, ambas zonas presentan
una baja capacidad antioxidante. La prueba estadistica mostré que no existen
diferencias significativas entre ambas zonas (t=-1.8177; valor critico=2.262;
a=0.05).

Cuadro 4. Valores promedio de la Capacidad Antioxidante Media (CAso) de los
extractos metandlicos florales de los organismos por zona a partir de 3

repeticiones. Los valores estan dados en partes por millon (ppm) de cada
extracto necesarias para lograr una reduccion al 50% del DPPH.

ORGANISMO ZMA CCA
1 494 .848 354.139
2 556.402 589.343
3 494.848 620.554
4 494 .848 616.554
5 352.316 689.546
6 397.603 535.7142
PROMEDIO 465.144+68.64 567.642+105.77
CAso
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€

§ 600 "
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2 400 " I
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1 2 3 4 5 6
Extractos ZMA

Figura 14. Valores de CAsp de los extractos de las inflorescencias colectadas en
la zona ZMA por organismo.
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Figura 15. Valores de CAso de los extractos de las inflorescencias colectadas en
la zona CCA por organismo.

Capacidad antioxidante media (CAso)

partes por millén

100

Zonas

ZMA [ CCA

Figura 16. Comparacion entre los promedios de CAso de los extractos
metandlicos de las inflorescencias colectadas de ambas zonas (6 organismos
por grupo) con desviacion estandar. No se observan diferencias significativas
(t=-1.8177; valor critico=2.262; a=0.05).

3. Caracterizacion Quimica de los extractos
3.1. Cromatografias en placa fina

Para identificar los principales grupos de metabolitos secundarios y observar
posibles diferencias entre los extractos, se procedio a realizar una serie de
cromatografias en placa fina utlizando una fase movil de
acetona:cloroformo:metanol acidulado con 1% de acido fosférico (6:2:2), las
cuales fueron reveladas con sulfato cérico, cloruro férrico, reactivo de New y

reactivo de Dragendorff. Los resultados se muestran en las figuras 17 y 18. En
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ambos resultados se observan similitudes en cuanto a la presencia de
compuestos, si bien los extractos 1y 6 de las plantas colectadas en la zona ZMA
y los 4 y 6 de las plantas de la zona CCA muestran una presencia ligeramente
mayor de algunos compuestos sefialados con las flechas en el panel b de la
figura 17. En la figura 18 se observl, gracias al uso de los reveladores
anteriormente mencionados, una alta concentracion de compuestos fendlicos
(sefialados en el panel b con el numero 1), asi como una gran variedad de
compuestos de tipo flavonoide, esto con base en lo observado en el panel c y
seflalados con el niamero 3, en tanto que el niumero 4 sefala los posibles
compuestos nitrogenados que se han quedado en el punto de aplicacion. Por
otro lado, se destaca la concentracion de la fraccion nitrogenada, que sugiere
una naturaleza alcaloidea por reaccionar con el reactivo de Dragendorff (d) y la

fluorescencia en c.

a)

Figura 17. Cromatografia en placa fina de los extractos de ambas zonas. De
izquierda a derecha se encuentran ordenados los extractos de ambas zonas; los
primeros seis corresponden a los extractos florales de los individuos de zona
ZMA 'y los siguientes 6 a los pertenecientes a la zona CCA. a) Observacion a luz
visible; b) Observacion en camara de luz UV con longitud de onda corta (254 nm)
en donde 1 y 2 sefialan los extractos con una diferencia de compuestos en los
extractos de los organismos de la zona ZMA y 3 y 4 los extractos florales con
mayores diferencias obtenidos de los individuos del a zona CCA; c¢) Observacién
con longitud de onda larga (366 nm).
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Seese

L 4
R

Figura 18. Cromatografias en placa fina. a) Revelada con sulfato cérico; b)
revelada con cloruro férrico; el nimero 1 sefiala la zona de posible concentracion
de compuestos fendlicos; c) revelada con reactivo de New (observada a longitud
de onda de 366nm), en donde el numero 2 sefiala los posibles pigmentos y el
namero 3 los compuestos nitrogenados; c) revelada con reactivo de Dragendorff
en donde el numero 4 sefiala los compuestos nitrogenados presentes en las
muestras.

Debido a las pocas diferencias encontradas entre los extractos de cada zona, se
decidio preparar una muestra, pesando 1 mg del extracto de inflorescencias de
cada arbol por zona formando un pool con los extractos de cada grupo, para
comparar los compuestos presentes en los organismos de la zona CCA con los
presentes en los de la zona ZMA por medio de las técnicas de Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion con arreglo de Diodos (HPLC-DAD) y Cromatografia
de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS).

3.2 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con arreglo De Diodos
(CLAR-DAD).

Los resultados se observan en las figuras 19 y 20 que son los cromatogramas
obtenidos a diferentes longitudes de onda (254 nm, 280 nm y 364 nm; En el
Apéndice Il se encuentran los barridos por separado), y en los cuadros 5y 6,
gue corresponden a los compuestos detectados por el equipo. El barrido con
diferentes longitudes de onda observados en los distintos cromatogramas
muestra una diferencia promedio en la cantidad de picos detectados, siendo
mayor en la muestra de los arboles de la zona CCA que en la de la zona ZMA.
Sin embargo, los picos detectados en ambos cromatogramas no pudieron ser
determinados por la biblioteca del equipo, por lo que sé6lo se determiné el grupo
quimico al que pertenecen con base a los datos de los espectros de UV
reportados en Harbone 1994. Los resultados de esta busqueda estan
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expresados en los cuadros 5y 6, en los cuales se puede sefalar un predominio
de flavonas y flavonoles en los extractos de los individuos de la zona ZMA, en
oposicion a la presencia de isoflavonas, flavonas y rotenoides en los extractos

obtenidos de los organismos de la zona CCA.

DADT A, Sig=254,4 Ref=off (DACHEM32\\DAT A\FARMAZ020\URIEL-001.D)
DADA B, Sig=280,4 Ref=off (DACHEM32\\DATA\FARMAZ020\URIEL-001.0)
DAD1 C, Sig=364,4 Ref=olf (D:ACHEM32\1\DATAWFARMA2020WRIEL-D01.D)
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Figura 19. Cromatograma de muestra de los extractos metandlicos florales de
los organismos de la zona ZMA obtenido a diferentes longitudes de onda (254
nm, 280 nm y 364 nm).
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Cuadro 5. Espectros de UV con los picos maximos de absorcion de los extractos
florales de los organismos de la zona ZMA.

Tiempo de Tipo de
.. . UV A max (nm) Espectro
retenciéon (min) compuesto
2.529 272, 332 Flavona
2.755 272, 332 Flavona
3.142 268,338 : B Isoflavona
3.562 254,268,352 Flavonol
3.969 254,268,348 - Flavonol
5.009 256, 348 . Isoflavona
5.442 272,284, 352 Flavonol
6.155 264,270,318 Flavona
cl
6.469 220, 270 . Fenilpropanoide
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DAD1 A, Sig=254 4 Ref=off (DACHEM3IZATDATAFARMAZI20WURIEL-002.0)
DAD1 B, Sig=280,4 Ref=off (DACHEM3IZATDATAFARMAZD20WURIEL-002 D)
DAD1 C, Sig=364 4 Ref=off (D\CHEM32\T\DATAIFARMA202MURIEL-002.D)
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Figura 20. Cromatograma de muestra de los extractos metanolicos florales de

los organismos de la zona CCA obtenido a diferentes longitudes de onda (254
nm, 280 nm y 364 nm).

Cuadro 6. Espectros de UV con los picos maximos de absorcion de los extractos
florales de los organismos la zona CCA.

Tiempo de

Tipo de
.. ] UV A max (nm) Espectro
retenciéon (min) compuesto
2.534 272,33 - Flavona
2.768 272, 332 Flavona
3.148 268, 338 - Flavona
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3.541 256, 352 Isoflavona
3.948 256, 352 Isoflavona
4.994 254, 256, 348 Fenilpropanoide
5.501 272, 282, 350 Isoflavona
6.288 264, 324 Isoflavona
6.601 220, 268 Rotenoide
10.301 218, 270 | Rotenoide

3.3 Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM)

Los resultados obtenidos por medio de esta técnica se observan en las figuras
21y 22 (que son los cromatogramas obtenidos) y en los cuadros 7 y 8 que son
los compuestos identificados. En este andlisis, en el cual se identifican
compuestos de naturaleza volatil y/o no polar, se lograron identificar algunos
acidos grasos (por ejemplo el acido palmitico y estedrico (saturados) y el Acido
9,12- octadecadia-noico (Z,Z)- metil éster (insaturado)), que se encuentran
presentes en las muestras de los arboles de ambas zonas, y dos alcanos (el
heptacosano en la zona ZMA y el heneicosano en la zona CCA) que constituyen

la Unica diferencia apreciable entre las muestras analizadas.

49



Correlacion entre parametros eddficos, composicion quimica y actividad antimicrobiana de
inflorescencias de Prosopis laevigata

TIC URIEL AL CAOO2Z2. M data s

e L B e s e S e e e A s e e L B e s L e
SO0 800 10.00 1200 1400 16,00 13.00 20.00 22.00 24400

Timeae—

Figura 21. Cromatograma de la muestra mezclada de los extractos metandlicos
florales obtenidos de los individuos de la zona ZMA.

Cuadro 7.Compuestos identificados en los extractos de las inflorescencias
colectadas en la zona ZMA por CG-EM.

Tiempo
) de % o
Pico y ) Compuesto Estructura Actividad
retencion  Area
(min)
Antibacteria-
no (Zheng et
al., 2005;
Bhattachar-
Acido 0 jee etal.,
2 12.681 3.01 ) PPN NP NN NN
palmitico 2005; Huang
etal, 2011);
Anticanceri-

geno (Kumar
et al., 2010).
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Acido 9,12-
octadecadia-
noico (Z,Z)-

metil éster

3 14.608 0.49

Acido

estearico

7 15.485 1.06

15 22.461 412 Heptacosano

TIC URE AL OO0 DocetarTs

Antibacteria-
no (Jubie et
al., 2012).
Actividad
antibacte-
riana(Akhbari
etal., 2017);
componente
de cera
cuticular de
plantas de
zonas aridas
(Alfarhan et
al., 2019)

Tirre—

L L e e R e e e e N s e e e e T B e e B B A
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Figura 22. Cromatograma de la muestra mezclada de los extractos metandlicos
florales de los organismos pertenecientes a la zona CCA.
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Cuadro 8. Compuestos identificados en los extractos de las inflorescencias
colectadas en la zona CCA por CG-EM.

Tiempo
] de % o
Pico . i Compuesto Estructura Actividad
retencion  Area
(min)
Antibacteria-
no (Zheng et
al, 2005;
Bhattachar-
Acido 0 jee etal.,
2 12.677 6.00 /\/\/\/\/\/\/\)J\OH
palmitico 2005; Huang
et al., 2011);
Anticanceri-
geno (Kumar
et al., 2010).
Acido 9,12- L
octadecadia- o T\
3 14.595  1.78 I
noico (Z,Z)- - -~ —
xO/ " o
metil éster

Antibacteria-

Acido 0 .
7 15.438  0.79 A~A~AAAAAAG N0 (Jubie et

estearico
al., 2012).
Actividad
antibacteria-
15 20.461 4.07 Heneicosano e e o o o e o e

na (Vanat et
al., 2020).

c) Pruebas biolégicas
1. Actividad antibacteriana
1.1 Prueba de difusion en agar de Kirby-Baiier

Los resultados obtenidos se muestran en los cuadros 11 y 12 y la comparacion
entre los arboles de ambas zonas en la figura 23. En el experimento se
observaron halos de mayor diametro de los extractos sobre Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Vibrio cholera CDBB-1159; ademas, se observa una
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inhibicion ligeramente mayor con los extractos de la zona ZMA, asi como una
mayor uniformidad con respecto a la inhibicion obtenida con los extractos de la
zona CCA, lo cual podria explicarse por las caracteristicas de estrés de esta
altima. No obstante, no se encontraron diferencias significativas en ninguno de
los grupos. Asi mismo, se incluyen los datos de sensibilidad de las cepas

utilizadas a diversos antibioticos de uso comercial (Cuadro 9).

Cuadro 9. Sensibilidad de las bacterias Gram positivas utilizadas a diferentes
antibioticos. Los datos se encuentran expresados en mm de didmetro de
inhibicién. Am=ampicilina; E=eritromicina; CF= cefalotina; PE= penicilina; FEP=
cefepime; CXM= cefuroxima; SXT= trimetroprim-sulfametoxazol;, DC=
dicloxacilina; GE= gentamicina; TE= tetraciclina. S=sensible; |= sensibilidad
intermedia; R= resistente.

Cepa/antibitico Am E CF PE FEP CXM CTX SXT DC GE TE

Staphylococcus 8 22 8 14 8 8 8 16 8 13 25

aureus
Aaoas R R R R R R () RO (O

figgl?:z‘%é 10 15 10 10 22 10 15 30 13 15 12
29212 ® O ® ® © ® O © © 6 @®

Cuadro 10. Sensibilidad de las bacterias Gram negativas utilizadas a diferentes
antibioticos. Los datos se encuentran expresados en mm de didmetro de
inhibiciébn. LEV=levofloxacina; FEP= cefepime; CF= cefalotina; CTX=
cefotaxima; SXT= trimetoprim-sulfametoxazol;, Am= ampicilina; CRO=
ceftriaxona; NF= nitrofurantoina; NET= nietilmicina; GE=gentamicina; AK=
amikacina; CL= cloranfenicol. S=sensible; I= sensibilidad intermedia; R=
resistente.

Cepa/antibidtico LEV FEP CF CTX SXT Am CRO NF NET GE AK CL

Escherichiacoli | 20 9 8 15 28 8 11 23 22 18 25 21
casoclinico () R ® O S ® ® S & & & O
Vibriocholera | 25 20 20 26 22 17 28 25 26 15 19 30
CDBB-1159 | (5) () (O (O G B G 6 G & (5 ()
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Cuadro 11. Actividad antibacteriana (halos de inhibicion) de los extractos de la
zona ZMA. Control positivo=cloranfenicol (25ug). No se encontraron diferencias
significativas entre los resultados por cepa.

Extracto/ Staphylococcus Enterococcus Escherichia Vibrio
cepa aureus faecalis coli cholera
ATCC 25923 ATCC 29212 Caso clinico CDBB-1159
1 15.00 + 0.00 10.66 + 0.57 6.00 + 0.00 13.00 +0.00
2 15.00 + 0.00 10.66+ 0.57 6.00 + 0.00 13.00 +0.00
3 14.66 + 0.57 11.00+ 0.00 6.00 + 0.00 14.00 + 0.00
4 14.00 + 0.00 8.33+ 0.57 6.00 +0.00 12.00 +0.00
5 14.33 + 0.57 9.00+ 0.00 6.00+0.00 11.33+0.57
6 13.00 + 0.00 5.33+ 0.57 6.00+0.00 9.66 +0.57
Control + 19.66 + 0.57 27.66 +1.52 24.66 +0.58 31.00 +1.00

Cuadro 12. Actividad antibacteriana de los extractos de la zona CCA. Control
positivo=cloranfenicol (25ug). No se encontraron diferencias significativas entre
los resultados por cepa.

Extracto/ Staphylococcus Enterococcus Escherichia Vibrio
cepa aureus faecalis coli cholera
ATCC 25923 ATCC 29212  Caso clinico CDBB-1159
1 15.00 + 0.00 11.66 + 0.58 6.00 + 0.00 12.00 +0.00
2 12.66 + 0.58 5.00 + 0.00 6.00+0.00 9.66 +0.58
3 12.00 + 0.00 5.00 + 0.00 6.00+0.00 9.33+0.58
4 16.00 + 0.00 8.66 + 0.58 6.00+0.00 13.33+0.58
5 15.00 + 0.00 7.00 + 0.00 6.00 + 0.00 12.00 +0.00
6 14.33 + 0.58 7.00+1.00 6.00+0.00 10.33+0.58
Control + 19.66 + 0.57 27.66 +1.52 24.66 +0.58 31.00 + 1.00
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Figura 23. Comparacion de la actividad antibacteriana promedio de los extractos
metandlicos florales de ambas zonas (3 repeticiones por extracto y por cepa; 6
organismos por zona).

1.2 Determinacién de la CMl y CBM

Los resultados de la prueba para la obtencion de CMI'y CBM se muestran en los
cuadros 13 y 14. Se puede observar que, para el caso de las bacterias Gram
positivas, las CMI y CBM tienden a ser similares entre las dos zonas; sin
embargo, no es el caso de E. coli, la cual presenta valores menores con el uso
de los extractos de la zona ZMA, en tanto que V. cholera muestra una inhibicién

mas marcada con los extractos de la zona CCA.
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Cuadro 13. Valores de CMI y CBM de los extractos metandlicos florales de los

organismos de la zona ZMA.

Cepa/  Staphylococcus Enterococcus Escherichia coli Vibrio cholera
extracto aureus faecalis Caso clinico CDBB-1159

ATCC 25923 ATCC 29212

CMI CBM CMI CBM CMI CBM CMI CBM

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

1 0.312 0.625 0.312 0.625 2.5 >20 20 >20

2 0.312 0.625 0.312 0.625 2.5 >20 >20 >20

3 1.25 2.5 0.625 1.25 5 >20 >20 >20

4 2.5 5 5 1.25 10 >20 >20 >20

5 0.625 1.25 2.5 1.25 >20 >20 10 >20

6 1.25 2.5 10 20 >20 >20 >20 >20

Cuadro 14. Valores de CMI y CBM de los extractos metandlicos florales de los

organismos de la zona CCA.

Staphylococcus Enterococcus Escherichia coli Vibrio cholera
Cepa/ aureus faecalis Caso clinico CDBB-1159
extracto ATCC 25923 ATCC 29212
CMmI CBM CMI CBM CMmI CBM CMI CBM
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
1 0.312 1.25 0.312 1.25 20 >20 20 >20
2 0.312 0.625 0.312 0.625 5 >20 0.125 >20
3 0.625 1.25 0.312 1.25 10 >20 0.625 1.25
4 0.625 1.25 0.625 1.25 20 >20 1.25 2.5
5 0.625 1.25 0.625 1.25 10 >20 10 >20
6 1.25 2.5 1.25 2.5 10 >20 10 >20

1.3 Determinacién de fuga de proteinas

Los resultados de la prueba de fuga de proteinas se muestran en el cuadro 15y

la figura 24, en los cuales se observa el comportamiento promedio de los

extractos florales de los arboles de cada zona y su comparacién con el testigo.

Se observa que, en promedio, los extractos de la zona ZMA afectaron a la
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integridad de las membranas celulares, fendmeno inferido por el aumento de la
concentracion de proteinas en el medio, que los extractos de la zona CCA.
Cuadro 15. Valores promedio (3 repeticiones por extracto, 6 extractos por zona)

del experimento de fuga de proteinas con los extractos metandlicos florales de
las zonas ZMA y CCA. Los valores estan expresados en pg e BSA/mL.

Zonal/tiempo 0 min 30 min 60 min 90 min
ZMA 0.00 + 0.00 0.87 +0.13 5.99 + 1.55 7.17+1.29
CCA 0.00 + 0.00 0.87 +0.13 0.00 + 0.00 3.79 + 0.46

Testigo 0.00 + 0.00 0.87 +0.13 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00

Fuga de proteinas
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Figura 24. Comparacion promedio de la concentracion de proteinas en el medio
después de la aplicacién de la aplicacién promedio de la CMI de los extractos en
intervalos de 30 minutos.

1.4 Bioautografia de los extractos

Una vez determinado el efecto antibacteriano de los extractos metanolicos
florales obtenidos de los organismos de ambas zonas, y luego de comprobar que
los efectos entre los extractos de cada zona no tienen diferencias significativas,
se realizé una Bioautografia con el extracto con mejor actividad antimicrobiana

promedio de cada zona. Los resultados se muestran en la figura 25. Nétese que
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las zonas blancas (sefialadas con flechas) se corresponderian con las zonas en
las que se concentra la fraccion alcaloidea y algunos flavonoides de acuerdo con
las cromatografias en placa fina mostradas en la figura 18, indicando la
naturaleza de los compuestos con actividad antibacteriana de los extractos, los
cuales (con excepcion de la zona de inhibicion en la parte superior de la placa
del extracto de la zona ZMA utilizada con S. aureus ATCC 25923)

presumiblemente son los mismos.

Figura 25. Bioautogrfia de los extractos. De derecha a izquierda, las 2 primeras
placas corresponden al extracto 4 de la zona CCAy al extracto 5 de la zona ZMA
después de haber estado en contacto con S. aureus ATCC 25923; las otras dos
placas corresponden al extracto 5 de la zona ZMA y al extracto 4 de la zona CCA
después de estar en contacto con V. cholera CDBB-1159. Las flechas 1,2,3,y 4
indican las zonas de inhibicién producidas por los compuestos nitrogenados en
tanto que 5 indica la zona de inhibicion producida por flavonoides

2. Actividad antifungica
2.1 Actividad sobre hongos levaduriformes

Los resultados obtenidos se muestran en los cuadros 16 y 17 y la comparacion
entre los individuos de las dos zonas en la figura 26. Se observa uniformidad de
inhibiciéon en todas las cepas, teniendo un efecto ligeramente mayor, pero no
significativo, sobre Candida albicans ATCC1023.
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Cuadro 16. Diametros de inhibicion (cm) de los extractos metandlicos florales de
los organismos de la zona ZMA sobre cuatro especies del género Candida.
Control positivo= Nistatina (25 pg). Se muestran los resultados a partir de 3

repeticiones con desviacion estandar.
significativas en los diametros de los halos entre extractos ni entre cepas.

No se encontraron diferencias

Extracto/ Candida Candida Candida Candida
cepa albicans albicans tropicalis glabrata
ATCC10231 caso clinico caso clinico caso clinico
1 11.33 +0.57 10.66 + 0.57 11.33 +0.57 10.33 +0.57
2 10.00 + 0.00 8.66 + 0.57 11.00 + 0.00 9.00 + 0.00
3 11.00 + 0.00 9.66 + 0.57 12.00+ 0.00 10.33 + 0.57
4 8.33 + 0.57 7.33 +0.57 6.33 + 0.57 5.66 + 0.57
5 10.33 + 0.57 9.33+0.57 10.00+ 0.00 10.00 + 0.00
6 9.00 + 0.00 6.33 + 0.57 5.33+0.57 6.66 + 0.57
Control + | 13.00 + 2.36 12.83 + 1.33 13.16 + 1.33 12.16 +1.72

Cuadro 17. Didmetros de inhibicion (cm) de los extractos metandlicos florales de
los organismos de la zona CCA sobre cuatro especies del género Candida.
Control positivo= Nistatina (25 pg). Se muestran los resultados a partir de 3

repeticiones con desviacion estandar.
significativas en los didmetros de los halos entre extractos ni entre cepas.

No se encontraron diferencias

Extracto/ Candida Candida Candida Candida
cepa albicans albicans tropicalis glabrata
ATCC10231 caso clinico caso clinico caso clinico
1 10.66 + 0.58 9.66 + 0.58 11.00 +0.00 10.66 + 0.58
2 10.00 + 1.00 8.33 +0.58 9.66 + 0.58 7.66 + 0.58
3 10.00 + 0.00 7.66+ 0.58 8.00 + 1.00 9.00 +1.00
4 10.66 + 0.58 11.00 + 0.00 12.00 + 0.00 11.33 +0.58
5 11.33 +0.58 9.00 + 0.00 11.00 + 0.00 9.33+0.58
6 10.00 + 0.00 9.00 +0.00 8.00 + 0.00 9.33+0.58
Control+ @ 13.00 + 2.36 12.83 + 1.33 13.16 + 1.33 12.16 +1.72
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Figura 26. Comparacion de la actividad promedio de los extractos metandlicos
florales de ambas zonas sobre hongos levaduriformes. (3 repeticiones por
extracto metandlico y 6 extractos por grupo). No se encontraron diferencias
significativas ente cepas.

2.2 Concentracion Fungicida Media (CFso)

Los resultados obtenidos se muestran en los cuadros 18 y 19. No se observan
diferencias significativas entre las concentraciones obtenidas con los extractos
metandlicos de ambas, aunque se observa una sensibilidad ligeramente mayor,
aunque no significativa, a los extractos de la zona ZMA en todas cepas utilizadas
en el experimento, con excepcién de la cepa de C. glabrata. La cual presenta de
forma general una sensibilidad ligeramente mayor, aunque no significativa a los

extractos de la zona CCA.
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Cuadro 18. CFso de los extractos metanolicos florales de los organismos de la

zona ZMA. Las cantidades se encuentran expresadas en mg/mL.

Candida Candida Candida Candida
Extracto/cepa albicans albicans tropicalis glabrata
ATCC10231 casoclinico caso clinico caso clinico
1 10 2.5 2.5 1.25
2 10 5 1.25 1.25
3 5 5
4 5 10
5 2.5 2.5 10
6 10 2.5 10 10

Cuadro 19. CFso de los extractos metanolicos florales de los organismos de la

zona CCA. Las cantidades se encuentran expresadas en mg/mL.

Candida Candida Candida Candida
Extracto/cepa albicans albicans tropicalis glabrata
ATCC10231 casoclinico caso clinico caso clinico

1 10 10 2.5 5

2 20 1.25 1.25 0.625

3 10 5 5

4 5 2.5 2.5

5 10 2.5 5

6 10 >40 20 20

2.3 Hongos filamentosos

2.3.1Concentraciéon fungicida media (CFs5o)

En el cuadro 20 se muestran los resultados de la prueba de CFso de ambas zonas

y la comparacion entre ambas zonas en la figura 27. Se observa una diferencia

significativa (t=-3.49; valor critico=2.77; a=0.05) entre las concentraciones

promedio de las zonas, siendo la mas alta la de la zona CCA, implicando que la

capacidad de inhibicion de los extractos de las inflorescencias de esa zona es
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considerablemente menor, algo que puede atribuirse a las concentraciones de

metabolitos secundarios vistas anteriormente.

Cuadro 20. Comparacion de la CFso de los extractos metandlicos florales de los
individuos de cada zona. Las cantidades se encuentran expresadas en mg/mL.

Extracto/zona ZMA CCA
1 0.2934 1.256
2 0.174 0.4311
3 0.328 0.7877
4 1.4815 1.01238
5 0.4281 0.7277
6 0.3825 0.9352
Promedio 0.5146 + 0.059 0.858 + 0.107

Concentracion Fungicida Media promedio sobre
F. sporotrichoides

14

1.2
1 ZMA

08 I CCA

0.6

0.4 I

0.2

Concentracion del extracto (mg/mL)

Zonas

Figura 27. Comparacion entre las CFso promedio de los extractos metandlicos
florales de ambas zonas (6 organismos por zona). Se observaron diferencias
significativas (t=-3.49; valor critico=-2.77; a=0.05)

c) Caracterizacion fisicoquimica de las muestras de suelo.

Las muestras de suelo fueron procesadas para determinar su caracterizacion
fisicoquimica. Los resultados de esta caracterizacion se muestran en el cuadro
21. Se observan diferencias en el porcentaje de materia organica, capacidad de
intercambio cationico total (CICT), conductividad eléctrica y el contenido total de

nitrdgeno. Estos valores se relacionan directamente con la disponibilidad de
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nutrimentos en el suelo y que, como se observa, tienden a ser mas altos en el

suelo de la zona ZMA.

Cuadro 21. Caracterizacion fisicoquimica de las dos zonas de estudio

Caracteristica ZMA CCA
1. Textura
a) % de arcillas 32.8 22
b) % de limos 24.4 16
c) % de arenas 42.8 62

d) Tipo de suelo

Franco arcillosa

Arcilla arenosa

2. Densidad

a) Aparente 1.11 1.05

b) Real 1.272264631 2.2172949
c) Valoracién Muy Baja Baja

3. Porosidad 87.246 47.355
Valoracién Muy alta Media
4. % de Materia 2.967 1.794
organica

Valoracién Moderadamente rico Pobre
5. Color

a) Muestra seca

b) Muestra himeda

Gris claro pardusco

Pardo grisaceo oscuro

Gris olivo claro

Café olivo oscuro

6. pH 7.89 8.08
Valoracién Ligeramente alcalino Moderadamente alcalino
7. CICT (%) 22.175 18.447
Valoracion (cmol (+) Kg) Medio Bajo

8. Conductividad 9.90756 2.68308
eléctrica (mmhos/cm)

9. Salinidad Muy salino Ligeramente salino
10. Nitrégeno total (%) 0.089 0.04
Valoracién Medio Pobre

63



Correlacion entre parametros eddficos, composicion quimica y actividad antimicrobiana de
inflorescencias de Prosopis laevigata

d) Analisis de rutas

A partir de los resultados obtenidos se realizaron los analisis de rutas
correspondientes a la interaccion entre los parametros edaficos (cuadro 22 y
figura 28) y la interaccion entre parametros edaficos y produccion de metabolitos

secundarios (cuadro 23, figura 29).

En el cuadro 22 y la figura 28 se muestran, por un lado, las relaciones existentes
entre los diferentes parametros evaluados en la presente investigacion. A partir
de la literatura citada, y luego de aplicar la técnica de Bootstraping (muestreo
dentro de los datos ya obtenidos), se observé que, de acuerdo con las
caracteristicas del método de andlisis de rutas, hay diferentes grados de
correlacion, entre los que se pueden destacar la correlacion entre porosidad y
densidad (coeficiente de ruta= 0.7747); el pH con la estructura del suelo,
especialmente con la cantidad de limos (coeficiente de ruta= 0.8965) y de arenas
(coeficiente de ruta= 0.7557). La relacion entre la Capacidad de Intercambio
cationico con el contenido de arcillas (0.6155) y la conductividad eléctrica con la
estructura del suelo (0.7822 con limos, 0.9285 con arenas y 0.6155 con arcillas).
No obstante, hay que resaltar que aun existen otras variables no contempladas
en este estudio y que corresponden a la seccién de desconocidas, cuyo valor
llega a ser mas alto que el de las variables conocidas, siendo mas evidente en

el caso de la conductividad eléctrica.

Sin embargo, y pese a los valores de las variables desconocidas, el modelo, tal
y como se ve en el diagrama de rutas (figura 26), es valido al presentar un valor
de x?= 0.7336, valor considerado alto dentro de los parametros del andlisis de

rutas al ser cercano a 1.0.
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Cuadro 22. Variables y efectos que constituyen el modelo de flujo del analisis
de rutas de la correlacion entre los parametros edaficos.

Variables Efectos
Dependientes Independientes Directos Indirectos Totales
Porosidad Densidad 0.6735 0.1012 0.7747
Desconocidas  0.4746 0.4746
CICT 0.3332 0.0797 0.4723
Limos 0.6603 0.2362 0.8965
pH Arenas 0.613 0.1498 0.7557
Arcillas 0.4369 0.0993 0.5362
Desconocidas  0.6115 0.6115
Nitrégeno 0.3379 0.0283 0.3662
Arcillas 0.5719 0.0436 0.6155
cleT Limos 0.5003 0.0668 0.5671
Arenas 0.4752 0.1200 0.5952
pH 0.3332 0.0293 0.3625
Desconocidas 0.7061 0.7061
CICT 0.4093 0.0453 0.4546
pH 0.4423 0.0529 0.4252
Conductividad Limos 0.7132 0.069 0.7822
Eléctrica Arenas 0.8229 0.1056 0.9285
Arcillas 0.5719 0.0436 0.6155
Desconocidas  0.5872 0.5872
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En el caso del andlisis de rutas para la correlacion de los parametros edaficos y
los grupos de metabolitos secundarios identificados, se debe hacer la aclaracion
de que debido a que la salinidad es un parametro ligado a la conductividad
eléctrica, esta ultima fue utilizada en el modelo para poder sacar los coeficientes

de ruta correspondientes a la salinidad.

Se observa que, en el caso de la cuantificacion de fenoles, podria haber una
correlacion entre la sintesis de estos compuestos y la materia organica
disponible en el medio; asi mismo, la salinidad estaria jugando un papel muy
importante en la sintesis de estos grupos, ya que se observan valores altos en
los coeficientes de ruta (0.4888 en el caso de fenoles, 0.5404 para flavonoides y
0.63 para alcaloides, siendo el mas alto de los tres). Sin embargo, las variables
desconocidas (presumiblemente parametros atmosféricos) limitan el modelo

propuesto, situacion que es evidente en el bajo valor de x? (9.39).
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Cuadro 23. Variables y efectos que constituyen el modelo de flujo del analisis de

rutas de la correlacion entre parametros edaficos y metabolitos secundarios.

Variables Efectos
Dependientes Independientes Directos Indirectos Totales
Conductividad
0.4368 0.0519 0.4888
eléctrica
Fenoles Porosidad 0.5305 0.0185 0.549
Materia organica 0.472 0.1129 0.5849
Desconocidas 0.6776 0.6776
Fenoles 0.5853 0.5853
Densidad 0.548 0.0678 0.6158
Conductividad
Flavonoides 0.4398 0.1006 0.5404
eléctrica
Nitrogeno 0.331 0.0256 0.3566
Desconocidas 0.6895 0.6895
Nitrégeno 0.2779 0.0708 0.3488
Conductividad
0.5294 0.1006 0.6300
Alcaloides eléctrica
Flavonoides 0.1599 0.0694 0.2293
Desconocidas 0.7728 0.7728
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Figura 29. Diagrama de andlisis de rutas de correlacion entre parametros
edaficos y metabolitos secundarios. El grosor de las lineas indica el grado de
correlacion entre las variables. U= variables desconocidas.
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DISCUSION
Extractos metanodlicos

Con la obtencién de los extractos metandlicos por medio de maceracion
exhaustiva se obtuvieron porcentajes de rendimiento entre 32% y 40% con
respecto al peso seco de las inflorescencias de P. laevigata. Estos datos son
superiores a los reportados por Castro (2016) y Nava (2017), estudios en los que
se trabajo con extractos metandlicos obtenidos de inflorescencias de organismos
de la misma especie muestreados en San Rafael Coxcatlan, Puebla. Sin
embargo, no resultan anormales en organismos de zonas aridas debido a que
en estas zonas se han reportado rendimientos de hasta 40% con respecto a
compuestos no volatiles (Ravetta et al., 1996). Aungque no existen diferencias
significativas entre los rendimientos promedio por zona (figura 10), se observa
gue hay una tendencia hacia un mayor rendimiento en los individuos de la zona
ZMA. Esto puede ser atribuido al hecho de que CCA ha sido alterada por
actividades humanas, situacion que podria influir en la produccién de metabolitos
por parte de los organismos que se desarrollan en esta zona, sobre todo debido
a la disponibilidad de agua y nutrientes (Garcia-Ruiz y Lana-Renault, 2011;
Galieni et al., 2015; Arena et al., 2017).

Por ultimo, al observar los datos de ambos grupos (cuadro 2, figuras 9 y 10), se
observa una mayor variacion en el rendimiento de los extractos entre los
individuos de ZMA comparada con la presente en los extractos obtenidos de los
organismos de CCA, evidenciando que el manejo de suelo actia sobre la
produccion de metabolitos por parte de los organismos vegetales. De acuerdo
con Coley et al. (1985), las plantas de zonas aridas y semiaridas suelen producir
grandes cantidades de metabolitos tanto primarios como secundarios para la
proteccion frente diferentes estimulos ambientales. No obstante, Garcia-Ruiz y
Lana Renault (2011) exponen gue el uso intensivo de campos de cultivo agota
la presencia de algunos nutrientes afecta la sintesis de diversos compuestos;
Por ejemplo, se ha observado que la reduccion en la concentracion de potasio
incide en el incremento de alcaloides en Lupinus angustifolius (Gremigni et al.,
2001; Barlog, 2002), Lupinus albus (Ciesiolka et al, 2005) y , en tanto que la

reduccion de fosfatos y nitrégeno afectarian significativamente el contenido
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fendlico de especies como Lycopersicon sculentum ((Bongue-Bartelsman y
Phillips, 1995; Stewart et al., 2001), Daucus carota (Rajendra et al., 1992), Vitis
vinifera ((Savitha et al., 2006), Labisia pumila (lbrahim et al., 2010) y Beta
vulgaris (Tuteja y Mahajan, 2007).

Caracterizacion quimica de los extractos metandlicos

Durante la caracterizacion quimica de los extractos, se observaron variaciones
en la concentracion promedio de fenoles, flavonoides y alcaloides en los
extractos metanolicos, mostrando una concentracion promedio mayor en los
obtenidos de los individuos de la zona ZMA con respecto a lo observado en los
obtenidos de los organismos de la zona CCA (cuadro 3, figuras 11, 12 y 13). Esto
puede ser explicado por las condiciones ambientales a los que estan expuestos
los individuos, ya que los compuestos fendlicos y los compuestos nitrogenados
son sintetizados de acuerdo con la necesidad de los organismos para defenderse
de los diferentes tipos de estrés, tanto bidticos como abidticos (Coley et al, 1985;
Voegue y Marquis, 2005 Vilela et al, 2011).

Esto se ve reflejado en la diferencia en las variaciones de los grupos analizados,
ya que, en el caso de la zona CCA, se observa una mayor variacion entre los
individuos con respecto a los estudiados en la zona ZMA, los cuales,
probablemente al encontrarse en una zona con mayor grado de conservacion,
ven afectada la produccion de metabolitos Unicamente por la variabilidad
genética entre ellos (Bongue-Bartelsman y Phillips, 1995; Galieni et al., 2015;
Ulrich et al., 2017).

1. Cuantificacion de grupos de metabolitos secundarios

Compuestos fenodlicos

En el caso de los compuestos fendlicos, estos presentan diversas actividades
entre las que se pueden destacar la proteccion contra la radiacién ultravioleta,
sequia, proteccion térmica, defensa alelopatica y contra la herbivoria, ademas
de interactuar con la microbiota edafica, influyendo indirectamente en la
descomposicion y mineralizacion de la materia organica (Aerts y Chapin, 2000;
Souto et al., 2000; Gonzalez-Rodriguez et al., 2004; Vilela et al, 2011). Para las

plantas de zonas aridas, esta proteccion se traduce en un aumento significativo
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de lignina y diversos compuestos polifendlicos (Vilela y Ravetta, 2005; Vilela et
al, 2011; Cisneros et al., 2013).

En el presente estudio, Se tuvieron valores promedio de 100.81 + 10.32 mg
eAg/g de extracto metandlico de las inflorescencias de la zona ZMA, y 80.35 +
14.95 mg eAg/g de extracto metandlico de las inflorescencias de la zona CCA,
presentando entre ambos grupos diferencias significativas (t= 2.7596; valor
critico= 2.2622; o= 0.05) (cuadro 3, figura 11). Estos resultados son mayores a
los obtenidos con trabajos realizados con harinas de algunas especies del
género, como se reporta en el estudio de Cardozo et al. (2010), quienes
evaluaron el contenido nutrimental de harinas producidas a partir de frutos de
Prosopis nigra y Prosopis alba, determinando, por medio de extractos acuosos
y etandlicos una concentracion de compuestos fendélicos en un rango de 4 a 4.1
mg eAg/g de extracto y 1.8 a 1.9 respectivamente; otro trabajo sobre harinas es
el realizado por Schmeda-Hirschman et al. (2015), quienes evaluaron el
contenido fendlico de harinas de frutos de P. chilensis obtenidos en 5 zonas
pertenecientes a 3 valles del norte de Chile, obteniendo valores en un rango de
8.2 a 25.7 mg eAG/ g de harina; Pérez et al. (2020), por otro lado, trabajaron con
muestras de mesocarpo pulverizado de frutos de P. nigra de distinto tamafio de
particula (en un rango de 149 a >840 um), reportando contenidos fendlicos en
un rango de 1.43 a 1.47 mg eAG/g de polvo. En los tres estudios se observo
que el grupo fendlico mayoritario fueron las antocianinas, las cuales son
consideradas relevantes para la atraccion de dispersores de semillas al tiempo
que protegen al fruto de la radiacion ultravioleta (Cardozo et al., 2010; Schmeda-
Hirschman et al., 2015; Pérez et al, 2020).

Igualmente, tienden a ser mayores que los reportes en estudios de extractos de
hojas, como el estudio de Garcia-Andrade et al. (2013) en el que se evaluaron la
capacidad antioxidante y de proteccion cardiaca de las hojas de P. laevigata a
partir de extractos fendlicos enriquecidos, reportando un contenido fendlico en
un rango de 47.70 a 103.56 mg eAG/g de extracto, reportando como
constituyentes principales acidos fenolicos, flavonas y flavonoles. Por otro lado,
Moreno (2019) y Melgoza (2020), al trabajar con un extracto metandlico de hojas

de P. laevigata obtenidas en la zona ZMA del presente estudio reportaron un
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contenido fendlico de 67 mg eAG/g de extracto, identificando solamente algunos

acidos fendlicos por medio de CLAR-DAD.

Por ultimo, en el caso de las inflorescencias, se observa que las concentraciones
promedio son mayores a la reportada por Castro (2016), quien reporta una
concentracion de 61 mg eAG/g en un extracto metanodlico floral de
inflorescencias de P. laevigata colectadas durante la época de sequia de San
Rafael Coxcatlan (febrero de 2015), aunque mucho menores que el valor
reportado por Nava (2017), quien reporta una concentracion de 488 mg eAG/g
de extracto en un extracto obtenido en la misma zona que Castro, pero durante

una época de lluvias adelantadas (marzo de 2015).
Flavonoides

Los flavonoides son un grupo con una amplia gama de funciones en los
organismos, que van desde la atraccion de polinizadores y la fotoproteccion,
hasta la defensa contra depredadores y organismos patdgenos (Sepulveda-
Jiménez et al., 2003; Gutiérrez y Mendoza, 2005; Avalos y Pérez-Urrutia,2009;
Brussoti et al.,, 2013). En el presente estudio se obtuvo una concentracion
promedio de flavonoides producidos en los individuos de 2.99 +0.45 mg eQ/g en
los de la zona ZMA y 1.72 + 0.99 mg eQ/g en los de la zona CCA (cuadro 3,
figura 12). Estos valores son ligeramente menores a los reportados por Pérez et
al (2014), quienes al estudiar la composicion de harinas obtenidas de P. nigra 'y
P. alba, encontrando un rango de 3.47 a 13.88 mg eQ/g de harinay 3.30 a 8.75
mg eQ/g de harina respectivamente, ademas de encontrar que la mayoria de
estos corresponderian a antocianinas; por otro lado, son similares a los
reportados por Schmeda-Hirshmann et al. (2015), que reportaron en harinas
realizadas con el mesocarpo de frutos de P. chilensis en un rango de 1.7 a 5.6
mg eQ/g de harina; mayores a los reportados por Rodriguez et al. (2018),
quienes al comparar la composicibn de muestras de harina de P. alba
encontraron concentraciones de flavonoides de 0.2 a 1.2 mg EQ/g de harina.
Estas diferencias entre el contenido de flavonoides entre el fruto y las
inflorescencias podrian deberse a las caracteristicas de cada 6rgano, ya que en
el caso del primero algunos pigmentos de tipo flavonoide, como las antocianinas,

podrian atraer dispersores en tanto que las inflorescencias dependerian mas de
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otros compuestos fendlicos y metabolitos primarios como los azlcares
contenidos en el néctar para atraer polinizadores ademas de protegerse de los

diferentes tipos de estrés ambiental.

Al compararse con algunos reportes de hojas, se observa que las
concentraciones, éstas son bastante mas altas que las encontradas en el
presente estudio. Ejemplo de esto es el estudio de Malik et al. (2013), quienes
realizaron extractos de diferente polaridad con el uso de acetato de etilo, acetona
y cloroformo de hojas de P. cineraria, reportando concentraciones de flavonoides
en estos extractos en un rango de 504 a 5095 mg eQ/g de extracto; Ibrahim et
al. (2013), a partir de extracciones dirigidas en muestras de hojas de P. juliflora
reportaron un contenido de 16% de flavonoides, en tanto que Pathak y Kumar
(2017) trabajaron con extractos acuosos y etanolicos de corteza y hojas de P.
cineraria, reportando un porcentaje de 6.1652% en el caso del extracto de
corteza y 21.0386% para el extracto de hojas; Po otro lado, Moreno (2019) y
Melgoza (2020) reportaron una concentracion de flavonoides de 2.6 mg eQ/g de
extracto en hojas provenientes de la zona ZMA del presente trabajo, y que es
similar a la concentracion promedio de flavonoides de extractos florales de
organismos de la misma zona. En este caso, se puede inferir que las diferencias
entre las concentraciones de hojas y de inflorescencias podria responder a la
permanencia de ambos 6rganos en el ciclo de vida de los organismos a los que
pertenecen, ya que se conoce que, en general, las especies del género Prosopis
tienden a ser perennifolias, lo que favorece la acumulacion de diversos
compuestos en las hojas, a diferencia de las inflorescencias, cuya presencia es
unicamente anual (Ffolliott y Thames, 1983; CONAZA, 2000; Gamboa- de Buen
et al., 20131; Rodriguez et al, 2014).

Por altimo, al comparar con los resultados reportados por Castro (2016) y Nava
(2017) en extractos metandlicos florales de inflorescencias de P. laevigata, se
observan diferencias muy grandes, ya que en promedio son mayores que el valor
reportado en el primer estudio (0.364 mg eQ/g de extracto) en tanto que el
segundo estudio reportd una concentracion de 23.2 mg eQ/g de extracto; Estas
diferencias podrian explicarse por los estimulos ambientales a los que se ven

sometidos los organismos de las diferentes zonas, lo que repercutiria de forma
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visible en la sintesis de compuestos, tanto cualitativa como cuantitativamente
(Gutiérrez y Mendoza, 2005; Avalos y Pérez-Urrutia,2009; Brussoti et al., 2013).

Alcaloides

Uno de los grupos mas estudiados en el género Prosopis son los alcaloides, los
cuales presentan diversas actividades de interés biomédico, destacando la
actividad antimicrobiana y el efecto neuroprotector que se ha asociado a su
presencia en diferentes especies del género, ademas de la alta toxicidad
reportada en animales de ganado que han consumido frutos maduros de estos
organismos. (Samoylenko et al., 2008; Rahman et al., 2011; Sukirta y Growther,
2012; Jagan Mhan Reddy et al., 2014; Valli et al., 2014; Reina et al., 2016;
Henciya et al., 2017). Entre los estudios que se pueden mencionar acerca de las
concentraciones de alcaloides, se encuentra el realizado por Tapia y
colaboradores (2000), quienes estudiaron la composicion y actividad de
extractos alcaloidales de diferentes especies de Prosopis, y reportaron una
concentracion alcaloidal de 0.13% para muestras de P. alpataco, 0.006% para
P. argentina, 0.53% para p. argentina, 0.198% para P flexuosa y 0.097 para P.
pugionata; Kolapo et al. (2009) estudiaron la composicién quimica y actividad
antimicrobiana de tallos y raices de P. africana y reportaron una concentracién
de 0.104 mg/g y 0.0732 mg/g respectivamente de alcaloides en los extractos
etandlicos obtenidos; lbrahim et al. (2013), reportaron una concentracion
promedio de 3.6% de alcaloides en muestras de P. juliflora; en tanto que Moreno
(2019) y Melgoza (2020) reportan una concentracion de 11.87 mg eA/g, un valor
cercano al 0.011% con respecto al peso de extracto; En el caso de Castro (2016)
y Nava (2017), reportaron concentraciones similares, es decir, 66.97 mg eA/g y
67. 39 mg eAlg de extracto respectivamente; Al comparar con los valores
promedio del presente estudio, que fueron 87.85 + 21.56 para los organismos de
la zona ZMA 'y 62.87 + 9.21 m eA/g de extracto para los organismos de la zona
CCA (cuadro 3, figura 13), se observa que los valores son muy variables,
situacion que se puede atribuir tanto a los estimulos ambientales como a las
necesidades de proteccion contra depredacion que las distintas especies tienen
a lo largo de su ciclo de vida; por otro lado, y en el caso particular de P. laevigata
al considerar los trabajos de Castro (2016) y Nava (2017), no se encuentra una

influencia directa de los cambios ambientales, recordando que los extractos
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fueron obtenidos de material biolégico colectado en la misma zona, pero en
diferentes circunstancias climaticas (sequia y lluvias tempranas), de lo que se
infiere, al ver las variaciones entre las concentraciones de alcaloides del presente
estudio, que podria haber una influencia directa de los estimulos provenientes
del suelo para la sintesis y almacenamiento de metabolitos que permitan la
supervivencia de la inflorescencia al ataque microbiano y por herbivoria, ademas
de brindar preparar la proteccion para que el futuro embrién se desarrolle
adecuadamente en las condiciones ambientales a las que se encuentra
adaptado el organismo progenitor ((Gutiérrez y Mendoza, 2005; Avalos y Pérez-
Urrutia,2009; Brussoti et al., 2013)

Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante esta ligada a la presencia de compuestos fenélicos en
diversas plantas, aunque no se restringe Unicamente a estos compuestos.
Existen reportes de la capacidad de captura de radicales libres por parte de los
alcaloides del género Prosopis, observados especialmente en hojas de P.
juliflora (Tapia et al., 2000; Sathiva y Muthuchelian, 2008; Lakshimibai et al.,
2015); Los valores obtenidos en el presente trabajo fueron de 465.114 ppm para
la zona ZMA y 567.642 ppm para la zona CCA (cuadro 4 y figuras 14, 15y 16)
estos valores son comparablemente menores a los reportados por Lakshmibai
et al. (2015), quienes determinaron una concentracién de 1000 ppm de extracto
etandlico de hojas de P. julifiora para alcanzar una reduccién del radical DPPH
del 22.3% asi como un valor de 50,000 ppm del mismo extracto para lograr una
reduccion del 98%; por otro lado, son menores a los valores obtenidos por
Garcia-Andrade et al. (2013), (312 ppm y 93 ppm) con extracciones de
compuestos fendlicos de hojas P. laevigata a partir de extractos acetonicos
obtenidos de organismos muestreados en el estado de Durango, México; no
obstante, los valores obtenidos en el presente estudio son muy similares a los
reportados por Castro en 2016 (591.38 ppm), menores a los reportados por Nava
en 2017 (907 ppm) y mayores a los reportados por Moreno (2019) con extractos

crudos de hojas de P. laevigata (reportando un valor de 334.87 ppm).
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Analisis cromatograficos

Cromatografia en Placa Fina (CCF)

Con los analisis cromatogréaficos, se evidencian pocas diferencias entre los

compuestos presentes en los extractos de ambas zonas.

En el caso de las cromatografias en placa fina, se observan los tres grupos de
metabolitos cuantificados en este estudio (Figuras 17 y 18). Se resalta el hecho
de que en la figura 16, y mas especificamente se puede observar en el panel c,
se infiere la presencia de pigmentos y flavonoides (en el frente de la placa, con
coloraciones rojizas y violaceas), mientras que en el punto de aplicacién se
puede inferir que se trata de compuestos de naturaleza alcaloidea (coloraciones
azules y verdosas) (Wagner y Bladt, 1996). Esta idea se refuerza al utilizar el
cloruro férrico, el reactivo de New y el reactivo de Dragenforff como reveladores.
De esta forma, algunos flavonoides de tipo flavona y flavonol resaltan a lo largo
de la placa (figura 18 c) con las tonalidades caracteristicas (violaceas, rojizas y
algunas azules) en el frente (Greenham et al., 2003); el uso del reactivo de
Dragendorff, por otra parte, confirma la presencia de alcaloides y otros
compuestos nitrogenados en el punto de aplicacién, que, aunado con la primera
observacion, haria falta el uso de una fase movil idnicamente para la separacion

de los alcaloides presentes en los extractos (Bladt, 1996; Molyneux et al., 2002).

Cromatografia Liguida de Alta Resolucion con arreglo de Diodos (CLAR-

DAD).

En el analisis por medio de HPLC-DAD, pese a que no fue posible determinar
compuestos presentes en ninguna de las muestras, se lograron identificar
algunos grupos presentes en los extractos (flavonas, flavonoles, isoflavonas,

fenilpropanoides y rotenoides) (cuadros 5 y 6, figuras 19 y 20).

Bragg et al. 1978, realizaron una recopilacion sobre los distintos flavonoides
presentes en el género Prosopis y que podrian servir para identificar aquellos
gue son caracteristicos del género, mencionando las similitudes entre P.

laevigata y P. juliflora al sefalar la presencia de 6 flavonas (entre las que
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destacan la apigenina, la luteolina y algunos glucésidos) y 6 flavonoles (algunos

glicésidos de quercetina, kaempferol e isoarhamnetina).

Por otro lado, Almaraz-Abarca et al. (2007), reportaron inhibicion en la
peroxidacion lipidica y defensa contra el estrés oxidativo en general, propiedades
encontradas en extractos de polen de P. juliflora, y que fueron atribuidas al perfil
fendlico de dichos extractos y en el que destacan varias flavonas (principalmente
derivadas de la apigenina y la luteolina) y flavonoles (derivados de la quercetina
y la isorhamnetina), compuestos también encontrados de forma mayoritaria en
los extractos florales metandlicos de la zona ZMA y presentes en los de los

individuos de la zona CCA del presente estudio.

Castro en 2016 reporta varios compuestos pertenecientes a los grupos
detectados en este trabajo, identificando, ademas por medio de Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién acoplada a Espectrometria de Masas algunos
compuestos fendlicos como la vainillina, el &cido cafeico, la crisina y la acacetina;
en tanto que Nava (2017), se reporto la presencia de algunas flavonas (como
apigenina y la naringenina) y algunos flavonoles (como el kaempferol y
guercetina), en tanto que Moreno (2019) y Melgoza (2020) reportan la presencia
de varios fenoles simples por CLAR-DAD, compuestos que no fueron detectados
en ninguna de las zonas de este trabajo. De forma general, se puede decir que
las flavonas y flavonoles son compuestos comunes en los extractos vegetales
(Harbone, 1989), presentando actividades tales como protecciéon contra la
radiacion UV, ataque de insectos, hongos, bacterias y virus. Asi mismo, son
atractores de polinizadores y pueden incluso actuar como agentes alelopaticos
(McClure, 1975), caracteristicas importantes para el desarrollo de la flor y que
podrian ser cruciales para la supervivencia del futuro vastago, pudiendo
protegerlo, ademas, de infecciones y ataques anteriormente mencionados (Jain
et al., 2019).

Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM)

Por otro lado, en el andlisis de CG-EM, se detectaron varias moléculas no
polares, de las cuales, solo se pudieron identificar el acido palmitico, el estearico,
el &cido 9,12-octadecadianoico (acidos grasos), el heptacosano y el heneicosano
(alcanos de cadena larga) (cuadros 7 y 8 y figuras 21y 22).

78



Correlacion entre parametros eddficos, composicion quimica y actividad antimicrobiana de
inflorescencias de Prosopis laevigata
En trabajos previos con las inflorescencias de P. laevigata (Castro, 2016; Nava,
2017) se reporto la presencia de acidos grasos como el acido linoleico, el acido
linolénico, y el acido palmitico, que presentan actividades antibacterianas (Zheng
et al., 2005; Bhattachartjee et al., 2011; Huang et al., 2011), antiinflamatorias
(Haro et al., 2006; Saeed et al., 2012) y anticancerigenas (Kumar et al., 2010).

Los &cidos grasos son moléculas que se encuentran en todos los organismos, y
que son constituyentes fundamentales de las membranas plasmética,
mitocondrial y tilacoidal (Falcone et al., 2004; Mizusawa y Wada, 2012; Carvalho
y Caramujo, 2018). La presencia de acidos grasos saturados e insaturados en
las membranas se encuentra influida especialmente por las condiciones
ambientales en las que se desarrolla el organismo; en el caso de las plantas, se
ha observado la capacidad de regular la concentracion de acidos grasos
dependiendo especialmente de la temperatura ambiental, de tal forma que las
plantas de zonas calidas o aridas (como P. laevigata) tienden a presentar 4cidos
grasos saturados (como los encontrados en el presente estudio), situacion que
les confiere la habilidad de adaptarse a las temperaturas a las que se ven
expuestas (Falcone et al., 2004). Este fendmeno es especialmente relevante en
las membranas tilacoidales para asegurar la termoestabilidad del proceso
fotosintético (Mizusawa y Wada, 2012; Carvalho y Caramujo, 2018). Eso se
confirma al observar que los acidos palmitico y estearico son los &cidos
identificados con mayor abundancia (3.01% y 1.06% respectivamente) en la
zona ZMA, en tanto que el &cido palmitico y el heneicosano (6.00% y 4.07%
respectivamente) en la zona CCA.

Actividad antimicrobiana

En el caso de la actividad antimicrobiana observada, se evidencia una diferencia

entre los efectos observados sobre bacterias y hongos levaduriformes.

Actividad antibacteriana

En el caso de las bacterias, se observa una tendencia de la ZMA a tener una
mayor inhibicion, aunque no es significativa, en el crecimiento registrado en la

prueba de difusion en agar de Kirby Bater (Cuadros 11y 12 y figura 23).
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Es resaltable el hecho de que se observa una mayor sensibilidad por parte de
S. aureus y V. cholera a los extractos de ambas zonas, situacién que resulta
llamativa al momento de observar la resistencia de la cepa de S. aureus utilizada
durante el experimento a una alta variedad de antibioticos (cuadro 9), la mayoria
de los cuales, actian sobre la sintesis de la pared celular o alteran el
funcionamiento ribosomal (Etebu y Arikekpar, 2016). El diametro de los halos de
inhibicién es comparable al obtenido por Castro (2016), cuando trabajo con flores
obtenidas en la época normal de floracién de P. laevigata (es decir, temporada
seca) con las mismas cepas, y algo menores a los obtenidos en un trabajo previo
(Nava, 2017). Por otro lado, se observa una sensibilidad mayor de S. aureus y
de V. cholera, fenomeno también observado en los trabajos antes mencionados
(Castro, 2016; Nava, 2017).

Observando los valores de CMI y CBM, se hace evidente que hay una diferencia
apreciable entre la actividad de los extractos sobre las bacterias Gram positivas
y las Gram negativas, siendo estas Ultimas las que presentan una mayor
resistencia, siendo, en el caso de los extractos de la zona CCA aquellos con un
menor efecto sobre ambas cepas (en un rango de 0.312 a 1.25 mg/mL). Al
considerar las bacterias Gram negativas, se observa el mismo fenbmeno con la
cepa V. cholera, en la cual se lograron determinar los valores de CMI (en un
rango de 0.125 A 20 mg/mL) en comparacion con las concentraciones
presumiblemente mayores a 20 mg/mL de los extractos florales metandlicos de
los organismos de la zona ZMA (cuadros 13 y 14). La diferencia entre los
resultados de la prueba de difusion en agar de Kirby Bater y los resultados de la
microtécnica en caldo podrian ser explicados por la polaridad y la solubilidad de

los compuestos con actividad antimicrobiana.

Los resultados muestran un mayor efecto que los encontrados por Salinas et al.
2009, quienes compararon diversas plantas de la Sierra de Huautla, incluyendo
un extracto acetdnico y uno metandlico de los érganos aéreos de P. laevigata,
los cuales presentaron una CMI mayor para S. aureus ATCC 6358 (4 mg/mL).
No obstante, son mayores a los obtenidos por Khan et al. 2010, quienes
evaluaron la actividad de extractos de P. spicigera sobre varios microorganismos
multirresistentes, encontrando una alta sensibilidad al extracto etandlico en

cepas de E coli, Streptococcus mutans y S. bovis (valores de CMI de 78.125,
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9.76 y 4.88ug/mL respectivamente). Asi mismo, en 2011, Sachi et al., utilizaron
extractos ricos en alcaloides de hojas, ramas y flores de P. juliflora sobre una
bateria de bacterias resistentes que incluian cepas de E. coli y S. aureus,
determinando Concentraciones Minimas Inhibitorias por debajo de los 100
pg/mL. Por otro lado, Melgoza en 2020, al evaluar el extracto metandlico de
hojas de P. laevigata obtenidas de los arboles de la zona ZMA del presente
estudio, reporta una actividad ligeramente menor que la obtenida en el presente
trabajo con cepas de S. aureus (obteniendo una CMI de 0.62 y 1.25 mg/mL con
las dos cepas que utiliz6 en comparacion con el rango de 0.312 a 1.25 mg/mL
de la zona CCA de este estudio) y mayor con las cepas de E. coli (10 y 1.25

mg/mL en comparacién con las CMI mayores a 20 mg/mL del presente estudio).

Con la prueba de fugas de proteinas (cuadro 15, figura 24), se observo uno de
los posibles mecanismos de accion de los extractos probados, ya que se enfoca
en la capacidad de alterar la membrana plasmatica lo suficiente como para
provocar la eyecciéon del contenido citoplasmético o la lisis celular (Akinpelu et
al., 2015), fenémeno evidenciado en el incremento de la concentracion proteica
en el medio. Esto fue observado en el comportamiento promedio de los extractos
de cada zona plasmados en la figura 24, resaltando un incremento importante
en la concentracion de proteinas inducido por los extractos de la zona ZMA a
partir de los 30 minutos del inicio del experimento Esta observacion podria
explicarse, en parte, por el contenido alcaloideo de los extractos. En diversos
estudios con fracciones alcaloidales de diferentes especies del género Prosopis
(destacando P. juliflora, P. cineraria, P. africana, P. nigra y P. glandulosa var.
glandulosa) han mostrado que los alcaloides tipo piperidinico (como la
prosopina, la juliprosopina, juliflorina, prosoflorina y la cassina) interactdan con
la membrana plasmaética de diversos organismos, ya sea intercalandole entre los
fosfolipidos o afectando diversos canales ionicos (como los canales de Ca*y K¥)
pudiendo comprometer la integridad de esta y originando la pérdida total o parcial
del contenido citoplasmético (Ahmad et al.,, 1989; Ahmad et al, 1997;
Samoylenko et al., 2008; Rahman et al., 2011; Sukirta y Growther, 2012; Jagan
Mhan Reddy et al., 2014; Valli et al., 2014; Reina et al., 2016). Los resultados del

presente estudio también sugieren una posible correlacion entre el contenido
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alcaloideo y la concentracion creciente de proteinas medida a lo largo de este

experimento (véase cuadro 3y figuras 11y 26).

Actividad sobre hongos levaduriformes

Por otro lado, la inhibicion observada sobre hongos levaduriformes muestra
resultados méas uniformes entre las dos zonas, siendo este fenOmeno mas
evidente al observar la similitud entre los valores de diametro de inhibicion
(cuadros 16 y 17 y figura 26) y las Concentraciones Fungicidas Medias (cuadros
18 y 19). Los resultados obtenidos son comparables a los registrados por Nava
en 2017 con el extracto metandlico de inflorescencias de P. laevigata obtenido
durante la época de en la poblacion de San Rafael Coxcatlan en 2015, el cual
fue trabajado por Castro (2016) sobre las mismas levaduras. En 2010, Khan et
al. reportaron actividad antifingica de extractos de diferente polaridad de P.
spicigera sobre un grupo de hongos levaduriformes multirresistentes, reportando
a C. tropicalis como sensible al extracto etandélico con una CFso de 625 pg/mL
En 2018, Farboodniay Jahromi et al. determinaron la actividad antifangica del
extracto etandlico del fruto de P. farcta sobre Candida albicans, determinando
una CFso de 32 pg/mL; Moreno en 2019 reporto, al utilizar el extracto metandlico
de hojas de P. laevigata de la zona ZMA del presente estudio una alta actividad
sobre diversas cepas de Candida albicans, Candida glabrata, y Candida

tropicalis tanto de catadlogo como casos clinicos por debajo de los 0.312 mg/mL.

Actividad sobre Fusarium sprotrichoides.

En la evaluacién de la actividad sobre hongos filamentosos, se encontraron
diferencias significativas entre las zonas de trabajo, siendo la zona ZMA la que,
en promedio, presenta un valor mas bajo de CFso promedio (0.5146 mg/mL). No
obstante, la Concentracién Fungicida Minima encontrada en ambas zonas es
bastante menor a la reportada en un trabajo anterior (Nava, 2017), en el que se
compararon los extractos metanolicos de inflorescencias de P. laevigata, uno
obtenido en época de sequia y otro de lluvias tempranas (el material fue

colectado en febrero y marzo, respectivamente, del aiio 2015) reportando dos
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concentraciones (4.28 y 5.00 mg/mL respectivamente) para la inhibicion de la
misma cepa (Fusarium sporotrichioides ATCC NRLL3299) utilizada en el
presente estudio. Esta diferencia podria estar relacionada con la concentracion
de algunos metabolitos en los extractos, y las cuales, como se han mencionado

con anterioridad, son diferentes en ambos estudios.

Por otro lado, si bien es cierto que no existe literatura con respecto a la actividad
de P. laevigata sobre este grupo de organismos, si existen evidencias de la
actividad del género Prosopis sobre distintas especies de interés agrario y
meédico, como es el caso del estudio de Raghavendra et al. (2009), en el que se
reportd la actividad inhibitoria de extractos de diferente polaridad de hojas de P.
laevigata sobre el fitopatdgeno Alternaria alternata, encontrando una
concentracion fungicida minima de 1000 ppm; ademas, realizaron una extraccion
dirigida de alcaloides, encontrando que la fraccion alcaloidea del extracto
etandlico utilizado presentaba una concentracion fungicida de 2000 ppm; Por
otro lado, Azab (2018), reporté una actividad inhibitoria de extractos de diferente
polaridad de P. farcta sobre Rhizopus stolonifera, utilizando 2 concentraciones
de cada extracto (10 y 20% de extracto en el medio de crecimiento), encontrando
que el extracto con mayor actividad antifingica fue el hexanico al llegar a una
inhibicién de 36.8%; Solanki et al. 2018, detectaron, extrajeron y probaron una
proteina presente en las semillas de P. cinerea sobre los fitopatbgenos
Aspergillus fumigates y Lasiodiploida theobromae, obteniendo una importante
inhibiciébn del crecimiento de ambas cepas. Estos estudios, junto con los
resultados obtenidos en la presente investigacion, muestran la capacidad del
género Prosopis para la produccion de moléculas que actien contra especies

fungicas fitopatégenas.

Las actividades antimicrobianas encontradas en las flores, por tanto, podrian
estar relacionadas con la necesidad de la especie por proteger este érgano
antes, durante y después de la fecundacion, ademéas, como se dijo
anteriormente, las moléculas involucradas en dichas actividades podrian ser
responsables directa o indirectamente de la proteccion de la futura semilla, tal y
como se ha visto en trabajos con frutos de otras especies, cuyas actividades
antimicrobianas son destacables por su alta eficacia para la inhibicion de

diferentes organismos microbianos (Bernier et al., 2005; Sachi et al., 2011;
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Gamboa-de Buen et al., 2013(2); Bouché et al., 2016; Nava, 2017; Solanki et al.,
2018).

Relacién suelo-desarrollo vegetal

En los resultados obtenidos del andlisis de suelos, se encontraron diversas
variaciones en propiedades fisico-quimicas que son sumamente importantes en

el desarrollo no solo de P. laevigata, sino de la cobertura vegetal en general.

La floraciébn de cualquier especie es un evento que se ve influenciado por
factores intrinsecos (destacando el desarrollo del organismo y las sefiales
genéticas involucradas en el proceso) y factores ambientales (Koornneef et al.,
1998; Putterill et al., 2004; Blumer et al., 2015). Estudios realizados en el modelo
de Arabidopsis thaliana han mostrado que la floracibn es un fendmeno
multifactorial cuyo inicio se debe a la coincidencia de una serie de factores
ambientales que favorecen el inicio de la diferenciacion de los meristemos para
la formacion de estructuras florales (Martinez et al., 1994; Bernier y Périlleux,
2005; Bouché et al., 2016). En la mayoria de las especies estudiadas se ha
determinado como una sefial de inicio general el cambio en la temperatura
ambiental y luminosidad, también se considera que la presencia e intensidad de
algunos factores edaficos, como son la conductividad eléctrica, el pH
(concentracion de iones H en el suelo), la materia organica y la estructura del
suelo son parametros que tienen una influencia el desarrollo de los diferentes
organos de la planta Estos factores intervienen en la absorcion de nutrientes que
incidira en la sintesis de metabolitos primarios y secundarios ocurrida antes,
durante y después de la floracion, provocando que ésta presente diferencias
entre individuos de la misma especie, fendmeno que, a su vez, seria activado
por las reacciones desencadenadas en la parte aérea por los cambios de las
condiciones atmosféricas (Ramakrishna y Ravishankar, 2011; Gamboa-de Buen
et al., 20131y 2; Bouché et al., 2016).

La produccion de metabolitos secundarios estd influenciada positiva o

negativamente con el estrés ambiental. Un ejemplo de esto son los fenil-
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propanoides, que estan implicados en un amplio abanico de respuestas a
diferentes tipos de estrés (Ramakrishna y Ravishankar, 2011; Yang et al., 2018).
La presencia de algunas clases de estos, como son las flavonas, los flavonoles,
isoflavonoides prenilados, auronas, estilbenos, se encuentran asociados al
ataque de patégenos, siendo considerados como una forma de resistencia
adquirida (Rasmusen et al., 1991; Dixon y Paiva, 1995); Como se menciono
anteriormente, en la zona ZMA se encontr0 la presencia de flavonas y flavonoles,
en tanto que en la zona CCA se encontraron flavonas e isoflavonas
principalmente, ademas de otros compuestos, como rotenoides, con actividad
antimicrobiana y como disuasora de ataque de herbivoros (Jain et al., 2019).
Castro en 2016, reporta la presencia de numerosos fenilpropanoides, flavonoles
e isoflavonas en flores de P. laevigata obtenidas durante la época de secas
(meses invernales, es decir, de noviembre a marzo) en San Rafael Coxcatlan en
2015, correspondiendo a las condiciones consideradas “normales” durante la
floracién, en tanto que Nava (2017) reporta la presencia de antraquinonas,
flavonas y flavonoles, entre otros durante una floracion secundaria en una época
de lluvias tempranas ocurrida en el mes de marzo en el mismo afio y lugar.
Aunqgue en el presente estudio no se determiné la composicion especifica de los
extractos, se puede inferir que la concentracidon diferencial de los grupos de
metabolitos encontrados en cada zona responderia no solo a la disponibilidad de
nutrientes en el suelo, sino también a la necesidad de proteccion detectadas por
los organismos (especialmente por raices y hojas) a lo largo del periodo de
prefloracion (Bernier et al., 2005; Gamboa-de Buen et al., 20132; Bouché et al.,
2016).

Los analisis de rutas realizados para el presente trabajo (figuras 28 y 29) fueron
elaborados para esquematizar la posible correlacibn que existe entre los
diferentes parametros edaficos analizados y su impacto sobre la produccion de
metabolitos secundarios, lo que, a su vez, permitiria inferir como el suelo de las
zonas estudiadas afectaria el desarrollo e influiria en el desarrollo de rutas
metabdlicas para la proteccién del organismo y de su futura progenie, esto
expresado en las concentraciones determinadas de metabolitos en la

inflorescencia.

Salinidad, pH y conductividad eléctrica.
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Si se aborda la influencia del suelo en el desarrollo vegetal, uno de los primeros
factores que deben ser considerados es la salinidad, ya que es considerada un
factor de estrés determinante en la supervivencia de las especies vegetales en
las zonas aridas. La salinidad ambiental puede provocar estrés iénico y osmético,
ademas de estar asociado con el estrés oxidativo por promover la produccion de
ERO’s (Mahajan et al., 2005; Hanen et al., 2008; Lim et al., 2012; Borgognone et
al., 2014; Falcinelli et al., 2017). En especies tolerantes a la salinidad, esta clase
de estrés resulta en el incremento de diversos metabolitos, destacando los
compuestos de caracter fendlico, ya que presentan caracteristicas estructurales
gue neutralizan el efecto nocivo de las ERO’s producidas en presencia de este
estrés (Ramakrishna y Gokare, 2011; Lim et al., 2012; Borgognone et al., 2014;
Falcinelli et al., 2017). Esto se ve reflejado en el presente estudio al observar la
valoracion de salinidad de ambas zonas, muy salino en el caso de la zona ZMA
y ligeramente salino para la zona CCA (Cuadro 21) (de acuerdo con los criterios
de Vazquez y Bautista, 1993), recordando que las concentraciones mas
elevadas de metabolitos secundarios se corresponden con la primera (Cuadro
3); si se observa el diagrama del andlisis de rutas (figura 29), la salinidad se
encuentra expresada a través de la conductividad del suelo, ya que ambos
factores estan intimamente relacionados (Mufioz et al., 2018). En el esquema,
se evidencia una fuerte correlacién entre la salinidad y los grupos de metabolitos
secundarios cuantificados, destacando la correlacion con flavonoides (0.54) y
con alcaloides (0.63) (Cuadro 23). Existen evidencias de la influencia de la
salinidad sobre la produccion de diversos metabolitos, como es el caso del
estudio de Abd EI-Azim y Ahmed (2009), quienes describen un incremento
considerable de la concentracion de taninos y de alcaloides en extractos de
diferentes 6rganos de Achillea fragrantissima; Por otro lado, Haghighi et al.
(2012), reportan una relacién directamente proporcional en la concentracién de
compuestos de tipo flavonoide en raices y vastago de plantulas de Plantago

ovata sometidas a diferentes concentraciones salinas durante su desarrollo.

En el caso de la relacion entre la salinidad y el género Prosopis, se ha observado
gue algunas especies del género como P. juliflora, P. alpataco, P. argentina, P.
pallida y P. alba son tolerantes al estrés salino (Velarde et al., 2003; Villagra,

2009), presentando para ello diversas estrategias, destacando el ajuste
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osmotico, el cual consiste en la acumulacion y compartimentalizacion de solutos
osmoticamente activos (como prolina, glicina, betaina, y iones como el Na*) para
mantener la osmolaridad necesaria para conservar la turgencia celular (Guo et
al., 2013; Meloni, 2017; Meloni et al., 2019). En el caso de P. laevigata, se ha
observado que plantulas de esta especie son capaces de crecer y desarrollarse
en condiciones de salinidad elevadas (Rios-Gomez et al., 2010; Meloni et al.,
2019), presentando solamente modificaciones en el patrén de crecimiento de las
raices, el cual tiene una relacion inversamente proporcional a la salinidad del
suelo, siendo mas afectada por la presencia de mezclas edaficas de cloruros y

fosfatos que otro tipo de mezclas (Rios-Gomez et al., 2010).

Otro factor ligado con las caracteristicas electroquimicas del suelo y que esta
relacionado con los valores de salinidad es el pH. Las muestras de las zonas
estudiadas en el presente trabajo se encuentran en el rango de ligeramente
alcalino a moderadamente alcalino (7.89 en la zona ZMA 'y 8.08 en la zona CCA),
y aunque los valores de pH obtenidos estan relativamente cercanos entre si,
podrian tener una influencia importante en el desarrollo de P. laevigata. Muchos
nutrientes importantes estan condicionados al pH del suelo, el cual esta
intimamente relacionado con el contenido de materia organica y la composicion
del suelo (Hong et al., 2018,) tal y como indican las correlaciones identificadas
en las muestras analizadas en el presente estudio (Figuras 28 y 29). La
disponibilidad de muchos nutrientes, como es el caso del nitrégeno, del fésforo,
del calcio y del hierro puede verse afectada por el pH, el cual modifica la forma
molecular en la que se encuentran presentes, situacién que a su vez puede
limitar su obtencion por parte de la planta (Marinos y Bernhardt, 2010). Si bien
en el analisis de rutas el pH aparentemente no se encuentra relacionado
directamente con los metabolitos secundarios cuantificados, se observa que
tiene un efecto indirecto sobre estos, actuando directamente sobre la
conductividad eléctrica y la capacidad de Intercambio Catidonico Total. Estas
relaciones se basan en la concentracion y naturaleza de los compuestos
cationicos presentes en el suelo, los cuales afectan la presencia de iones H*
(Figura 29) (Cortés et al., 2013). La relacion entre pH, conductividad eléctrica y
contenido mineral con el desarrollo y crecimiento vegetal ha sido estudiada en

diversas especies vegetales a partir del andlisis de la interaccion entre
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soluciones nutritivas y desarrollo vegetal. Lu et al. (2017) reportaron una relacion
inversamente proporcional entre la concentracion de compuestos fendlicos tipo
hidroxicinamico en las hojas de plantulas de Perilla frutescens al ser sometidas
a soluciones nutritivas con diferente contenido mineral y valores de
conductividad eléctrica de 1.0 a 3.0 dSm-*; por otro lado, EI-Nakhel et al. (2019)
reportan una relacion inversamente proporcional entre la conductividad eléctrica
y el contenido mineral con respecto a la produccion de compuestos fendlicos en

Lactuca sativa var. capitata.
Materia organica, nitrégeno y textura del suelo

Otros factores que se encuentran intimamente correlacionados entre si son el
porcentaje de Materia Organica (MO) y de Nitrégeno (N) en el suelo e influyen
en la presencia de la microbiota debido a las diversas interacciones de los
organismos edaficos entre ellos y con el ambiente (Ruiz et al., 2008; Verma et
al., 2008; Yan et al., 2013; Chimal et al., 2018); esta relacidon puede verse en el
presente estudio dentro de las mediciones de dichos parametros (cuadro 21), al
observar que un aumento en la materia organica incide en la cantidad de
nitrégeno disponible ya que, mientras que las muestras de la zona ZMA
presentan un contenido de materia organica de 2.967% y de nitrdgeno de
0.089%, La CCA, la cual presenta valores de 1.794% y 0.04% respectivamente.
En el diagrama de rutas (figura 28) se observa, ademas, que la influencia de la
materia organica con el nitrdgeno estd mediada por la densidad del suelo, y esto
responde al hecho de que la materia organica es un factor importante para la
agregacion de los materiales, ya que, al descomponerse, forma COz, incidiendo
en el intemperismo de las rocas y mejorando con el tiempo la capilaridad y la

permeabilidad de los suelos (Mufioz-Iniestra et al., 2018).

La presencia de nitrdgeno en los suelos es fundamental para el desarrollo
vegetal, y se encuentra intimamente relacionado con la produccién de
metabolitos secundarios (Ramakrishna y Gokare, 2011; Yang et al, 2018; Li et
al., 2020). Ibrahim et al. (2010) reportaron que existe una relacion inversamente
proporcional entre los niveles de nitrdgeno en el suelo y la producciéon de
compuestos fendlicos, incidiendo especialmente en la produccion de flavonoides

tanto en Arabidopsis como en Lycopersicum esculentum; Por otro lado, Arena
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et al. (2017) estudiaron la relacion entre la produccion de compuestos fendlicos
y diversos factores ambientales en cultivos de Berberis microphylla,
determinando que el aumento en el contenido total de nitrégeno redujo el
contenido de flavonoides aunque incremento significativamente el contenido de
compuestos polifendlicos. Esta disminucion en compuestos fendlicos totales
puede encontrarse en el presente estudio al observar las diferencias en la
produccion de este grupo de compuestos entre los organismos de las dos zonas,
la cual, como se menciono anteriormente, es significativamente menor en el caso
de los extractos obtenidos de los organismos de la zona CCA (cuadro 3, figuras
11y 12). Por otro lado, en el caso de los alcaloides, se ha observado que hay
una relacion directamente proporcional entre el contenido de nitrogeno y la
sintesis de estos compuestos. Barldg (2002) y Ciesiolka et al. (2005) reportan el
incremento de alcaloides y otros compuestos nitrogenados en cultivos de
Lupinus albus al utilizar fertilizantes ricos en nitrégeno durante sus respectivos
estudios, considerando que la produccion de estas moléculas responde a una
necesidad de acumular el nitrégeno abundante; Por otro lado, Al-Humaid (2005)
reportd el incremento de alcaloides en plantas de Datura innoxia expuestas a

tratamientos con diferentes grados de fertilizacion (0-800 kg ha™t).

En el caso de los mezquitales, esta diversidad se ve influenciada precisamente
por el comportamiento simbidtico de los mezquites, los cuales exudan
compuestos entre los que destacan flavonoides que sirven como sefial de
atraccién a bacterias y hongos micorrizicos, con los que forman asociaciones
que les permiten asimilar el nitrdgeno ambiental y fosforo respectivamente, ya
sea a través de reducciones de estos elementos presentes en el ambiente o de
compuestos de origen organico (Salas, 2009; Villegas-Espinoza et al., 2014;
Chimal et al., 2018). Por otro lado, se ha observado que, a pesar del caracter
fijador de nitrogeno de las bacterias simbidticas de Prosopis, éste por si mismo
no siempre produce cambios significativos en la concentracion de este elemento
en el suelo, ya que su presencia también depende de la cantidad del porcentaje
de materia organica en los diferentes horizontes (Zitzer et al., 1996; Wheeler et
al., 2007; Throop y Archer, 2008).

Asi mismo, La concentracion de materia organica variara de acuerdo de al aporte

proveniente en gran parte de la cubierta vegetal, y su degradacion afectara la
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disponibilidad de los nutrientes minerales (Six et al., 2004, Liao et al., 2006) ya
gue las reacciones involucradas en la descomposicién afectan directamente el
pH edafico, el cual, como se ha mencionado anteriormente, influye positiva o
negativamente en la disponibilidad de diversos nutrientes. (Ladd et al., 1993). En
el caso de las muestras analizadas en el presente estudio, esto se observa en la
posible relacion existente entre la valoracion de la materia organica
(moderadamente rico para ZMA y pobre para CCA) y la textura de suelo (franco
arcilloso en el caso de ZMA y arcilla arenosa para CCA). El porcentaje de arcillas,
limos y arenas afectan la cantidad de agua disponible y los nutrientes en
suspension cuando la matriz edafica se encuentra en suspension (Ladd et al.,
1993, Wheeler et al., 2007; Throop y Archer, 2008).

En los suelos, el contenido de arenas afecta la retencion de agua y nutrientes,
ya que las particulas que los conforman propician la presencia de poros grandes,
lo que a su vez contribuye en la lixiviacion y pérdida de agua y nutrientes, en
especial nitrégeno (Fenu et al., 2012; Yan et al., 2013; Chimal et al., 2018). No
obstante, la baja densidad que generan permite una penetracion mas profunda
de las raices de diversas especies vegetales, favoreciendo, como es el caso de
las especies del género Prosopis, el acceso a los mantos freaticos de las zonas
en las que se desarrollan (Leon et al., 2017; Mufioz-Iniestra et al., 2018). Por otro
lado, la presencia de arcillas y limos favorece la retencién de agua y nutrientes
debido a que el tamafio de particulas que presentan (de 0.002 mm-0.05 mm en
el caso de los limos y <0.002 mm en el caso de las arcillas) produce de poros de
tamafio medio a fino, lo que influye en una mayor retencién de agua y nutrientes
(Blight, 2005; Balasubramanyan y Manivannan, 2008). La disponibilidad de
nutrientes (que como se ha dicho, esta influenciada por la proporcion de arenas,
arcillas y limos) es un factor que ha sido evaluado como promotor de estrés en
diferentes especies cultivables, entre las que se puede mencionar a Dacus
carota, que en condiciones de estrés por deficiencia de fésforo incrementa su
porcentaje de antocianinas (Rajendra et al., 1992); en el caso de Lycopersicum
sculentum, hay evidencia de que la deficiencia nutrimental induce una triplicacién
en la concentracion de antocianidinas y una duplicacion de la concentracion de
quercetin-3-O-glucoésido, ademas de un incremento considerable de flavonoides

como kaempferol, isorhamnetina y quercetina (Bongue-Bartelsman y Phillips,
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1995; Stewart et al., 2001); el estrés producido por altas concentraciones de
diversos minerales (como el calcio, magnesio, el cobre, el hierro y el cobalto)
incrementan el contenido de betalainas en Beta vulgaris, y de antocianinas en
Vitis vinifera (Savitha et al., 2006; Tuteja y Mahajan, 2007). Por tanto, la textura
del suelo tiene una influencia importante en el desarrollo del organismo e incide
en la proporcidén de metabolitos en la flor durante su desarrollo (Wesley y Ross,
1990; Laidd et al., 1993; Zitzer et al., 1996; Troop et al., 2008). Esto se puede
inferir al observar las relaciones entre los distintos paradmetros utilizados para la
construccion de los diagramas de rutas (figuras 30 y 31), en los cuales se
observa (figura 31) como la textura del suelo (arcillas, arenas y limos) incide de
forma significativa (valores casi en todos los casos superiores a 0.4) en las
distintas caracteristicas del suelo, siendo efectos indirectos importantes para la
sintesis de metabolitos en la flor, ya sea como respuesta a las condiciones
ambientales presentes durante el desarrollo morfolégico de este 6rgano, 0 como
un posible reservorio de moléculas que permitirdn al vastago sobrevivir y
prosperar una vez que haya comenzado su desarrollo en el ambiente en que ha

crecido el organismo progenitor.

Finalmente, se debe sefalar el hecho de que las variables desconocidas
(marcadas como “U” en las figuras 30 y 31) presentan valores que llegan a
rebasar los coeficientes de ruta (0.6777 en el caso de fenoles, 0.6895 para
flavonoides y 0.7792 para alcaloides), que podria indicar que, en el caso de la
inflorescencia, probablemente factores diferentes a los estudiados en el presente
trabajo tienen una fuerte influencia en la sintesis de los metabolitos en este
organo vegetal (Anasori y Asghari, 2008; Regvar et al., 2012; Arena et al., 2017;
Yang, 2018; Alfarhan et al., 2020).

91



Correlacion entre parametros eddficos, composicion quimica y actividad antimicrobiana de

inflorescencias de Prosopis laevigata

CONCLUSIONES

Se encontré una baja pero significativa correlacion entre la concentracion
de fenoles, flavonoides y alcaloides con algunos parametros edaficos,
particularmente con la conductividad eléctrica (salinidad). Sin embargo,
se requiere ahondar en el estudio de estar relaciones y el impacto de los
parametros atmosféricos.

Los extractos metandlicos florales de los arboles de la zona ZMA
presentaron de forma general mayores concentraciones de fenoles,
flavonoides y alcaloides totales, en tanto que los obtenidos de los
organismos de la zona CCA presentaron una mayor variacion en la
produccion de metabolitos.

En los extractos metandlicos florales de la zona ZMA predominan
flavonoides tipo flavona, isoflavona y flavonol, en tanto que en los
extractos de los individuos de la zona CCA predominan los tipos
Isoflavona y tipo rotenoide.

La CAso promedio de ambas zonas presenta valores relativamente altos,
sin tener diferencias significativas entre si.

La actividad antibacteriana fue mayor con los extractos de la zona ZMA,
pudiendo tener como uno de los principales mecanismos de accion la
interaccién con la membrana celular.

La actividad antifingica fue en promedio mayor con los extractos de la
zona ZMA.

Las caracteristicas edaficas de la zona ZMA como la salinidad, el
contenido de materia organica, el contenido de nitrégeno y la densidad
podrian tener un efecto positivo en la produccion de metabolitos en la

inflorescencia de P. laevigata.
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APENDICES
Apéndice |

Descripcion botanica de la especie. (CONAZA, 2000; Cervantes vy
Concepcidn, 2002; Rodriguez et al., 2014).

Taxonomia
Nombre comun: Mezquite, mimosa, acacia.
Dominio: Eucarya K
Reino: Plantae
Divisiéon: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae :
Subfamilia: Mimosidae Foto original de Marco Aurelio Rodriguez
Género: Prosopis

Especie: Prosopis laevigata (Humb. Et Bonpl. Ex Wild) M.C. Johnst

Prosopis laevigata es un arbol o arbusto espinoso, perenne, que llega a medir

hasta 10 m de altura, de acuerdo con la profundidad del suelo.

Raiz. Su raiz principal puede alcanzar los 50 m de profundidad para llegar al
manto freatico mas cercano y las raices secundarias pueden abarcar un radio de

hasta 15 m.

Troncos y ramas. El tronco es lefioso, de corteza oscura 0 negruzca; ramas
flexuosas, formando una copa esférica o deprimida. Las ramas tiernas tienen

espinas y con frecuencia carecen de hojas.
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Hojas. Son compuestas (con el limbo subdividido), bipinnadas, con 12 a 15 pares
de foliolos oblongos o lineares de 5 a 10 mm de largo, caducas en invierno. Los

renuevos nacen desde marzo hasta mayo y permanecen hasta diciembre.

Flores. Son muy pequefas, de color amarillo verdoso, agrupadas en
inflorescencias en racimos en forma de espiga; producen un aroma y néctar
agradable que atrae a los polinizadores. Son hermafroditas, de simetria radiada
(actinomorfas), con cinco pétalos, sépalos y diez estambres; ovario supero,
unilocular, unicarpelar y de placentacién pariental; el estigma es concavo.
Florece durante un periodo corto que inicia entre los meses de febrero-marzo y

puede extenderse hasta abril-mayo.

Fruto. Son vainas o legumbres alargadas, rectas o arqueadas, de 10 a 30 cm de
longitud, de color paja a rojizo violaceo. El mesocarpio contiene de 12 a 20
semillas. La fructificacion se extiende de mayo a agosto y se cosecha entre

agosto y octubre.

Semilla. Es de forma oblonga o aplastada y dura; su color varia de café claro a

oscuro. Su diseminacion es zodfila y endozoica.

Distribuciéon geografica. Se localiza en las zonas desérticas y semidesérticas,
formando parte de la vegetacion de arboles poco densos y arbustos. Se
distribuye en la vertiente del Pacifico, desde Michoacan hasta Oaxaca, y en la
del Golfo de México en Nuevo Ledn, Tamaulipas y Veracruz, en la depresion
central de Chiapas y en regiones centrales del pais. También hay reportes en las

islas de Hawdi, donde se considera una especie introducida.

Condiciones climaticas. Se considera una especie termo-xeroéfila, siendo
particularmente abundante en las zonas aridas y semiaridas, aunque su amplio
rango ecoldgico le permite ser localizado en zonas con temperaturas medias que
van de 20 a 29° C, con precipitaciones que oscilan entre 350 y 1 200 mm anuales.
Se le encuentra desde el nivel del mar hasta los 2200 msnm; crece
preferentemente en llanuras y bajios, sobre suelos profundos aptos para la

agricultura. El aire seco y la luminosidad son esenciales para la fructificacion.

Condiciones edaficas. Se establece en una amplia gama de tipos de suelo,

creciendo con mayor vigor en suelos profundos, prosperando en suelos
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arcillosos y arcillo-arenosos. Puede tolerar un alto contenido de sales o mal

drenaje del suelo (sierozem y chesnut).

Apéndice Il
Zona de colecta

Las inflorescencias de Prosopis laevigata fueron colectadas en la comunidad de
Zapotitlan Salinas, que es la cabecera del municipio del mismo nombre. Se
localiza dentro de la Reserva de la Biosfera de Tehuacan-Cuicatlan al sureste
del estado de Puebla y al norte del Estado de Oaxaca. Se encuentra ubicada
entre los paralelos 18° 07°18” y 18° 26’ 00” Norte y los meridianos 97° 19’ 24" y
97° 39’ 06” Oeste. Presenta una superficie de 485 Km? y colinda al norte con
Tehuacéan, al sur con Caltepec, al oeste con Chilac y San José Miahuatlan, al
este con el estado de Oaxaca y al noreste con San Martin Atexcala (Paredes,
2001; Rosas, 2006).
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1823

carmiem a
Tehuadcin

San Anionio

San Gakrisl

Zapolllin Salras

-

San Pedno Otoumisa

18 10

97 38 97 2T

Ubicacion del municipio de Zapotitlan. Tomado de Paredes-Flores et al.,
2007

Clima

De acuerdo con la clasificacién de Képpen, este clima se cataloga como un clima
Bskw(w), semiseco templado con lluvias en veranos y escasas a lo largo del afio.
El verano es calido, la temperatura anual media esta entre 12 'y 18°C, con el mes
mas frio entre -3y 18°C y el mas calido superior a 18°C y con una precipitacion
anual entre 200 y 450 mm (Arias-Toledo, 2000; Rosas, 2006; Paredes-Flores et
al., 2007).

Hidrografia

El municipio pertenece a la cuenca del Papaloapan en su mayor parte; solo el

extremo sureste pertenece a la cuenca del Balsas, es recorrido por numerosos
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arroyos intermitentes en varias direcciones concentrandose en un arroyo

principal al centro-este llamado Agua el Gavilan principal afluente del Zapotitlan.

El Rio Zapotitlan presenta gran cantidad de sales de sodio provenientes de las
depresiones de Zapotitlan; se une al Tehuacan en el valle del mismo nombre y
forman el Rio Salado uno de los principales afluentes del Papaloapan, el extremo
Sur-oeste presenta varios arroyos de los cuales destacan el Acatepec y Las
Manzanas, afluentes del Acatlan perteneciente a la cuenca del Balsas. El arroyo
Las Manzanas sirve en un tramo de 10 km como limite con Oaxaca.

(http://www.inafed.gob.mx/work/enciclopedia/EMM21puebla/municipios/21209a.

html, consultada el 18 de enero de 2018).
Edafologia

Las principales unidades de suelos citadas para la region son litosoles,
cambisoles célcicos y xerosoles calcicos derivados de evaporitas del Cretacico
Inferior y Medio, complementados con regosoles y fluvisoles calcaricos formados
por materiales transportados, derivados de sedimentos aluviales (Olivero-
Galindo, 2000; Lopez-Galindo et al., 2003; Paredes-Flores et al., 2007).

Vegetacion

En el afio 2000, Valiente-Benuet y colaboradores reportaron las siguientes

comunidades vegetales:

a) Mezquital o selva baja perennifolia con espinas laterales (con prevalencia
de Prosopis laevigata).

b) Matorral espinoso (con presencia de Mimosa luisana, Acacia farnesiana,
Cordia curassavica y Fouqueria formosa).

c) Tetechera (asociacién con abundancia de Neobuxbaumia tetetzo).

d) Cardonal (En donde destaca Cephalocereus columna-trajani).

e) lzotal (matorral con Yucca periculosa).

f) Chaparral o mexical (con Brahea nitida y Dasylirion serratifolium)

g) Tetechera-candelillar (con Neobuxbaumia tetetzo y Euphorbia
antisyphilitica).

h) Selva baja caducifolia (con Myrtillocactus geometrizans, Bursera

schlechtendalii y Bursera aptera.

119


http://www.inafed.gob.mx/work/enciclopedia/EMM21puebla/municipios/21209a.html
http://www.inafed.gob.mx/work/enciclopedia/EMM21puebla/municipios/21209a.html

Correlacion entre parametros eddficos, composicion quimica y actividad antimicrobiana de
inflorescencias de Prosopis laevigata

Poblacién

La poblacion de ZapotitlAn Salinas es de origen popoloca aunque un bajo
porcentaje de la poblacion conocen y/o utilizan la lengua original (Paredes-Flores
et al., 2007. El ultimo registro de poblacion en 2015 contabiliza 8,495 habitantes
(SEDESOL, 2017). Las principales actividades desarrolladas en la region
corresponden a la agricultura de temporal con cultivos principalmente de maiz,
huertos familiares, plantaciones de Agave marmorata, Opuntia pilifera e
Hylocereus undatus; la ganaderia de traspatio y la ganaderia caprina. Las
actividades comerciales mas importantes en la region son los talleres de
artesanias de marmol y 6nix, la explotacion de sal gema y graveras y granjas
avicolas (Rosas, 2006).
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Apéndice lll
Cromatogramas obtenidos por CLAR-DAD de las muestras de los extractos

de inflorescencias de P. laevigata colectadas en las zonas de Mezquital
Abierto y Campo de Cultivo abandonado.

DADL A, Sig=254,4 Ref=ff (D\CHEMB\1\DATAFARMA2020\URIEL-001.D)

2.073

3.1 Cromatograma de la muestra de la muestra de los extractos metanolicos

florales de la zona ZMA obtenido a partir de una longitud de onda de 254 nm.

DADL B, Sig=280,4 Ref=off (D\CHEMBAL\DATAFARMA2020\URIEL-001.D)
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3.2 Cromatograma de la muestra de la muestra de los extractos metandlicos

florales de la zona ZMA obtenido a partir de una longitud de onda de 280 nm.
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DADL C, Sig=364,4 Ref=0f (D\CHEMBA1\DATAFARMAZ020URIEL-001.D)
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3.3 Cromatograma de la muestra de la muestra de los extractos metandlicos

florales de la zona ZMA obtenido a partir de una longitud de onda de 364 nm.

DADLA Sg=2544 Ref=dff (D\CHEVBAN\DATARARVAZ020LREL-02.D)
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3.4 Cromatograma de la muestra de la muestra de los extractos metandlicos

florales de la zona CCA obtenido a partir de una longitud de onda de 254 nm.
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DADL B Sig=2804 Ref=dif (D\CHEVBAN\DATARARVAZ20UREL-002.D)
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3.5 Cromatograma de la muestra de la muestra de los extractos metandlicos

florales de la zona ZMA obtenido a partir de una longitud de onda de 280 nm.

DADLC, Sig=3644 Ref=dif (D\CHBVEA1\DATAFARVAPOURIEL-002D)
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3.6 Cromatograma de la muestra de la muestra de los extractos metanolicos
florales de la zona ZMA obtenido a partir de una longitud de onda de 364 nm.
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