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RESUMEN

La vainilla (Vanilla planifolia) cultivada en la region del Totonacapan, México, es producida en diferentes sistemas de
manejo, donde las condiciones del cultivo pueden modificar la acumulacion de fitoquimicos en los diferentes érganos
de la planta. En el presente estudio se analizo la variacion del perfil de acumulacion de fitoquimicos en diferentes drganos
de la planta de dos genotipos de vainilla bajo cultivo en acahual en la region del Totonacapan. Se utilizaron estructuras
vegetativas (hojay tallo) y reproductivas (flor, fruto verde y beneficiado) del genotipo Il y del genotipo VI. La concentracion
de compuestos fenolicos totales, taninos totales, taninos condensados, flavonoides totales, saponinasy triterpenos totales
se cuantificaron en todos los tejidos por métodos espectrofotomeétricos. Se encontraron diferencias significativas en la
mayoria de las variables fitoquimicas asociadas a los tejidos por genotipo. El analisis Biplot de Componentes Principales
permitio identificar las variables fitoquimicas que definieron perfiles de acumulacion de fitoquimicos distintos para cada

genotipo bajo cultivo en acahual.
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ABSTRACT

Vanilla (Vanilla planifolia) cultivated in the Totonacapan region, Mexico, is produced in different management

systems where the crop conditions may modify the accumulation of phytochemicals in the different
plant organs. In the present study the variation of the accumulation profile of phytochemicals in
different organs of the plant of two genotypes of vanilla was analyzed under cultivation in acahual

in the Totonacapan region. Vegetative (leaf and stem) and reproductive structures (flower,
green and cured fruit) of genotype Il and genotype VI were used. The concentration of total
phenolics, total tannins, condensed tannins, total flavonoids, saponins and total triterpenes

were quantitated in all tissues by spectrophotometric methods. Significant differences were
found in most of the phytochemical variables associated with the tissues by genotype. The
Biplot analysis of Principal Components allowed to identify the phytochemical variables that
defined different phytochemical accumulation profiles for each genotype under cultivation in

acahual.
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INTRODUCCION
(Vanilla planifolia Jacks.

La \/a | ﬂ | Ha ex Andrews) es originaria

de las regiones humedas tropicales de México y Ameri-
ca Central (Besse et al,, 2004). En la naturaleza las plan-
tas estan expuestas a interacciones bioticas y abioticas
complejas que, a lo largo del proceso evolutivo, han
funcionado como presiones de seleccion que favore-
cieron la adaptacion y diversificacion de su metabo-
lismo secundario, y con ello la variacion cualitativa y
cuantitativa en el patron de acumulacion de compues-
tos fitoquimicos en diferentes tejidos de las plantas.

Los fitoquimicos o metabolitos secundarios se originan
como una respuesta de adaptacion de la planta a su
ambiente, asociadas ecologicamente con funciones
de defensa de la planta (Mazid et al., 2011), que tienen
un alto potencial para ser utilizados como productos
naturales en diferentes aplicaciones, como en la indus-
tria farmacéutica o como nutracéuticos entre otros; de
manera que es esencial conocer los procesos y facto-
res que regulan su rendimiento y calidad para optimizar
su aprovechamiento (Radusiene et al., 2012; Sampaio
etal, 2016).

En la region del Totonacapan
existen diferentes sistemas de
cultivo de vainilla, como el
manejo en malla sombra (con
50 a 80 % de luminosidad), y
el conocido como tradicional
O acahual, donde las plantas
se establecen en un arreglo
agroforestal con tutores vivos
como arboles de citricos, pi-
choco, cocuite, entre otros.
Este acomodo de plantas brin-
da entre 50 y 70 % de sombra
y la ventilacion necesaria que
requiere el cultivo de vainilla
para su optimo desarrollo (Ba-
rrera-Rodriguez et al, 2009),
pero sobre todo mantiene las
interacciones ecologicas natu-
rales. En un trabajo previo (da-
tos no publicados) se detectd
que el sistema de cultivo tiene
un efecto sobre el patron de
concentracion de fitoquimicos
de la planta de vainilla, donde
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Figura 1. Plantas de vainilla (Vanilla planifolia) cultiva-
das en acahual.

el sistema de acahual favorece la mayor acumulacion de
metabolitos secundarios, aunque se desconoce como
se expresan estos compuestos en diferentes tejidos (ve-
getativo y reproductivo) de la planta.

Aunado a la variacion en los sistemas de cultivo, dentro
de la region Totonacapan se ha identificado variacion
genética y quimiotipica que presenta diferente compor-
tamiento en la acumulacion de metabolitos secundarios
asociados con el aroma de vainilla (Herrera-Cabrera et
al, 2012; Salazar-Rojas et al., 2012). El presente trabajo
tuvo como objetivo analizar la variacion en los patrones
de acumulacion de fitoquimicos en tejidos vegetativos
(hoja y tallo) y reproductivos (flor y frutos verde y bene-
ficiado) de dos genotipos (Genotipo Il y Genotipo VI)
de vainilla cultivada en acahual, mediante componen-
tes principales. Este estudio aporta conocimiento basico
para la toma decisiones sobre la identificacion de otros
tejidos de vainilla y germoplasma suceptible de ser apro-
vechado como fuente de productos naturales o nutra-
ceuticos.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se eligieron plantas de vainilla
del Genotipo Il (Quimioctipo
VI), considerado como un ma-
terial modificado de manera
importante por la seleccion del
aroma de los frutos, y el Geno-
tipo VI (Quimiotipo ) descrito
como un material “silvestre”,
debido a que los compuestos
menores del perfil de aroma
de los frutos muestran menor
expresion (Herrera-Cabrera et
al., 2016)

Los dos genotipos se cultiva-
ron bajo el sistema de acahual
(Figura 1), en el municipio de
Papantla, Veracruz en la lo-
calidad de Primero de Mayo
(Genotipo lll) y en la Finca 20
Soles (Genotipo VI). El clima en
ambos sitios fue calido subhu-
medo, con temperatura media
anual mayor de 22°C y tempe-
ratura del mes mas frio mayor
de 18°C.
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Durante el periodo de floracion (abril-mayo del 2013) se recolectaron hojas,
tallos y flores de nueve plantas de cada genotipo de vainilla. Para la obten-
cion de los frutos, durante el periodo de floracion, se marcaron y polinizaron
manualmente 30 flores. Después de 32 semanas de la polinizacion se reco-
lectaron los frutos y se sometieron a un mismo tipo de curado (beneficiado)
tradicional realizado por el maestro beneficiador Veremundo Rodriguez de
acuerdo a los pasos descritos por Xochipa-Morante et al. (2016).

Elaboracion de extractos

Compuestos fendlicos totales, taninos totales, taninos condesados

y flavonoides

Para cada tejido se prepararon extractos en metanol a una concentracion de
50 mg/mL (p/v), posteriormente los extractos se colocaron en un sonicador
(AutoScience AS5150B) por 30 min y se maceraron por 24 h. Cada extracto
se filtro y almaceno a —20 °C hasta el momento de su uso (Garcia-Salas et
al., 2010).

Saponinas. A 1 g de tejido fresco se le agregd 5 mL de agua destilada y se co-
locd en bafio ultrasonico (AutoScience AS5150B) por 20 min, con intervalos
de 10 min con 5 min de reposo. Posteriormente los extractos se filtraron y se
almacenaron en viales a =20 °C hasta el momento de su uso (Garcia-Salas
etal, 2010).

Triterpenos totales. A 1 g de cada tejido fresco se adiciond 5 mL de etanol
al 70 % y se macerd por 10 h, la mezcla se centrifugd a 5000 rpm, y el so-
brenadante se evapord en rotaevaporador (Heidolph, Laborota 4000). Des-
pués el residuo se extrajo 4 veces con butanol:agua (1:1). La fase organica se
evaporo. Al residuo se agrego eter etilico y se mantuvo a 4 °C por 12 h, por
ultimo, se seco y almaceno a —20 °C para su posterior analisis (Zong-Cheng
et al, 2014).

Compuestos fendlicos totales (CFT)

Se utilizo el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi,
1965) con algunas modificaciones. La absorbancia de la mezcla se midio a
725 nm en un espectrofotometro UV-Vis (Evolution 300, Thermo Scientific).
Para la curva de calibracion se uso acido tanico (Sigma Aldrich) y los resulta-
dos se expresaron en g-100 g'1 de materia seca (MS).

Taninos totales (TT)
Se determinaron en el extracto de metanol basado en el método de (Makkar
et al, 1993). Los resultados se expresan en g-100 g_1 MS.

Taninos condensados (proantocianidinas) (TC)
La cuantificacion de taninos condensados se realizd de acuerdo a Porter et
al. (1986). Los resultados se expresan en g-100 g™+ MS.

Flavonoides totales (FLA)

Se determinaron de acuerdo a la metodologia descrita por Barron-Yafiez et
al. (2011). A 500 ul del extracto de metanol se adiciono 1.5 mL de etanol al
80 %, 100 ulL de solucion cloruro de aluminio hexahidratado al 20 %, 100

ul de acetato de potasio 1 My 2.8
mL de agua destilada. Se agito e in-
cubd por 30 minutos a temperatu-
ra ambiente. La absorbancia de las
muestras se reqgistré a 415 nm en un
espectrofotémetro  UV-Vis (Evolu-
tion 300 Thermo Scientific). Para la
curva de calibracion se uso querce-
tina (Sigma Aldrich) y los resultados
se expresaron en g-100 g~! MS.

Saponinas totales (SAP)

Se realizd mediante el método de
acido sulfurico — vainilla descrito
por Hiai et al. (1976). La absorban-
cia se leyd a 544 nm en un espec-
trofotometro UV-Vis (Evolution 300
Thermo Scientific). Saponina de
Quillaja (Sigma Aldrich) fue utilizada
como estandar y los resultados se
expresaron en g-100 g'l MS.

Triterpenos totales (TER)

El contenido de Triterpenos totales
se determind a través del meétodo
colorimétrico con el sistema vai-
nillina — acido acético descrito por
Fan y He (2006) con algunas modi-
ficaciones. La absorbancia se midio
en un espectrofotometro UV-Vis
(Evolution 300 Thermo Scientific) a
550 nm. Se utilizd acido oleandlico
(Sigma Aldrich) como estandar y los
resultados se expresaron en g-100
g_1 MS.

Disefio experimental y analisis
estadistico

La cuantificacion de fitoquimicos se
realizd con nueve repeticiones para
cada estructura vegetal. El disefio
experimental considerd al conteni-
do de fitoquimicos en cada tejido
vegetal como fuente de variacion.
Se realizd un analisis de varianza
mediante el paquete estadistico SAS
version 9.0 (SAS, 2002) y un analisis
de componentes principales biplot
(ACP-b) con el propdsito de repre-
sentar simultdneamente el patron
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2.159 g100 g_1 MS. Mientras que los terpenoides (TER)
tuvieron diferencia en todos los tejidos, de forma simi-
lar los taninos condensados (TC) y las saponinas (SAP)
mostraron diferencias en casi todos los tejidos excepto
en tallo y flor (Cuadro 1).

de agrupamiento de los compuestos fitoquimicos por
tejido y el patron de agrupamiento de las plantas de los
genotipos analizados.

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de varianza de la concentracion de fitoguimi-
cos en los distintos tejidos evaluados, indicod que hubo
diferencias estadisticas (P<0.05) por genotipo para la

La dispersion de las 18 muestras de tejido (nueve por
cada genotipo de vainilla) representadas en el espacio

mayoria de las variables
(Cuadro 1).

El coeficiente de varia-

Cuadro 1. Medias, coeficientes de variacion y cuadrados medios

por genotipo de las 30 variables fitoquimicas por tejido de la planta
de vainilla cultivada en acahual en el Totonacapan, México.

determinado por los dos
primeros componentes
principales explicod 63 %
de la varianza total (Cua-

cion tuvo una amplitud N Med_izz cv Cuadrados medios dro 2).
entre 0.21 a 3697 %, vy (1009~ M9) (%) Genotipo
vario en relacion con los CFTh 0.855 21.547 3.327** El componente princi-
fitoquimicos/tejido, aun- CFTt 0.691 20.270 0.208" pal 1 (CP1) explicd 54 %
que particularmente los CFTf 0.821 21653 0.814** de variacion a partir de
terpenoides  mostraron CFTv 1.870 12126 0.157" variables relacionadas
los coeficientes de varia- CFTb 2.159 9.600 0.0001" con la concentracion de
cion mas bajos en todos TTh 0400 24562 0.203** terpenoides en todos los
los tejidos. Tt 0.332 14166 0.0004" tejidos (TERh, TERt, TERT,
TTf 0.318 16.233 0.013* TERv, TERD), saponinas
En relacion a los tejidos —, 0.390 17453 0,040 en hojas y tallos (SAPh y
fue notable que el fruto . 0.264 7316 0.00001" SAPt) y compuestos fe-
beneficiado, a excepcion TCh 0199 17736 0.040%* nolicos totales en hojas
de los taninos condensa- ot 0134 967 0,003 y flores (CFTh y CFTf). El
dos (2394 %), en la ma- ot 0162 e 754 0013+ segundo  componente
yoria de los compuestos — 0148 655 0000 (CP2) explico 9 % de la
mostro los coeficientes b 0028 53493 00005+ varianza y se concentro
de variacion mas bajos principalmente en varia-
(0.23 a 9.6 %), que indi- el 0678 23650 Loz bles relacionadas con la
co que la dispersion de FLA 0377 1676 01597 concentracion de com-
los valores alrededor de FLAT 0601 27 0.090 puestos fenolicos totales,
la media fue estrecho, FLav 1120 19899 00057 taninos totales y flavo-
posiblemente debido a FLAD 0.909 8.554 0.051 noides en frutos verdes
que la concentracion de SAPh 0045 17480 0.006* (CFTt, CFTv, TTv, FLAv,
los fitoquimicos después SAP 0021 14.549 0.001* FLAf). Asi como saponi-
del periodo de beneficio SAPf 0.003 36.973 0.00001™ nas y flavonoides en flo-
de los frutos, que invo- SAPV 0.169 10.733 0.005** res (SAPf y FLAf) (Cuadro
lucra la participacion de SAPb 0212 4443 0.034** 2).
enzimas, promueve la TERN 1713 2.156 4.154**
sintesis de contenidos si- TERt 2.032 2105 6.956** Respecto a la distribu-
milares de cada fitoqui- TERf 1910 0.381 2.308%* cion espacial de los pri-
mico dependiendo del TERv 2.343 0.205 3554+ meros dos componentes
genotipo (Cuadro 1). Los TERb 2787 0232 9.787** principales en el analisis
compuestos  fendlicos CFT=compuestos  fendlicos totales; TT=taninos totales; BIPLOT, se identificaron
totales (CFT) solo mos- TC=taninos condensados; FLA=flavonoides; SAP=saponinas; dos agrupamientos, uno

traron diferencia signifi-
cativa en hoja y flor, y la
media oscilo de 0.691 a
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TER=terpenoides; h=hoja; t=tallo; f=flor; v=fruto verde; b=fruto
**=diferencias altamente significativas (P<0.01);
*=diferencias significativas (P<0.05); ns=diferencias no significa-

beneficiado.

tivas.

para las muestras anali-
zadas y otro para las va-
riables fitoquimicas (Fi-
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CFTv) y flavonoides en flor (FLAf) (Figura 2, simbolos co-
lor verde). Mientras que el grupo 2, agrupd muestras del
genotipo Ill, que presentaron los valores mayores para
terpenoides, en todos los tejidos vegetativos (hoja, tallo) y
reproductivos (flor, fruto verde y beneficiado) analizados.
Asi como flavonoides, taninos y compuestos fenolicos
totales en tejidos vegetativos (Figura
2, simbolos color marrén). Al respec-
to Shanmugavalli et al. (2009) sefia-
laron que las hojas de vainilla tienen

gura 2). El grupo 1, integrd muestras correspondientes al
genotipo VI que presentd como caracteristicas, menor
concentracion de la mayor parte de los compuestos
analizados en casi todos los tejidos. Unicamente registrd
concentraciones altas de saponinas, flavonoides y com-
puestos fenolicos totales en frutos verdes (SAPv, FLAv y

Cuadro 2. Valores propios, vectores propios y proporcion acumulada de la variacion expli-

cada por cada variable en las primeras dos dimensiones de 30 variables fitoquimicas por
tejido de vainilla cultivada en condiciones de acahual.

o . o Componente principal (CP) metabolitos que presentan actividad
ariable ompuesto ejido MR ; 2
[0 ) CP1 cp2 inhibitoria contra patdgenos como
CFTh noja 0227 0.056 Esegdomgnas aeruginosa y Esche—
CETt tallo 0159 —0312 richia CO.[I' Las altgs cc?ngentraoo—
pap— fceigi%iszgfales for 0.206 0010 nes dg dlfﬁlrentes fitoquimicos en el
enotipo sugiere que presentan
CFTv fruto verde —0.098 0.348 9 P o .g 9 P )
— plantas mas resistentes a patdgenos,
CFTb fruto beneficiado —-0.002 —0.044
- o 0190 0194 como se ha documentado en otras
OJa . . . .
) especies (Mazid et al., 2011).
TTt tallo -0.034 0.063
TTf Taninos total fl 0136 -0.11 . L
anines fotaies o 0119 El potencial de los beneficios a la
v fruto verae 0.168 0.326 salud u otras posibles actividades
7o fruto beneficiado —0005 -0 bioldgicas de los fitoquimicos pre-
en hoja 0209 0038 sentes en las estructuras de la plan-
TCt Tarinos tallo 0111 0143 ta de vainilla ha recibido poca aten-
TCf condensados flor 0.144 —0.237 cion en la literatura. La mayor parte
TCv fruto verde 0171 0.219 de las investigaciones previas sobre
TCb fruto beneficiado 0180 0.180 metabolitos secundarios en esta es-
FLAN hoja 0.224 0.141 pecie, solo se han enfocado en el
FLAt tallo 0.214 0112 fruto beneficiado, particularmente
FLAf Flavonoides flor —-0.159 0.348 en los compuestos del aroma (Sin-
FLAV fruto verde -0.021 0.369 ha et al,, 2008). Ademas de mostrar
FLAb fruto beneficiado 0.144 0.104 la abundancia y variacion de los fi-
SAPh hoja 0.232 —0.140 toquimicos en las diferentes estruc-
SAPt tallo 0.237 —0044 turas de la planta, en este estudio
SAPf Saponinas flor 0.031 0.334 fue posible identificar dos perfiles
SAPY fruto verde 0184 0101 de acumulacion de fitoguimicos en
SAPD fruto beneficiado 0.243 -0.001 V. planifolia asociados con el geno-
TERN hoja 0.246 —0009 tipo, cuando son cultivados en con-
TERt tallo 0.245 -0014 diciones acahual.
TERf Terpenoides flor 0.246 -0.017 CONCLUSIONES
TERv fruto verde 0.246 -0.022 )
— Los resultados del trabajo mostraron
TERDb fruto beneficiado 0.246 —-0.021 L
que hubo variacion en la concentra-
Autovalor 16 3 ., r
o cion de compuestos fenolicos tota-
Proporcion (% 54 9 .
P les, taninos totales y condensados,
Acumulada >4 63 flavonoides, saponinas y terpenoi-

CFT=compuestos fenolicos totales; TT=taninos totales; TC=taninos condensados;
FLA=flavonoides; SAP=saponinas; TER=terpenoides; h=hoja; t=tallo; f=flor; v=fruto ver-
de; b=fruto beneficiado. Los valores en negritas indican las variables que influyen mas en
cada uno de los componentes principales.

des en las diferentes estructuras de
la planta de vainilla en relacion con
el genotipo. Se identificaron las va-
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riables fitoguimicas que definieron perfiles de
acumulacion de fitoquimicos distintos para cada
genotipo bajo cultivo en acahual. El genotipo |l
tuvo los valores de concentracion mas altos en
terpenoides, flavonoides, taninos y compuestos
fenolicos totales en la mayoria de las estructu-
ras de la planta, y el genotipo VI solo tuvo con-
centraciones altas de saponinas, flavonoides vy
compuestos fenadlicos totales en frutos verdes y
flavonoides en flor.
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Figura 2. Dispersion de estructuras de la planta de los genotipos VI y Il de
Vanilla planifolia de acuerdo con 30 variables fitoquimicas, con base en los
dos primeros componentes principales. CFT=compuestos fenolicos to-
TT=taninos totales;
SAP=saponinas; TER=terpenoides; h=hoja; t=tallo; f=flor; v=fruto verde;
b=fruto beneficiado. (%) Muestras de tejidos de genotipo VI. (%) Muestras de
tejidos de genotipo .
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