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PROLOGO

Las ciencias bioldgicas se caracterizan por una amplia diversidad de areas de
estudio que abarcan desde las moléculas, las células y los microorganismos hasta los
procesos ecologicos y evolutivos. Esta diversidad permite abordar la complejidad de
los sistemas vivos desde distintas escalas de anadlisis y establecer vinculos entre la
investigacion basica, el desarrollo biotecnoldgico, la salud, el ambiente y la reflexion sobre
el conocimiento cientifico.

El segundo tomo de Estudos em Ciéncias Bioldgicas e suas Tecnologias reune
once capitulos que reflejan esta pluralidad de enfoques y perspectivas. Los trabajos
presentan investigaciones experimentales y analisis conceptuales que exploran procesos
biologicos, metodologias de estudio y aplicaciones tecnoldgicas en ambitos como la
biotecnologia, los biomateriales, los productos naturales, la microbiologia, el control
bioldgico, la biorremediacion y la evolucion. En conjunto, las contribuciones muestran la
diversidad de problemas y aproximaciones que caracterizan la investigacion y la reflexién
en las ciencias bioldgicas.

La obra se organiza en tres ejes tematicos que permiten articular los distintos
campos de estudio y destacar las principales aportaciones de los capitulos.

El primer eje, Biotecnologia, biomateriales y aplicaciones de recursos
naturales, relne investigaciones orientadas a la caracterizacion de recursos naturales,
el desarrollo de materiales y la evaluaciéon de sus propiedades bioldgicas. Los
capitulos abordan la optimizaciéon de métodos de extraccion de proteinas vegetales,
la sintesis biogénica de nanoparticulas de 6xido de zinc mediante el uso de aceite de
oliva, la evaluacion citogenética de un extracto acuoso de Taxodium mucronatum, la
elaboracion de membranas de quitosano y alcohol polivinilico para el mantenimiento de
células troncales mesenquimales y el estudio de la actividad antimicrobiana de aceites
ozonizados. En conjunto, estos trabajos muestran distintas estrategias experimentales
para el aprovechamiento de recursos naturales y el desarrollo de materiales y productos
de interés biotecnoldgico y biomédico.

El segundo eje, Microorganismos y estrategias de control biologico y
remediacion ambiental, integra estudios sobre microorganismos, comunidades
microbianas y materiales naturales en contextos agricolas y ambientales. Las
contribuciones incluyen la caracterizacion de una cepa bacteriana con capacidad para
inhibir el crecimiento de hongos fitopatdgenos, el analisis de poblaciones fungicas y
concentraciones de metales en aguas y suelos agricolas, la evaluacion de biomasas

naturales para la remocién de cromo hexavalente y el estudio de la capacidad de



Trichoderma asperellum para remover un colorante sintético en solucion acuosa. Estos
trabajos exploran el potencial de los sistemas bioldgicos y de los recursos naturales en el
control de organismos fitopatdgenos y en el desarrollo de alternativas para la remocién
de contaminantes.

El tercer eje, Evolucion bioldgica, origen del ser humano y conocimiento
cientifico, reline dos capitulos que abordan cuestiones fundamentales sobre la
evolucion bioldgica, el origen del ser humano y la naturaleza del conocimiento cientifico.
Uno de ellos examina la controversia entre evolucion y creacionismo, asi como los
criterios epistemolégicos que permiten distinguir las explicaciones cientificas de otros
tipos de planteamientos. El segundo aborda la cuestion de la existencia del primer ser
humano. En conjunto, ambos trabajos incorporan una perspectiva reflexiva sobre la
evolucion, la interpretacion de la evidencia y la construccion del conocimiento en las
ciencias biologicas.

La integracion de estos tres ejes permite reconocer las ciencias bioldgicas como
un campo dinamico y diverso, en el que la investigacion experimental, la innovacion
tecnolodgica, el estudio de los problemas ambientales y la reflexion sobre el conocimiento
cientifico ofrecen distintas perspectivas para comprender los sistemas vivos. Los
trabajos reunidos en esta obra muestran la amplitud de los temas que conforman este
campo de conocimiento y la variedad de enfoques mediante los cuales se exploran sus
preguntas y desafios.

Esperamos que este volumen contribuya a la difusion del conocimiento cientifico,
al intercambio académico entre investigadores y al fortalecimiento de nuevas perspectivas

de estudio en las ciencias biologicas y sus tecnologias.

Dra. Alda Rocio Ortiz Muiiiz
Universidad Autonoma Metropolitana

Unidad Iztapalapa, México
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RESUMEN: Tecoma stans es una planta
ampliamente utilizada en la medicina
tradicional mexicana para el tratamiento
de diversas enfermedades, principalmente
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la diabetes. Se ha comprobado que posee
actividades terapéuticas como antiinflamatoria,
anticancerigena, antibacteriana, antifungica,
antioxidante, hepatoprotectora y actua en la
cicatrizacion de heridas. En el presente trabajo
se evaluaron cuatro metodologias diferentes
de extraccion de proteina utilizando plantas
de T. stans, con la finalidad de establecer un
unico protocolo para estudios protedmicos
de hoja y raiz. Para la extraccion de proteina
se usO una muestra con 0.25 g de hoja y
otra con 0.5 g de raiz. Los extractos fueron
cuantificados mediante la técnica de Bradford,
posteriormente se evalué la cantidad de
proteina soluble que se obtuvo de cada
protocolo, asi como para cada tipo de 6rgano.
Las muestras de proteina de cada protocolo se
cargaron a una electroforesis SDS-PAGE al 9
y al 12%, con el fin de observar el numero de
bandas, resolucion y nitidez de las muestras
proteicas. El analisis de varianza del numero
de bandas obtenidas sugiere que tanto el
tipo de o6rgano, el método de extraccion y su
interaccion tienen efectos significativos en
cadaexperimento. Conbase alasinteracciones
de las medias obtenidas en la prueba Tukey con
95% de confianza. El mejor efecto se obtuvo
al utilizar TCA/acetona para extraer proteina
a partir de raices (22+1 bandas). Por lo tanto,
en este trabajo establecio la metodologia de
extraccion optima, obteniendo resultados
satisfactorios que pueden permitir estudios
protedmicos desde tejidos de T. stans.
PALABRAS CLAVE: extraccion de proteina
de plantas; TRI-Reagent; TCA/Acetona;
ammonium sulfate precipitation.
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EVALUATION OF PROTEIN EXTRACTION METHODS FROM LEAVES AND ROOTS
OF TECOMA STANS

ABSTRACT: Tecoma stans is a plant widely used in traditional Mexican medicine
for the treatment of various diseases, mainly diabetes. It has been proven to possess
therapeutic activities such as anti-inflammatory, anticancer, antibacterial, antifungal,
antioxidant, hepatoprotective, and it aids in wound healing. In the present work, four
different methodologies for total protein extraction using T. stans plants were evaluated,
with the aim of establishing a single protocol for proteomic studies from leaf and root
tissue. For protein extraction, 0.25 g of leaf and 0.5 g of root were used. The extracts were
quantified using the Bradford technique, and subsequently, the amount of soluble protein
obtained from each protocol was evaluated, as well as for each type of organ. The protein
samples from each protocol were loaded onto a 9 and 12% SDS-PAGE gel to observe the
number of bands, resolution, and clarity of the protein samples. The analysis of variance
of the number of bands obtained suggests that both the type of organ, the extraction
method, and their interaction have significant effects in each experiment. Based on the
interactions of the means obtained in the Tukey test with 95% confidence. The best effect
was obtained by using TCA/acetone to extract protein from roots (22+1bands). Therefore,
in this work, the optimal extraction methodology was established, obtaining satisfactory
results that may allow proteomic studies from T. stans tissues.

KEYWORDS: plant protein extraction; TRI-Reagent; TCA/acetone; SDS-PAGE.

1. INTRODUCCION

T. stans es una planta utilizada en la medicina tradicional mexicana para el
tratamiento de diversos padecimientos y principalmente es usada para tratar la diabetes,
ademas existen estudios que validan su actividad hipoglucemiante (lbarra et al., 2009,
Irigoten-Rascon and Paredes, 2015; Ramirez-Ortiz et al, 2016 y Torres, 2019). Esta
planta posee otros beneficios terapéuticos, como su actividad cicatrizante, antioxidante,
antibacteriana, antifungica, antiinflamatoria, hepatoprotectora, anticancerigena entre
otras (Anand & Basavaraju, 2020). Hasta el dia de hoy, se han aislado 120 compuestos
quimicos en esta especie, tales como alcaloides monoterpénicos, acidos fendlicos,
flavonoides, carotenoides, terpenoides, glucosidos, fitoesteroles, aceites volatiles y
acidos grasos insaturados (Taha, 1954; Sbihi et al., 2015; Taher et al., 2016; Alade et al.,
2019; Mohammed et al., 2019).

A estos componentes se les conoce como metabolitos secundarios (MS), los
cuales son compuestos que participan favoreciendo la interaccion de la planta con su
ambiente y otros organismos, también, participan como mediadores contra la infeccion,
la depredacion, el agobio ambiental y la competencia con otras especies, las protegen

del consumo por parte de los herbivoros, atraen a los polinizadores y ademas de estar
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involucrados en la dispersion y proteccion de frutos y semillas (Alcantar-Aguirre, 2005;
Rivera-Nunez y Obon de Castro, 2007).

Los MS son el resultado de una biosintesis constitutiva, especifica y localizada,
ya sea en algun tipo organo, tejido o bien en toda la planta. Estos pueden almacenarse
en organos o tejidos ajenos a su origen, y estos productos pueden o no distribuirse de
manera uniforme en la planta (Sepulveda-Jiménez et al., 2003; Alcantar-Aguirre, 2015).
Una parte importante en la biosintesis de los MS son las proteinas o enzimas involucradas,
pues estan especificamente relacionadas con la produccion o acumulacion de éstos. Por
lo que, para poder conocer las proteinas involucradas en la biosintesis de los MS, es
prioritario seleccionar el material vegetal rico en MS de interés, y acto seguido, extraer las
proteinas del tejido u érgano (Martinez-Esteso et al., 2015).

La extraccidon de proteinas es un paso crucial para futuros estudios de analisis
protedmicos, hablamos de un proceso mediante el cual se recuperan las proteinas
intracelulares, ya sea por métodos mecanicos o quimicos, priorizando el menor dafno
posible a éstas (Ahmed, 2005). La elecciéon del método de ruptura depende de la
localizacion de la proteina y las caracteristicas mecanicas del tejido o células de
donde se pretende aislar (Ramirez, 2016). Ademas, los tejidos vegetales presentan
niveles relativamente bajos de proteina, y la extraccion se puede ver afectada por
la presencia de proteasas, interferentes como polisacaridos, pigmentos, acidos
nucleicos, lipidos y compuestos fendlicos (Faurobert et al., 2007; Méchin et al., 2007).
Actualmente, ninguna metodologia de extraccion de proteinas logra capturar el
proteoma completo de una planta, por lo que es necesario optimizar o bien buscar
el protocolo que favorezca la mejor extraccion posible. Existen metodologias de
extraccion para plantas modelo, sin embargo, para plantas con un alto contenido de
MS, se deben aplicar metodologias robustas y reproducibles para futuros analisis
protedmicos (Pavokovi¢, Kriznik & Krsnik-Rasol, 2012).

Sabiendo que T. stans es una planta que tiene un uso potencial en la medicina
tradicional, y se conocen sus fitoconstituyentes y efectos terapéuticos. En este trabajo
se realizaron diferentes metodologias de extraccion de proteina total utilizando una
planta de T. stans, con la finalidad de establecer un protocolo de extraccion para estudios

protedmicos de hoja y raiz de esta planta medicinal.

2. MATERIALES Y METODOS

Se colectaron hojas y raices frescas del arbol de T. stans (San Juan Bautista
Tuxtepec, Oaxaca; 18°04'53.3”N 96°10’32.2"W) y se congelaron a -20°C hasta su uso.
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Para cada uno de los diferentes métodos utilizados en los experimentos de extraccion
de proteina total soluble se utilizaron 0.25g de muestra de hoja y 0.5g de muestra de raiz,

ademas la extraccion se realizo por triplicado.

21. EXTRACCION DE PROTEINA TOTAL MEDIANTE EL METODO DE TCA/ACETONA

Se siguio el protocolo descrito por Niu et al., (2018), el pellet obtenido al final se le
agrego buffer de rehidratacion (Biorad, 1632106), se mezcld y se realizé una centrifugacion
a 12,000 rpm a 4°C durante 2 min para recuperar la proteina soluble, el sobrenadante se
guardo a -20 °C.

2.2. EXTRACCION DE PROTEINA TOTAL MEDIANTE EL METODO DE SULFATO DE
AMONIO

El método se realizé de acuerdo con el protocolo de Ferrer et al., (2005) y
Bahadur et al., (2023) para lo cual las muestras de T. stans se maceraron en nitrogeno
liquido hasta obtener un polvo fino, posteriormente se agregé 1 mL de solucion de
extraccion, compuesta de 0.1 M de solucion amortiguadora de fosfatos a pH 7.5, 1 mM
de KCI, 2 mM de EDTA y 1.5% de polivinilpolipirrolidona (PVPP). La muestra se dejo en
extraccion durante 2 horas a 4 °C y una vez pasado este tiempo se centrifugd a 12,000
rom durante 5 min a 4 °C. El extracto acuoso obtenido se precipitd toda la noche a 4 °C
con sulfato de amonio al 70%. Pasado este tiempo se centrifugd a 12,000 rpm durante
10 min a 4°C vy el pellet se resuspendid en buffer de rehidratacion (Biorad, 1632106).
Se realiz6 una ultima centrifugacion a 12,000 rpm a 4°C durante 2min para recuperar

solamente la proteina soluble y finalmente fue guardada a -20°C.

2.3. EXTRACCION DE PROTEINA TOTAL MEDIANTE EL METODO TRI-REAGENT

Para este protocolo, se siguid las indicaciones del proveedor. Las muestras
de T. stans se pulverizaron en nitrégeno liquido, posteriormente se adiciond 1 mL de
solucidon TRI-Reagent (Sigma-Aldrich, 93289). El pellet obtenido al final del protocolo se
resuspendio en buffer de rehidratacion (Biorad, 1632106).

2.4. EXTRACCION DE PROTEINA TOTAL MEDIANTE EL KIT SIGMA ALDRICH
(PEO230)

Se siguid el protocolo de extraccion descrito en el Kit de extraccion de proteina
total de Sigma Aldrich (Sigma-Aldrich, PE0239).
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2.5. ELECTROFORESIS SDS-PAGE Y TINCION DE GELES

Se realizd una electroforesis SDS-PAGE al 9 y 12%, con el fin de observar el
numero de bandas, resolucion y nitidez de las muestras proteicas. Las condiciones de
electroforesis fueron tampoén Tris-Glicina-SDS, 20 min a 70 v y 100 v durante 90 min. La

tincion se realizé con azul de Coomassie.

2.6. ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd un andlisis de varianza de dos factores (ANOVA de dos vias) a los
valores de concentracion de proteina recuperada y las bandas obtenidas por cada tipo
de 6rgano y método utilizado. La prueba Tukey con 95% de confianza fue aplicada al
numero de bandas obtenidas, con el fin de avaluar el mayor efecto en la extraccion de
proteinas, es decir, el tipo de método (4 diferentes), el tipo de érgano (raiz y hoja) o bien la

interaccion de ambos. Se utilizo el software Minitab 18 (prueba gratis).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta investigacion se evaluaron 4 diferentes protocolos, descritos en la
metodologia. En la Tabla 1, se muestran los resultados de la cuantificacion de proteina
total soluble de los diferentes precipitados proteicos. Segun los datos, el protocolo
de extraccion para hoja que proporciond una mayor concentracion de proteina fue el
método de sulfato de amonio seguido de la metodologia de TRI-Reagent, TCA/acetona
y Kit de Sigma Aldrich (650+62, 481+11, 16717, 77+12ug de proteina/g de biomasa
respectivamente). En el caso de raiz, el mejor método es TCA/acetona (286+31 ug de
proteina/g de biomasa). El andlisis de varianza mostro diferencias significativas (valor de

P<0.05) sobre los valores de concentracién obtenidos por cada método y tipo de érgano.

Tabla 1. Cuantificacion de proteina total soluble por el método de Bradford.

Concentracion (ug/pL) Proteina total (ug) Hg del;:::i::/ gde
Método Hoja Raiz Hoja Raiz Hoja Raiz
TCA/Acetona 4+1 27+3 1943 143116 77+12 286+31
Sulfato de amonio 32+3 9+8 162+15 46+40 650+62 91+81
Kit-SIGMA 4+04 1+0.2 42+4 14+01 16717 29+0.2
TRI-Reagent 12+0.3 31 1203 28+9 48111 5717
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Por otra parte, la electroforesis SDS-PAGE permitid6 observar con mayor
claridad si el extracto proteico contenia proteinas o no, la posible presencia
compuestos interferentes o la degradacion de la muestra. Una virtud mas de estos
geles es su versatilidad de modificar el tamaio del poro, solo variando la concentracion
del polimero (Alvarez-Contreras, 2011). En este contexto, el contenido de proteina se
verificd en geles SDS-PAGE. En la Tabla 2, se presenta el condensado de bandas
proteicas obtenidas de hoja y raiz de T. stans de cada una de las metodologias
seleccionadas. El protocolo de extraccion que proporciono visibilidad a un mayor
numero de bandas fue el método de TCA/acetona para los extractos de raiz y hoja
(22+1y 8+1bandas, respectivamente), seguido de la metodologia de sulfato de amonio
para el caso de raiz (9+1 bandas), TRI-Reagent en el caso de hoja (5+0 bandas) y

finalmente el Kit Sigma (2+0).

Tabla 2. Promedio de bandas obtenidas en el perfil electroforético de las diferentes metodologias de extraccion/
precipitacion y érgano de la planta.

Bandas observadas
Promedio de bandas
Métodos Hoja Raiz
TCA/acetona 8+1° 22+ 12
Sulfato de amonio 3+2° 91
Kit Sigma 2+0° 1+£0¢°
TRI-Reagent 5+ Qb 4+ 3¢

En columnas, letras distintas indicaron diferencias significativas (p < 0.05). Se muestra media y desviacion estandar.

En la Fig. 1, se muestra el gel SDS-PAGE para los extractos de hoja. La mejor
metodologia fue TCA/acetona que dio como resultado 9 bandas definidas (20, 30, 32,
37,42, 44, 57, 64 y 85 kDa). En comparacion con los demas métodos, bandas que se
logran apreciar, en su mayoria no se encuentran muy bien definidas, por ejemplo; para la
extraccion con sulfato de amonio se aprecian 5 bandas de las cuales 4 concuerdan con

las observadas en TCA/acetona, que se encuentran entre los 44, 57, 64 y 85 kDa.
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Fig. 1. Gel SDS-PAGE al 9% con proteina total soluble extraida de hojas de T. stans. Muestra de proteina extraida
utilizando el método de: E1) TCA/acetona. E2) Sulfato de amonio. E3) Kit Sigma Aldrich PE0230. E4) TRI-Reagent.

MPM El E2 E3 E4

96 kDa

66 kDa

48 kDa

40 kDa

32 kDa

26 kDa

En la Fig. 2, se muestra el condensado del perfil electroforético de los extractos
obtenidos a partir de raiz. Se observo un numero de bandas mayor que en hoja respecto
algunos métodos en particular, y un bandeo mucho mas definido. El perfil electroforético
de los extractos mediante TCA/acetona evidencia al menos 22 bandas que van desde
los 20 a 100 kDa aproximadamente, presentes en el triplicado del experimento. En las
muestras recuperadas a partir de la extraccion con sulfato de amonio, se logré observar
un bandeo definido, en el que se pueden apreciar 11 diferentes bandas, de las cuales 5
estan presentes en todas las muestras (23, 32, 38, 63 y 86 kDa). Para las metodologias de
TRI-Reagent y el Kit Sigma PE0230, el bandeo fue menor y los condensados de proteinas
fueron definidos por debajo de 48 kDa. Para el Kit Sigma PE0230, se logré observar una
sola banda (29 kDa). Para la metodologia TRI-Reagent se aprecian al menos 6 bandas
(entre 45y 29 kDa).
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Fig. 2. Gel SDS-PAGE al 9% con proteina total soluble extraida de raiz de T. stans. E1) TCA/acetona. E2) Sulfato de
amonio. E3) Kit Sigma Aldrich PE0230. E4) TRI Reagent.

MPM El E2 MPM E3 E4

96108

48x0a

40x0a

32408

2608

Segun Wang et al., (2016) y Niu et al., (2018), el uso de la metodologia de TCA/
acetona para extraccion de proteinas en plantas ha mostrado resultados favorables al
tener perfiles proteicos con buena resolucion y definicion de bandas, lo que concuerda
con los resultados de este trabajo.

De manera particular, en la metodologia de sulfato de amonio, las investigaciones
sugieren que este método necesita de un paso de purificacion para eliminar
completamente las sales de sulfato restantes, como la cromatografia en columna o
algunos métodos de ultrafiltracion (Basaca-Loya et al, 2009; Chen et al,, 2020), sin
embargo, en este trabajo no se incluyo dicho paso.

Para comparar la similitud o diferencia de bandeo entre los dos 6rganos de
estudio (ver Fig. 3), se realizd una electroforesis SDS-PAGE al 12%, usando el método
de extraccion TCA/Acetona por ser aquel donde se obtuvieron los mejores resultados.
El perfil electroforético indicd una notable diferencia en el numero de bandas, para las
muestras de hoja se observaron al menos 13 bandas definidas y separadas unas de otras.
Mientras que, las muestras de raiz revelaron la presencia de 19 bandas definidas. En el
caso de las proteinas de hoja se observaron 5 bandas mas por debajo de 20 kDa, las
cuales no se habian visualizado en el gel elaborado al 9%. De igual manera, en el caso de
la muestra de raiz se detectaron 4 bandas proteicas mas. Tomando en cuenta la relacion
entre las bandas observadas en el caso las muestras de raiz, las 22 bandas detectadas
al 9% corresponden a 14 bandas en el gel elaborado al 12%. El bandeo observado en
todos los geles son resultado de la tincion con azul de Coomassie, el cual tiene una
sensibilidad de 0.1 a 0.5 pug de proteina (Brunelle & Green, 2014). De tal modo que, tanto
en las muestras de raiz como de hoja pudieran ser detectadas un mayor nimero de

bandas proteicas si se utilizara otro método de tincién mas sensible.

Estudos em Ciéncias Bioldgicas e suas Tecnologias Il Capitulo 1 _



Fig. 3. Gel SDS-PAGE al 12% con proteina total soluble extraida de raiz y hoja de T. stans. EH1) Extraccion con TCA/
acetona en hoja. ER1) Extraccion con TCA/acetona en raiz.

EH1 MPM (kDa) ER1

Para cada tipo 6rgano a estudiar es necesario verificar la extraccion de proteina
con diferentes métodos para poder asegurar la mejor extraccion de proteina total soluble.
Al realizar la prueba Tukey con 95% de confianza, los valores de la media indican que
los mejores efectos respecto al método, drgano y la interaccion de ambos son; el mejor
método es el de TCA/acetona, seguido del tipo érgano el cual es la raiz y, por ultimo, el
mejor efecto se puede obtener al utilizar el método de TCA/acetona para extraer proteina

a partir de raices de T. stans.

4. CONCLUSIONES

Se logro cuantificar proteina en cada uno de los cuatro diferentes métodos
evaluados, tanto en hoja con raiz de la planta y los mejores resultados se obtuvieron en
los métodos de TCA/acetona y TRI-Reagent. Los valores de concentracion, cantidad de
proteina y la relacion proteina/biomasa obtenida estuvieron correlacionados con el perfil
electroforético (nimero de bandas) de 3 métodos utilizados (TCA/acetona, TRI-Reagent
y el Kit Sigma).

Los resultados obtenidos en los perfiles electroforéticos de geles SDS-PAGE
de cada tipo de organo y método de extraccion muestran una diversidad, integridad,

concentraciony abundancia considerable de proteinas, ya que se lograron obtener bandas

Estudos em Ciéncias Bioldgicas e suas Tecnologias Il Capitulo 1 _



con buena definicion y nitidez. Con base al andlisis estadistico, se concluye que todos los
experimentos tienen un efecto significativo, pero el mejor efecto se puede obtener al

utilizar el método de TCA/acetona para extraer proteina a partir de raices de T. stans.
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