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RESUMEN

En la actualidad tienen una gran demanda las sustancias antioxidantes debido a
que tienen efectos benéficos en contra de enfermedades degenerativas como el
cancer. Las plantas del géneRubus contienen metabolitos secundarios con
actividad antioidante, Rubus adenotrichugs una planta silvestre que crece en
México y produce las zarzamoras. El cultivovitro de células vegetales es una
alternativa para la produccion controlada de metabolitos secundarios como los
antioxidantes. En este trabajodsterminaron las caracteristicas antioxidantes de la
planta y fruto deRubusadenotrichusy las condiciones para el cultivo vitro asi
como la produccién de antocianinas por cultivo de célidasos frutos silvestres
(fruto seco)se obtuvo un total d29.23+1.4 mg GAK) defenoles 5.26 mg CE/g
de flavonoidesy 12.3 mg/gde antocianinasTambién se determino la capacidad
para inhibir radicales libre€Eso 148 pg/mLpor el método DPPH vy se identifico la
antocianina cianidina-glucosido por HPLCParael cultivo in vitro se observo que
las semillas de zarzamora presentan dificultad para la germinacion por lo que se
aplicaron varios tratamientos pregerminativos, el tratamiento en el que se obtuvo el
mas alto porcentaje de germinacion faesliminacionparcial de la cubierta de la
semilla, el medio de cultivo y los reguladores de crecimiento no influyeron en el
porcentaje de germinacion. Las plantas germinadagtro generaron brotes y
raices con las caracteristicas de las plantas silve&iresecmiento @lular fue
abundantgese obtuvo un callo friablg con pigmento morado que contenia fenoles y
flavonoides. Después dariasresiembras y seleccion de las células se obtuvo un
callo con células rojas con un contenido de fenoles de 24.09 mg GAE/g,
flavonoides: 4.33 mg CE/g, antocianinas 1.06 mg/g de células secas, con capacidad
para inhibir radicales libre€Cso184ug/mL. En el cultivo de células en suspension
proliferaron células con pigmento morado que produjeron fenoles (1.81 mg GAE/Q)
y flavoroides (0.29 mg CE/g). Este estudistablece las bases del cultivo in vitro
de esta especie con el fin de producir metabolitos secundarios con capacidad
antioxidante, tales como fenoles, flavonoides y antocianinas utiles para la salud

humana.



1.1 ABSTRACT

At present, theantioxidantsare in high demantbecause they haveeneficial effects
againstdegenerative diseastise cancer Rubusplants contain secondary metabolites with
antioxidant activityRubus adenotrichuis a wild plant that grows in Mexicand produces
blackberries. In vitro culture of plant cells is an alternative for the controlled production of
secondary metabolites as antioxidants. In this study we determined the antioxidant
properties of plant and fruit dRubusadenotrichusand conditiondor in vitro culture as
well as the production of anthocyanins by cell culture. The bestigiedcontain phenols
29.23 + 1.4 mg GAE/qg, flavonoids 5.26 mg CE/g and anthocyanins 12.3 WWg/@lso
determined the ability to inhibit free radicals: £gB48 ug/mL by DPPH method and the
anthocyanin cyanidin -8lucoside was identified by HPLC. Blackberry seeds have
difficulty germinating so several pigermination treatments were applied; the treatment
which achieved the highest germination percentage wasniénowhich part of the seed
coat was manually removed; the culture medium and growth regulators did not influence
the germination percentage. vitro germinated plants generated shoots and roots with the
characteristics of wild plants. Cell growth wasiatlant, friable callus was obtained with a
purple pigment that contained phenols and flavonoids. After reseeding and selection of
callus cells it was obtained a callus with red cells that contained phenols: 24.09 mg GAE/g,
flavonoids: 4.33 mg CE/g, anthaamyins: 1.6 mg/g dry cell, able to inhibit free radicals:
ECso 184 pg/mL. In the culture of cells in suspension, cells proliferated with purple
pigment and they produced phenols (1.81 mg GAE/g) and flavonoids (0.29 mg CE/g). This
study provides the basis of vitro culture of this species to produce secondary metabolites
with antioxidant capacity, such as phenols, flavonoids and anthocyanins useful for human
health.



INTRODUCCION

El géneroRubuspertenece a la familia Rosacea, es uno de los mas divedm amplia
distribucion geogréafica, presenta una gran diversidad morfolégica y genética; comprende
un gran nimero de especies silvestres ademas de las que se cultivan domesticadas por sus
frutos comestibles (Salazat al, 2007, Jenning, 1988). El caimso de frutos de este
género ha tenido gran aceptacion en afios recientes por su elevado poder antioxidante y su
relacion con la salud (Seeraghal, 2006). En las plantas de este género se ha encontrado
un alto contenido y gran variedad de sustancias fem ¢ a s, @lal(201%) oepostay i |
una correlacion positiva entre el contenido de fenoles y la capacidad antioxidante y
recomienda utilizar especies silvestres en programas de cultivo, como fresa y zarzamora

con el fin de aumentar el valor nutritiydos beneficios a la salud.

Un grupo importante de estas sustancias son los flavonoides, ampliamente conocidos por
sus propiedades benéficas para la salud. Las antocianinas son un subgrupo de los
flavonoides,son pigmentos responsables del variado calpr & morado en muchas frutas
vegetales y cereales. Se ha intensificado el interés en estos pigmentos por su potencial
como colorante natural y por sus propiedades terapéuticas. Los beneficios a la salud
asociados con extractos de antocianinas incluyecogmiu del riesgo de enfermedades
coronarias, anticancerigeno y actividad antitumoral, -iafiimatorio y efecto
antidiabético, mejoramiento de la agudeza visual y mejoramiento cognitivo conductual. Las
propiedades bioactivas de las antocianinas abreraaysrspectivas para el uso de estos
pigmentos en la obtencion de productos coloreados con valor agregado para el consumo

humano.



3. HIPOTESIS
El cultivo in vitro de células d&Rubus adenotrichugarzamora) produce it@olitos

secundarios con actividad antioxidante entre las cuales se encuentran las antocianinas.



4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GENERAL

Establecer | as condi ci Rubessadepotichaguegdérmitanu | t i v o

producir antocianinas

OBJETIVOS PARTICULARES

Colectar e identificar taxonémicamente la planta y el frutBuleus adenotrichus

Determinar las condiciones de desinfeccidn, el método pregerminativo mas adecuado y la
influencia de los reguladores de crecimiento en la germinatidgitro de las semillas.
Determinar las condiciones del cultiwovitro para la generacion de brotes y el
mantenimiento de plantulas obtenidas de la germinacioitro.

Establecer las condiciones de desinfeccion de explantes de hojas y las condiciones del
cultivo in vitro para la formacion de callo.

Establecer las condiciones del cultimovitro de células en suspension.

Identificar los metabolitos secundarios (grupos funcionales) en extractos metandlicos planta
silvestre y de callo.

Identificar antocianimamediante bandas de absorcion-UNs y HPLC

Identificar y cuantificar fenoles y flavonoides con pruebas coloridas y espectroscopia UV
VIS

Determinar la actividad antadical de los extractos: fruto silvestre, planta silvestre y callo.

Cuantificar antociainas en extractos metandélicos con HPLC y pH diferencial.



5. ANTECEDENTES

5.1 Generalidades del génerRubus

El géneroRubuspertenece a la familia de las Rosaceas, comprende mas de 700 especies
distribuidas en todo el mundo (Tomczyk and Guae05; Mertzet al, 2007). Las hojas de
Rubus idaeusian sido usadas tradicionalmente como relajante y estimulante del Gtero
durante el parto, para el tratamiento de diarrea y como astringente. Investigaciones de
varias especies deubushan mostrado mmible aplicacién en las infecciones bacteriamhs
dolor, la inflamacion y la ansiedad (Pagelal, 2004). Los extractos deubus chigiihan

presentado una buena actividad inhibidora de radicales |Dimg, 2011.

Una diversidad de especies del g@nRubusse agrupan con el nombre comun de

zarzamora, en este trabajo se estudio la espetias adenotrichus

5.1.1 Posicion taxonOmica, descripcion botanica y usos Rabus adenotrichus
Reino: Vegetal
Subreino: Cormofita
Division: Espermatofita
Subdivision: Angiospermas
Clase: Dicotiledoneas
Orden: Rosales
Familia: Rosaceas
Género:Rubus
Especieadenotrichus
Nombre cientificoRubus adenotrichus

(http://www.eol.org/pages/3008pP6

Rubus adenotrichuss unarbusto perenne con habito de crecimiento trepador, tallos
semirrectos de longitud variable (hasta 5 m de longitud, Figura 1la y 1b), redondeados,
espinosos, ramificados y constantemente se forman nuevos brotes en la base de la planta.

Las hojas estan compstas de 3 a 5 foliolos de 5 a 10 cm de largo, apice agudo, borde

6


http://www.eol.org/pages/300826

doblemente aserrado, peciolos cilindricos, blancuzcos y pubescentes, el haz piloso con
algunas espinas en la superficie y el envés pubescente y algunas espinas en la nervadura
central; floes de color blanco o rosa con abundantes estambres (Figura 1c); fruto ovoide de
aproximadamente 4 cm de largo y 2 cm de ancho, formado por varias drupas jugosas
pequefias, de color rojo o negro cuando estan maduras y sabor acido (Figura 1d).
(http://www.oirsa.org/aplicaciones/subidoarchivos/BibliotecaVirtual/BuenasPracticasM

oraOrganica.pdf

Figura 1. Planta silvestre &bus adenotrichyga) trasplantada a maceta, (b)

desarrollo de tallos largos, (c) en su habitad con flores y frutos, (d) frutos maduros.


http://www.oirsa.org/aplicaciones/subidoarchivos/BibliotecaVirtual/BuenasPracticasMoraOrganica.pdf
http://www.oirsa.org/aplicaciones/subidoarchivos/BibliotecaVirtual/BuenasPracticasMoraOrganica.pdf

El fruto es comestible, se prepara en atole, tamales, vino y mermelada
principalmente. La raiz sgiliza como fortifcante (Navarro y Avendafio, 2002), para curar
Ulceras en la boca, hemorroides (Sanatexd, 2003) y para la disenteria

(http://www.oirsa.og/aplicaciones/subidoarchivos/BibliotecaVirtual/BuenasPracticasM

oraOrganica.pdf

5.1.2 Distribucién deRubus adenotrichus
Rubus adenotrichuse encuentra en centro y Sudamérica, de México a Ecuador
(Figura 2,http://www.eol.org/pages/300826). Crece en lugares himedos, a la orilla de

bosques de pino y pirencino, en un rango de altitud de 1200 a 3400 metros sobre el nivel
del mar. En México se encuentra en bosques mesofilos de montafia (Eq@hu2007).

Figura 2. Distribucion geogréfica (puntos amarillosRidus adenotrichus

5.2 Fenoles

Los compuestos fendlicos constituyen una de las principales clases de metabolitos
secundarios de las plantas, algunas de estas sustancias son indispensable fupaiones
fisioldgicas y otras son de utilidad para defenderse ante situaciones de estrés. Los fenoles
intervienen en el crecimiento y reproduccién de las plantas y en procesos defensivos frente
a patdégenos, predadores o radiacion ultravioleta, sstarzcias quimicas que poseen al

menos un anillo aromatico, con uno 0 mas grupos hidroxilo, su estructura molecular puede


http://www.oirsa.org/aplicaciones/subidoarchivos/BibliotecaVirtual/BuenasPracticasMoraOrganica.pdf
http://www.oirsa.org/aplicaciones/subidoarchivos/BibliotecaVirtual/BuenasPracticasMoraOrganica.pdf
http://www.eol.org/pages/300826
http://www.discoverlife.org/20/m?kind=Rubus+adenotrichus&b=EOL/pages/3008

incluir grupos funcionales como ésteres, mésileres y glicésidos entre otros (Martinez
Valverdeet al, 2000; Duthie and CrozierPR0).

Aungue existe una gran variedad de compuestos fendlicos en las plantas, la mayor parte
de ellos tienen como origen metabdlico comun la ruta del &cido shikimico que conduce
mediante la sintesis de aminoacidos aroméaticos (fenilalanina y tirosinag acitos
cinamicos y sus derivadogefioles sencillos, acidos fendlicos y derivados, cumarinas,
lignanos y derivados del fenilpropandabardset al, 1999). Otra ruta de biosintesis
importante para los fenoles es la de los poliacetatos por la cualgsemrquinonas,
xantonas y orcinoles entre otros. Algunos compuestos fenélicos como es el caso de los
flavonoides, se originan a través de rutas metabdlicas mixtas, en este caso se forman por la
combinacién de la via del sikimato y del acetato.

Las distitas familias de compuestos fendlicos se caracterizan principalmente por el
namero de atomos de carbono de su esqueleto basico molecular:

- Acidos cinamicos (G&3)

- Acidos benzoicos (GE1 o C6C2)

- Flavonoides (C8C3-C6)

- Proantocianidinas o taninosratensados ((C&3-C6)n)
- Estilbenos (C8C2-C6)

- Cumarinas (C8C3)

- Lignanos (CeC3-C3-C6)

- Ligninas ((C6C3)n)

Asi, los compuestos fenodlicos comprenden desde moléculas simples como &cidos
hidroxibenzoicos, acidos hidroxicinamicos, flavonoides hasta puesios altamente
polimerizados como los taninos y ligningirfwoharn and Wrolstad, 200#akkinenet
al., 1999) Los fenoles se presentan en las plantas en cantidades y tipos que varian en
funcion de la especie vegetal, variedad, parte de la plants Herexposicion solar, grado
de madurez, condiciones de cultivo, procesado, almacenamiento entre otros (Garcia, 2005).
Se presentan en las plantas en forma conjugada con uno o mas residuos de azUcar unidos a
los grupos hidroxilo, aunque en algunos casogeden producir uniones directas entre

una molécula de azucar y un carbono aromatico. Por ello la forma mas comun de



encontrarlos en la naturaleza es en forma de glicésidos, siendo solubles en agua y
disolventes orgéanicos.

Los azucares asociadosl@s polifenoles pueden ser monosacaridos, disacaridos o
incluso oligosacéridos. Los compuestos a los que se encuentran unidos con mas frecuencia
son: glucosa, galactosa, arabinosa, ramnosa, xilosa, acidos glucurénico y galacturénico.
También pueden encoatse unidos a acidos carboxilicos, &cidos organicos, aminas,
lipidos y a otros compuestos fendlicos (Bravo, 1998; King y Young, 199@je et al.,

2003).

En la actualidad los fenoles de origen vegetal presentan gran interés nutricional por su
actividad atioxidante que se atribuye a su facilidad para ceder atomos de hidrégeno de un
grupo hidroxilo aromatico a un radical libre y a la posibilidad de deslocalizacién de cargas
en el sistema de dobles enlaces del anillo aromatico (Dettlsie 2003). Los copuestos
fendlicos poseen ademas una estructura quimica ideal para captar iones metalicos
(principalmente hierro y cobre) y por tanto para inhibir la formacion de radicales libres a
través de reacciones de Fenton (Fisanset al, 1997). Ademas de las miedades
antioxidantes, a estos compuestos se les atribuyen actividades biologicas benéficas para la
salud. Entre estas destacan sus efectos vasodilatadores, anticarcinogénicos,
antiinflamatorios, bactericidas, estimuladores de la respuesta inmune, rgictale
antivirales, efectos estrogénicos, o inhibidores de enzimas prooxidantes, como

cicloxigenasa, lipooxigenasa y xantina oxidasa (€teal, 1997).

5.2.1 Flavonoides

Los flavonoides son los metabolitos secundarios fendlicos mas distribuidos en las
plantas, generalmente se encuentran en forma de glicosidos en frutos y vegetales{Hertog
al., 1992, Harborne and Williams, 2000). Los flavonoides son un grupo de compuestos
polifendlicos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto comun de idifemilp
CsC3Cs, formado por dos anillos de fenilo (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano
(heterociclico). Los &tomos de carbono en los anillos C y A se nhumeran del 2 al 8 y los del
anillo B desde 2' al 6' como se muestra en la figura 3 (Harbb®0d, MartinezFlérezet
al., 2002).
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Figura 3. Estructura bésica de los flavonoides.

Fuente: MartineFlérezet al., 2002.

Los flavonoides se biosintetizan por la combinacion de dos rutas metabdlicas, la ruta de
acido shikimico y la ruta del acidoalonico. Posteriormente ocurren modificaciones que
adicionan 6 reducen el nimero de grupos hidroxilo, generan la metilacion de grupos
hidroxilo en posicion orto, la isoprenilacion, la dimerizacion (para producir biflavonoides)

y la glicosilacion produciedo O y Gglicosidos. ElI azucar que generalmente esta
presente en los flavonoides es la glucosa para formar -gicddidos. Los flavonoides
naturales suelen presentar al menos tres hidroxilos fendlicos y se encuentran generalmente
unidos a azlcares enrfoa de glicésidos, aunque también se presentan con relativa
frecuencia como agliconas libres (Cartaya y Reynaldo, 2001).

Los flavonoides se clasifican de acuerdo a su estructura quimica, los mas comunes en
alimentos son los flavonoles, flavonas, antodanas, flavanoles, isoflavonas, catequinas,
charconas y flavandioles. Dentro de todos estos grupos las flavonas (apigenina, luteolina y
diosmetina), los flavonoles (quercetina, miricetina y kampferol) y sus glicosidos son los
compuestos mas abundantes egetales (Hertogt al, 1992).

En la figura 4, se muestran algunas estructuras béasicas de los flavonoides antes
mencionados, observando que mantienen la estructura bg€iga; € mostrando variantes

en el tipo de sustituyentes y en la posicionstes(Martinezl6rezet al., 2002).
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Figura 4. Flavonoides mas comunes en alimentos.

Fuente: MartineFl6rezet al, 2002.

Varios estudios han sugerido que los flavonoides tienen un beneficio potenaid par
salud (Beattieet al, 2005, He and Giusti, 2010), en particular, se ha documentado una
asociacion inversa entre el consumo elevado de flavonoides y la incidencia de
enfermedades cardiovasculares (Mazza, 2007). La actividad bioloégica de los flavonoides
gue ha resultado de mayor interés es la actividad antioxidante, tienen la capacidad de
reducir los radicales libres y asi pueden contribuir en la regulaciéon del mecanismo oxido
reduccion junto con los antioxidantes enddgenos. Algunos flavonoides suplamen
formacion de especies reactivas del oxigeno por la quelaciéon de iones de metales de
transicion o por la supresion del avance de reacciones superéxido que generan especies

activas de oxigeno (Pietta, 2000).

5.2.2 Antocianinas

Las antocianinas son pigmes solubles en agua responsables del color azul,
purpura y rojo de muchos tejidos de plantas (cerezas, ciruelas, fresas, frambuesas,
zarzamoras, uvas, grosella), son un subgrupo de los flavonoides y se encuentran

principalmente como glicésidos o acilglsidos de su respectiva aglicona de antocianidina
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(Mazza, 1993, Clifford, 2000; Scalbert and Williamson, 2000). Las agliconas raramente se
encuentran en la planta fresca. Aproximadamente 17 antocianidinas se encuentran en la
naturaleza (Mazza, 1993), miesg que solo 6 de ellas cianidina, delfinidina, petunidina,
peonidina, pelargonidina y la malvidina se encuentran ampliamente distribuidas (Figura

5).

Aglicona Substitncidn A ma (1N

RE1 RI espectro visible
Balargonidina H H 494 (naranga)
Cianidina OH H 506 (naranja-ropo} |

Delfinidina OH OH 508 (azul-rejo)
Peonidina OCHY H Sy Hjasrajo)
Petunicing CCHE OH 508 (arul-rooh
Malvidina OCHY OCH3 510 (azul-rajod

Figura 5. Antocianidinas mas comunes en las plantas
Fuente: Durst and Wrolstad, 2001.

Se han repptado mas de 600 antocianinas de origen natural (Anderson, 2002, Anderson
and Jordheim, 2004), varian en el namero y posicién de los grupos hidroxilo y metoxilo
unido al esqueleto basico de antocianidina, la identidad, nimero y posicion de los azucares,
el grado de acilacion del azacar y la identidad del agente de acilacion. Los azucares mas
comunes son; glucosa, galactosa, ramnosa y arabinosa, normalmente unidos a la posicién 3
0 a las posiciones 3 y 5, generando diglicosidos (Clifford, 2000). Las arntasiamas
comunes en las frutas son losm@noglucdsidos de cianidina, delfinidina, peonidina,
pelargonidina y petunidina, la cianidi3agalactéosido y la cianidind-arabindsido
(Robardset al, 1999). También se encuentran disacaridos de glucosa (sdé))sie
ramnosa Yy glucosa (rutindsidos), de xilosa y glucosa (sambubiésidos) y trisacaridos
(Clifford, 2000). Ademas de las glicosilaciones, se pueden encontrar antocianos acilados
(Robardset al, 1999) con acidos cinamicos (cafeice¢ymarico, feralicoy sinapico) y
acidos alifaticos (acético, malico, maldnico, oxalico o succinico) (Clifford, 2000).

El color de las antocianinas depende del nUmero y orientacion de los grupos hidroxilos y
metoxilos de la molécula. Incrementos en la hidroxilacién proddeeplazamientos hacia
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tonalidades azules mientras que incrementos en las metoxilaciones producen coloraciones
rojas. Stintzinget al, 2002, demostraron que el tipo de sustitucién glicosidica y la acilacion
producen efectos en el tono de las antociangusjtuciones glicosidicas en la posicion 5

al igual que acilaciones aromaticas presentan desplazamientos hacia tonalidades purpura. El
color intenso de las antocianinas ha despertado un gran interés por considerarlas como
potenciales colorantes en la irstiia de los alimentos, por sus actividades biolégicas estas
biomoléculas se podrian utilizar en la formulacién de farmacos o como nutraceuticos en
alimentos. Los factores quimicos que determinan el color y la estabilidad de las
antocianinas son ademas dee estructura quimica, pH, concentracién, temperatura,
presencia de oxigeno, acido ascoérbico y la actividad de agua de la matriz donde se aplica
(Garzén, 2008).

Se cree que las antocianinas juegan un papel importante en la polinizacion y en la
dispersion d las semillas.

Las antocianinas presentan actividades bioldgicas, limpieza de radicales libres,
antioxidante, antiinflamatorio, anticancerigeno, antilipooxidacion y prevencion de la
obesidad (Kanget al, 2003, Liu, 2003, Lila, 2004, He and Giusti, 2010 actividad
antioxidante de las antocianinas ha sido ampliamente estudiada y demostrada (Kahkonen
and Heinonen, 200Zheng and Wang, 2003).

El anillo A de la estructura de los flavonoides (Figura 5) se biosintetiza a través de la
ruta del acido malén@ con la condensacion de 3 moléculas de ma@od y el anillo B
se forma a través de la ruta del acido shikimico. El acido shikiquimo forma la fenilalanina
por accion de la enzima fenilalanina amonio liasa, luego pierde una molécula de amonio
para convdirse en acido paraumarico. El par@umaritCoA se condensa con 3 moléculas
de maolonilCoA para formar una chalcona de 15 C por accidon de chalcona sintetasa, por
isomerizacion se transforma en una flavona. Finalmente la flavona se transforma en la
correpondiente antocianidina por hidroxilacion en carbono 3 y después deshidratacion.
Esta molécula se estabiliza por glicosilacion del heterociclo y después posibles

metilaciones de los hidroxilos seguido de acilaciones (Figura 6).
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Chalcora Flavanonas

Figura 6. Biosintesisaperal de antocianinas
Fuente: Delgad&wargaset al., 2000.

5.2.3. Especies reactivas del oxigeno y radicales libres.

Una especie oxidante es aquella capaz de aceptar electrones de modo que va a generar
un desequilibrio electrénico en las moléculas vasinEl término antioxidante hace
referencia a cualquier sustancia que, estando presente a una concentracibn mas baja
comparada con la de un sustrato oxidable, es capaz de retrasar o prevenir la oxidacion de
dicho sustrato. Los radicales libres se definema especies quimicas que poseen uno o
mas electrones desapareados, lo cual las hace altamente inestables y reactivas. Para
estabilizarse reaccionaran rapidamente con moléculas adyacentes mediante reacciones de
oxido-reducciéon. El término especies reactivdel oxigeno (Tabla 1) es un término

colectivo que incluye radicales libres y ciertas especies no radicales que son oxidantes y/o
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se convierten facilmente en radicales libres, como por ejemplo HCIO, HBr@NDO,

'0,, 0 HO; (Halliwell y Whiteman 2004)

Tabla I. Nomenclatura de las principales especies reactivas del oxigend (ROS)

Nombre del radical | Estructura quimica | Nombre no radical Estructura quimica
Hidroxilo AOH Perdxidos organicos | ROOH
Alcoxilo ROA Oxigeno singlete 10,
Superdéxido HOOA Per&ido de hidrogeng H,0,
Peroxido OA Acido hipocloroso HCIO
Oxido nitrico NOA Acido nitroso HNO,
Dioxido de nitrogend NO,A Cation nitrilo NO,
Peroxinitrilo ONOCe
Acido peroxinitroso | ONOOH
Alquil peroxinitrito RONOO
Ozono O
Acido hipobromoso | HBrO

"Modificada de Halliwell y Whiteman (2004)

El mecanismo de oxidacion celular desempefia un papel clave en el desarrollo de cancer
y enfermedades coronarias, los radicales libres generados pueden atacar biomoléculas como
lipidos, proteinas o ADN, este proceso puede ser inhibido por sustancias antioxidantes
(Van der Sluiset al., 2001)

5.3 Cultivo in vitro

El cultivo in vitro de tejids de plantas es una alternativa para resolver la dormancia
(Daubeny, 1996), problemas de plagas (Tsdoal, 2000) y para establecer una
micropropagacion eficiente (Martinussen al, 2004, Wuet al, 2009) asi como la
produccion de biomoléculas de irdsren las industrias de alimentos y farmacéutica (Chung
et al, 2007).
Reed (1990) reportd la respuesta del crecimigntdtro de germoplasma almacenado de
256 especies de este géndrabus El cultivo de meristemos dRubusseguido por
micropropagacionin vitro es una técnica valiosa para la produccibn en masa de
germoplasma libre de enfermedades (Donretllgl, 1980). El cultivoin vitro de un gran
namero de especies de este género se ha repdrattzeusy R. occidentaligAnderson,
1980),R. idaais cv Royalty (BerejszdVysecki y Hrazdin, 1994)R. idaeugqErig et al ,
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2002),R. spp (Tsao y Reed, 2002R. pubescenRaf (Debnath, 2004)R. glaucusBent
(Solérzanoet al, 2004, Martinezet al, 2005), R. geoides(Vater y Arena, 2005)R.
chamaemorsiL (Debnath, 2007; Thiem, 2003), entre otros; sin embargo, hasta el momento
no hay informes sobre la propagacion in vitrdRdedenotrichus

5.3.1 Germinacién

5.3.1.1 Dormancia de semilladel géneroRubus

Dormancia es un periodo en el que el ciclo biolégico de un organismo se detiene
temporalmenteHay dos tipos basicos de dormancia de semillas, el primero se llama
dormancia del tegumento o dormancia externa, que es causada por la prdeenna
cubierta dura que protege a la semilla y no permite la entrada del agua u oxigeno hasta el
embrion, por eso éste no puede ser activado, el segundo tipo se llama dormancia del
embrion o dormancia interna la cual es causada por la condicion debemie no
permite la germinacion (Blackt al, 1987).

Las semillas del géner®ubuspresentan una dormancia profunda causada por la
cubierta impermeable de la semilla (endocarpio), la resistencia mecanica de la cubierta al
crecimiento, inhibidores quitws en el endocarpio y dormancia del embrién (Jennings,
1988; Nybom, 1980; Ourecky, 1975). La dormancia de las semillas es una caracteristica
adaptativa que mejora la supervivencia de la préxima generacion, optimizando la
distribucion de la germinacion ex tiempo, sin embargo, a veces es considera un rasgo

indeseable (Kermode, 2005). La dormancia causa retraso y bajas tasas de germinacion.

5.3.1.2 Tratamientos pregerminativos

En la naturaleza lasubiertasduras de las semillas se ablandan por diveagestes del
ambiente, como abrasidn mecanica, congelamiento y deshielos alternados, ataque por
microorganismos del suelo, paso por el tracto digestivo de aves y mamiferos, desgaste por
el fuego, sol y agua (Monroy, 1985).

En el Laboratorio e han utilizao una variedad de tratamientos para mejorar la
germinacion, como la escarificacion quimica (acido sulfarico, hipoclorito de sodio),
escarificacion mecanica (eliminacién de parte del endocarpio, testa y del endospermo), el

tratamiento hormonal (4cido gilggico), exposicion a altas temperaturas (inmersion en
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agua hirviendo), la estratificacion en frio, la inmersion en agua oxigenada y el tratamiento
con nitratos.

El tratamiento con acido sulfarico cambia significativamente la estructura y el grosor de
las abiertas de la semilla asi como su peso, para bayas negras se recomienda largos
periodos de tiempo de escarificacion con &cido sulfarico concentrado: de 40 a 60 min
(Ourecky, 1975), 2 h (Nybom, 1980), 3 h (Moatal, 1974). Por otro lado Peacock y
Humme (1996) reportaron que el tratamiento con &cido sulfarico concentrado durante 30
min aumenta significativamente la germinacionRleparaviflorus R. eustephanog R.
ursinus.

Ke et al (1985) reportaron que el corte de aquenios del géRetmusaumenta d
velocidad y reduce el periodo lag. de la germinacién en comparaciéon con aquenios enteros.
Sin embargo, esto generalmente no es posible para los lotes de semillas de gran tamario.

A pesar de los esfuerzos para mejorar la uniformidad de la germinacidgasuitaidos
son muy variables dentro y entre las especies y parece que no existe un méetodo estandar

para la germinacion de las especies en el gdRebos

5.3.2 Cultivo de tejidos vegetales

Actualmente se ha inamentado la demanda de la poblacion por productos naturales lo que
ha generado la orientacion de la investigacion hacia el cuttiviiro de células vegetales

para la potencial produccién de metabolitos secundarios. El cultivo de células vegetales se
ha uilizado como fuente de sabores, aromas, fragancias, biocombustibles, enzimas,
preservativos, cosméticos, pigmentos naturales y compuestos bioactivos (Trigiano and
Gray, 2005). Los sistemas de produccion de pigmentos en callo y en suspension se
caracteriza por dos fases, una de crecimiento celular y posteriormente la fase de
acumulacion de producto, el medio de cultivo y las condiciones que son mejores para el
crecimiento celular pueden ser diferentes que las que inducen la mayor produccion de

pigmento.
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5.3.2.1 Cultivo de células vegetales en medio semisélido

El cultivo in vitro de callo de un gran numero de especies de plantas en condiciones
controladas han presentado sintesis y acumulacién de antocianinas (Céllettad990;
Shuleret al, 1990;Kobayashit al, 1993; Zhonget al, 1993; Zubkeet al, 1993; Hirneret

al., 2001; Moriet al, 2001; Konczaltslamet al, 2003, 2000; Grusa#t al, 2004). En el
cultivo celular deVitis, Ipomaea Glehiniay Vaccinumha sido reportada la acumulacién de
antocianinas en cantidades mayores que en partes de la plantaioresid¢Cormier and

Do, 1993; Kandikt al, 2000; Lila, 2004).

5.3.2.2 Cultivo de células vegetales en suspension

El cultivo en suspensién de células de cultivo vegetales es unangibgara llevar a
cabo estudios de induccion de embriogénesis somatica, crecimiento y diferenciacion,
organogeénesis, genética, bioquimica y metabolismo asi como la obtencion de metabolitos
secundarios como fenoles, flavonoides, antocianinas, antragsiremire otras (Pérez,
1998)

5.3.2.3 Factores que influyen en la produccion de antocianinas en cultivovitro

La produccion de antocianinas es afectada por un gran numero de factores: los
componentes del medio de cultivo (tipo y niveles de azucareatosit amonio), en los
reguladores de crecimiento vegetal, pH, temperatura e iluminacion. Estos factores producen
estrés y como consecuencia la expresion del pigmento.

Fuente de Carbono.Las dos formas de variacion de la fuente de carbono es su tipo y
corcentracion. La fuente mas utilizada es la sacarosa en una concentracion de 30 g/L, sin
embargo se ha utilizado una gran variedad de concentraciones de sacarosa y también se ha
utilizado la galactosa (Trigiano and Gray, 2000).

Reguladores de crecimiento vegjal. El efecto de estas sustancias depende del medio
de cultivo empleado y de la combinacién con otros reguladores de crecimiento, por tal
motivo el resultado 6ptimo se obtendra de la combinacién de estos factores. Radqua
2005 reportaron un aumentle 40% en la produccién de antocianinas en el cultivG.de

acuminatacuando agregaron acido Ajtlorofenoxiacético también obtuvieron buenos
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resultados con la kinetina; la adicion de BA increment6 la produccion de antocianinas
(Yahiaet al, 1998).

pH. El crecimiento 6ptimo de las células vegetales en suspension se da en un pH entre 5
y 6, el cual puede cambiar en el curso del cultivo, dependiendo principalmente del consumo
de nitratos y de amonio.

Temperatura. La temperatura es un factor importanteeéoultivo de células vegetales,
juega un papel fundamental en la estabilidad de las proteinas, en transcripcion de genes y
transferencia de calor y masa (Yeoman y Yeoman, 1996, Schlaghain 1996). Una
selecciobn adecuada de la temperatura puedeaafd@ acumulacion de metabolitos
secundarios, eR. ananasda temperatura 6ptima del proceso logr6 aumentar un 300% la
produccion de antocianinas (Zhaetgal, 1997).

lluminacion. Las caracteristicas de la iluminacion como la longitud de onda, intdnsida
y fotoperiodo influyen en el crecimiento y en la produccion de metabolitos secundarios. El
incremento en la intensidad luminica en suspensioneV¥itge vinifera y C. arabiga
produce cambios significativos en la densidad de la biomasa (&taag 2003. La
produccion de antocianinas también es afectada por altas intensidades luminicas (5klux)
aumentan la acumulacion de antocianinas en cultivds genanassaPerilla frutescens
Daucus carotay V vinifera En cultivos deC. acuminataes esencial laluminacion para
activar la produccion de antocianinas (Paseual, 2005). El cultivo de explantes en la
oscuridad puede ayudar a reducir la oxidacion fendlica, los fenoles son productos muy
labiles que se oxidan facilmente, los productos que se origmmasu oxidacion pueden ser
fitotoxicos y pueden aumentar los procesos de oxidacion porque después de la oxidacion se

convierten ellos mismos en oxidantes muy fuertes (Alonso, 2002).
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 MATERIALES
6.1.1 Material bioldgico

Se cdectaron ejemplares de planta silvestre con flores y frutos inmaduros en el mes de
marzo de 2007 y en junio del mismo afio se colectaron los frutos maduros en el municipio
de Tlacolulan del estado de Veracruz, México (2000 msnmp frutos fueron
transporados en un termo a4°C, posteriormente se congelaron-#°C hasta su
liofilizacion. En el mes de diciembre de 2007 se colectaron explantes de hojas para cultivo

in vitro, en la misma localidad.

6.1.2 Reactivos quimicos

Las sustancias quimicasilizadas fueron de gradanaliticoa excepcion demetanol,
acetonitrilg acido fosférico, aguay cyanidin 3glucoside (kuromaninjjue fuerongrado
HPLCYy se adquirieromn Fluka,SigmaAldrich Co.

6.2 METODOLOGIA
6.2.1 Preparacion del material biologico

Los ejemplares para identificacion taxondmica se canalizaron al herbario del
Instituto de Ecologia en Xalapa, Veracruz, México

Las semillas se extrajeron del fruto, se lavaron con agua de la llave, se secaron a
temperatura ambiente y se guardaron en ucdrhsrmético.

Las hojas que se usaron como explantes para la induccion de callo se transportaron
en bolsa plastica con agua estéril para evitar su deterioro y se utilizaron al siguiente dia
después de ser cortadas. Hojas y tallo se secaron a tempenalbigata para elaborar el

extracto.
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6.2.2 Cultivoin vitro

6.2.2.1 Germinacion

6.2.2.1.1 Métodos pregerminativos

Las semillas d&kubus adenotrichusequieren de un proceso de escarificacién para su
germinacion, por lo que fueron sometidas a 7 tratawserpregerminativos, para
determinar el mejorl) Inmersién por 30 min en acido sulfdrico concentrado, 2) Inmersion
por 60 min en acido sulfarico concentrado, 3) inmersién por 120 min en acido sulftrico
concentrado, 4) inmersion por 180 min en acido sigtiiconcentrado, 5) lijado manual
seguido de una inmersion por 15 min en &cido sulfarico, 6) lijado manual seguido de una
inmersion por 24 h en soluciéon de giberelinas, 7) lijado manual seguido de una inmersion
por 24 h en solucion de hipoclorito de sodl y retirado de la testa con pinzas y bisturi

estérilesSemillas no tratadas fueron usadas como control.

6.2.2.1.2 Medios de cultivo

Para la germinacioim vitro se empleé el medidlurashige and Skoog 1962 (MS,
Apéndice 1). En base a este medio sefison diferentes medios de cultivo y se les asigho
las siglas MA, MB, MC, MD y ME a los cuales se les adicion6 varias combinaciones y
concentraciones de reguladores de crecimigbencilaminopuringBA), Acido Indo}3-
butirico (IBA) y Acido giberélio (GAs) para seleccionar el mejor. Los medios de cultivo
empleados fueron los siguientes:
MA: Medio MS adicionado con BA (1 mg/L) y IBA (0.5 mg/L)
MB: Medio MS adicionado con BA (1 mg/L) y GAO.5 mg/L)
MC: Medio MS adicionado con BA (2 mg/L) y IBA (0.5gh.)
MD: Medio MS adicionado con BA (2 mg/L) y GA0.5 mg/L)
ME: Medio MS sin reguladores

6.2.2.1.3 Desinfeccion

Los explantes (semillas) se lavaron durante 20 min con agua corriente y unas gotas
de detergente liquido comercial, después fueron lavad®gamente con agua destilada y
unas gotas de tween 20 por 5 min, posteriormente se enjuagaron 10 s en etanol, luego se

pasaron a una solucion de blanqueador al 20% (0.6% de hipoclorito de sodio) con 0.1 mL/L
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de tween 20, se lavaron en esta solucion erac@it durante 25 min. Finalmente los
explantes fueron lavados 3 veces con agua bidestilada estéril en la campana de flujo

laminar.

6.2.2.1.4 Inoculacién

Para las pruebas preliminares, se utilizaron un total de siete métodos pregerminativos y
cinco mediogde cultivo, que al combinarlos dieron un total de 35 tratamientos diferentes.
Se sembraron 10 semillas para cada tratamiento (5 semillas en cada frasco de 250 mL de
capacidad conteniendo 30 mL de medio de cultiRgra las pruebas definitivas de
germinacdn se utilizaron 3 métodos pregerminativo y dos medios de cultivo por lo que se
probaron seis tratamientos diferentes, se sembraron 10 semillas en cada frasco, 10 réplicas
de cada uno de los tratamientos ademas del tratamiento control. Las semillas se
sumegieron ligeramente en el medio de cultivo en condiciones asépticas en la campana de

flujo laminar.

6.2.2.1.5 Incubacion
Una vez sembradas las semillas y etiquetados los frascos se incubaron en el area de
cultivo donde se mantuvieron con fotoperiodos #én1uz blanca y 12 h oscuridad, a una

temperatura de 22+ 2 °C, se revisaron diariamente durante 60 d.

6.2.2.2 Generacion de brotes

6.2.2.2.1 Medios de cultivo

Para la proliferacion de brotes y el mantenimiento de las plantas obtenidas de la
germinacionin vitro se utilizaron los medios de cultivo MS y WPNMV¢ody Plant
medium). EI WPM se probd sin reguladores, sin antioxidadantes y con los antioxidantes
acido L-ascorbico y polivinilpirrolidona (PVP). A estos medios de culsedes asigno las
siglas ME MF, MG y MH de acuerdo a la siguiente formulacion.

ME:MS sin reguladores de crecimiento

MF: MS adicionado con 1 mg/L de BA

MG: WPM sin reguladores de crecimiento vegetal y sin antioxidantes
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MH: WPM adicionado con &cido -ascérbico (50 mg/L), polivinilpiolidona (150
mg/L)
La preparacion de los medios se describe en el Apéndice I.

6.2.2.2.2 Resiembra e incubacién

Las plantas que se obtuvieron por germinacion se resembraron cada 4 semanas en los
medios de cultivo anteriormente descritos (ME, MF, MG, Mhfa planta en cada frasco,
se incubaron en el area de cultivo donde se mantuvieron con fotoperiodos de 12 h luz
blanca y 12 h oscuridad, a una temperatura de 22+ 2 °C.

6.2.2.3 Induccion de callo

6.2.2.3.1 Medios de cultivo

Para la proliferacion callo samplearon explantes de hojas se probaron los medios de

cultivo Murashige and Skoog (MS)Voody Plant medium (WPM) y medio basal (MB), en
algunos casos con reguladores de crecimiento vegeb@ncilaminopurina (BA), Acido
Indok-3-butirico (IBA), Acido 24-Diclorofenoxiacético (2,4), Kinetina (K), Acido U
naftalenacético (NAA.).

Se asignodlas siglas ME, MI, MJ, MK, ML y MM de acuerdo a la siguiente
formulacion:

ME: MS sin reguladores de crecimiento vegetal.

MI: MB adicionado con BA (2 mg/L) y IBA (0.5 mg/L)

MJ: MS adicionado con BA (2 mg/L) y IBA (Orag/L)

MK: MB adicionado con 24D (1 mg/L) y K (0.5 mg/L)

ML: MS adicionado con NAA (1 mg/L) y K (0.5 mg/L)

MM: WPM adicionado con PVP, &cido ascérbico,-B,40.5 mg/L) y K (0.75 mg/L)
propuesto por Trigiano and Gray 2000 con phytagel en lugar de agar.

La preparacion de los medios se describe en el Apéndice 1.
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6.2.2.3.2 Desinfeccion

Los explantes de hojas silvestres se lavaron durante 20 min con agua corriente con unas
gotas de detergente liquido comercial, después fueron lavados nuevamente con agua
destilada y unas gotas de tween 20 por 5 min, posteriormente se dio una inmersion por 10 s
en etanol, luego se lavaron durante 15 min con soluciéon blanqueadora al 15% (0.45% de
hipoclorito de sodio) adicionada con 0.1 mL de tween 20. Finalmente los egpfaaton

lavados 3 veces con agua bidestilada estéril en la campana de flujo laminar.

6.2.2.3.3 Inoculacién
Se sembrd un explante de hoja en cada frasco, 5 repeticiones en cada medio de cultivo
para induccién de callo.

6.2.2.3.4 Incubacion
Una vez setorados Yy etiquetados los frascos se incubaron en el area de cultivo donde se
mantuvieron con fotoperiodos de 12 h luz blanca y 12 h oscuridad, a una temperatura de 22

+ 2°C y se revisaron diariamente para observar contaminacion o formacion de callo.

6.22.4 Pruebas para induccion de crecimiento celular y produccion de antocianinas
en medio solido

Para la induccion de callo (produccién de antocianinas) fueron usados los dos medios de
cultivo que dieron mejores resultados en las pruebas prelimindlcesM M.

Con un horadador estéril de 1 cm de diametro se cortaron circulos de hoja previamente
desinfectada siguiendo el protocolo ya descrito, se sembrd un explante en cada frasco con
30 mL de medio de cultivo, después de tres semanas se subcultivaronldasquédihabian
proliferado, a las 5 y a las 7 semanas se repitié el procedimiento, los cultivos se incubaron
en un cuarto oscuro a una temperatura de 22 + 2°C (Trigiano and Gray 2000)

A las 9 semanas de incubacion y después de 3 resiembras se suletwsilo en el
medio de cultivo WPM sélido para produccion de pigmdagoéndice 1) los frascos se
incubaron en un cuarto con tres tipos de iluminacién constante (luz blanca, luz azul, luz

UV) durante seis semanas.
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Se escogieron algunos callos friablescados en la oscuridad para iniciar el cultivo en

suspension.

6.2.2.5 Viabilidad celular

Para determinar si las células vegetales estaban vivas o0 muertas, se prepar6 una soluciéon
del colorante azul de Evans (0.25% en agua) y a las muestras depositadlaseebjetos
se le agregl el colorante para posteriormente observarlas al microscopio, las células
muertas se ven de color azul ya que tienen dafiada la pared celular y esto permite la
penetracion del colorante, en cambio la células vivas se ven delqu@onormalmente

aparecen sin colorante.

6.2.2.6 Cultivo en Suspension
6.2.2.6.1 Induccion de crecimiento celular en medio liquido

Se seleccionaron los callos que presentaban mayor friabilidad, pigmentacion y que no
presentaban oxidacion, se colocaronceja Petri estéril en la campana de flujo laminar
para separar los conglomerados mas pequefios e inocularlos en matraces con medio WPM
liquido para induccion de crecimiento celular (Apéndice I). Posteriormente se incubaron en
las siguientes condiciones: asclad, 25+2°C y agitacion orbital constante 100 rpm. A los
8 d de incubacion en la campana de flujo laminar se filtré el cultivo por tamices metalicos
estériles para seleccionando los agregados celulares entre 500pni@édiametro, estas
células se embraron nuevamente en medio de cultivo liquido en una proporcion de
aproximadamente el 10% del volumen total de la suspension. Se realizaron resiembras
periodicas cada 15 d transfiriendo unos mililitros de suspension a un matraz con medio de
cultivo en candiciones de esterilidad, conservando la proporcién de un inoculo inicial de
10% del volumen total. Se seleccionaron los matraces que tenian células mas pigmentadas
y aglomerados celulares mas homogéneos para resembrar en medio de cultivo para

produccion @ antocianinas.
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6.2.2.6.2 Produccion de antocianinas en medio liquido

Se tomaron células del cultivo en suspensién para crecimiento celular y se inocularon en
WPM liquido para produccion de antocianinas (Apéndice I). Estos cultivos se incubaron en
las mismas condiciones de temperatura y agitacion pero con iluminacién constante con luz
blanca. Se monitore6 visualmente la pigmentacion de células y del medio de cultivo y se

tomaron muestras para determinacion cualitativa y cuantitativa de fenoles, ftlegnoi

6.2.3 Preparacion de extractos:
6.2.3.1 Extracto de tallo y hojas de planta silvestre

Secciones de tallos y hojas secas (2.3 g) se maceraron en mortero con 50 mL de metanol
y posteriormente el material se transfiri6 a un matraz erlenmeyer, se paptegio de la
luz y se dej6 a temperatura ambiente en reposo durante 8 d, se retir0 el disolvente y se
repitié la extraccion en condiciones similares dos veces mas. Los extractos se concentraron

a sequedad utilizando presion reducida y se almacenaro@sen mbar en refrigeracion.

6.2.3.2 Extracto de fruto silvestre

Los frutos congelados se liofilizaron (liofilizador Labconco freeze dryer 5), después se
molieron en una licuadora (Osterizer modelo 4108), se pesé en balanza analitica 0.8960 g.
La extracion de las sustancias polares se hizo de acuerdo al método de Kim and Lee
(2002) con algunas modificaciones, la muestra se depositd en un matraz erlenmeyer, se
agregd metanol acidificado (0.01% HCI), posteriormente se agitd durante 15 min a
temperatura abiente en atmosfera de nitrogeno y protegido de la luz, se filtré utilizando
vacio para recuperar el disolvente, la muestra fue extraida 3 veces mas en iguales
condiciones. Los extractos se concentraron en rotavaporador (Bichi RIl) a 40°C, el
extracto seacupero totalmente y se completé a 100 mL en matraz af@adentrifugo y
el sobrenadante se filtr6 en una membrana nylon con poro de 0.45 um, por sgtimo

guardo en un frasco ambar20°C hasta su analisis.
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6.2.3.3 Extracto de callo, medio de cuito sélido, células en suspension, medio de
cultivo en suspension

Las muestras congeladas se procesaron de igual manera que para la obtencion de
extracto de fruto.

6.2.4 Pruebas preliminares de identificacién de grupos funcionales

6.2.4.1 Prueba del clauro férrico

A 0.5 mL de extracto metandlico se agregaron tres gotas de solucion dd%egke
observo la aparicion de color violeta que es indicativa de fenoles y/o enoles, se comparé
con un blanco del extracto libre de reactivo y con un blanagda destilada con cloruro
férrico (Shrineret al, 1982).

6.2.4.2 Prueba de Shinoda
A 0.5 mL de extracto metanolico se agregd un trocito de Mg y 3 gotas de HCI
concentrado, se observo la coloracion que aparecio inmediatamente y se determind si era

indicativa del grupo de benzopirona (Dominguez, 1Bi&Bborne, 1998

6.2.4.3 Prueba del permanganato de potasio
A 0.5 mL de extracto metandlico se agrego unas gotas de solucion de,V2id, se
observd la presencia de precipitado café de diéxido deganmaso indicativa de

insaturaciones en la cadena carbonada.

6.2.4.4 Prueba de 2Ainitrofenilhidracina
A 0.5 mL de extracto metandlico se agregd unas gotas de solucion de 2,4
dinitrofenilhidracina, se observé la formacion de precipitado amarillo o magarg es la

fenilhidrazona producida por un aldehido o una cetona.

6.2.4.5 Prueba de Dragendorff
A 0.5 mL de extracto metandlico se agregd unas gotas de reactivo de Dragendorff y se
observé la aparicion de color naranja o rojo oscuro persistente porp2deba positiva

para alcaloides.
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6.2.4.6 Prueba de Baljet
A 0.5 mL de extracto metandlico se agregd unas gotas de la mezcla de reactivos Ay B
de Baljet y se observd la aparicion de color naranja o rojo oscuro en caso de

sesquiterpenlactonas.

6.2.4.7 Pueba de Salkowski
A 0.5 mL de extracto metandlico se agregé 1 mL de acido sulfarico y se observé la
aparicion de color rojo en caso de esteroles y metilesteroles.

6.2.4.8 Prueba para cumarinas (lactonas)
A 0.5 mL de extracto metandlico se agreg0é unassgdta solucion de NaOH y se
observd la aparicion de color amarillo que desaparece al acidular, esta prueba es positiva

cuando esta presente el anillo de lactona.

6.2.4.9 Prueba de DPPH

En una placa de cromatografia se colocO una gota de una solucidniaiedante
comercial (vitamina C) y una gota del extracto, después de dejar secar se revelo la placa
con solucion de DPPH, el color amarillo sobre un fondo violeta es indicativo de actividad
antirradical. La prueba fue semicuantitativa ya que se disblui@ de cada sustancia en 1
mL de metanol y se depositaron volimenes iguales en la placa de cromatografia para
comparar la actividad antirradical de cada extracto con la actividad de la vitamina C en

base a la intensidad del color amarillo de cada muestra.

6.2.4.10 Cromatografia en capa fina

La cromatografia en capa fina se utilizd para visualizar los metabolitos que formaban
parte de los extractos, se ocuparon cromatoplacas de aluminio con silicage B@rea
Merck. Se probaron varias fases né@siy se revelaron con luz ultravioleta de onda larga
(365 nm) y de onda corta (254 nm). Posteriormente se revelaron con solucion gigueoCl
se prepar6 con 2 g de Ce€l10 mL de HSQ, llevados a un volumen de 100 mL cos(H

destilada. Una vez humeddaila cromatoplaca con la solucion de GdGé calentada a
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35°C en una placa de calentamiento para observar las sustancias que fueron oxidadas por la
solucién (Dominguez, 1973; Keeseal., 1990).

6.2.5 Espectroscopia UltravioletaVisible

6.2.5.1 Identficacién de grupos funcionales por absorcién de ultravioletaisible.
Los fenoles absorben en la region ultravioleta (UV). En el caso de los fenoles de tipo
flavonoides se presentan 2 bandas de absorcion caracteristicas (Merken and Beecher,
2000): la bandael anillo aromético A con un maximo de absorcion en el range2880
nm (banda benzoil) y otra banda del anillo B con maximo de absorcion en el rarR§50300
nm (banda cinamoil). Muestras de los extractos se analizaron en el espectrofotometro
ultravioleta visible, se hizo un barrido de 200 a 800 nm de longitud de onda para identificar
los grupos funcionales considerando la longitud de onda de maxima absorcion. Para todas
las determinaciones de absorcion de radiacion ultravioleta visible se utilizd el

espetrofotometro Beckman coulter DU 650.

6.2.5.2 Cuantificacion de fenoles y flavonoides
Para la cuantificacion de fenoles se utilizd6 una modificacion del método

colorimétrico de FolirCiocalteu, el reactivo Foli€iocalteu esta formado por una mezcla
de acidos fosfotungstico y fosfomolibdico que se reducen en presencia de fenoles y forman
oxidos azules de tungsteno y molibde&ingleton and Rossi, 196Kim et al, 2003). La
solucién estandar fue acido galico en una concentracion de 400 ppm en medgnal y
destilada 1:1, se prepararon diluciones por triplicado del extracto metandlico y del
estandar, de cada una de estas diluciones y del blanco se depositaron 250 pL en un tubo de
ensaye, se agregaron 500 pL de reactivo de fibcalteu recién prepado (dilucion
1:10), se mezclaron y se dejaron reposar 5 min, se agregaron 500 pyL de solucién de
carbonato de sodio (7%), se mezclaron y se dejaron reposar 90 min a 23°C en oscuridad.
Posteriormente se realizé la lectura de la absorbancia a 750 nmulEdesse expresé
como mg de equivalentes de acido galico (GAE) por gramo de fruto seco, se reportd la
media = SD de tres repeticiones.

La cuantificacion de flavonoides se hizo de acuerdo al ensayo colorimétrico del cloruro

de aluminio (Zhisheret al, 199), con algunas modificaciones. Se utilizO como estandar
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una solucion de catequina de 400 ppm disuelta en metanol y agua 1:1. Se prepararon
diluciones por triplicado del extracto metandlico y del estandar, de cada una de estas
diluciones y del blanco se piesit6 en tubos de ensaye 150 pL. Se agregd 40 uL de
solucion de NaN@(5%), se homogeneizd y se dejo reposar 5 min, se adicion6 40 pL de
solucion de AIC] (10%), se mezcld y se dejé reposar 1 min, se agreg6 250 pL de solucién
de NaOH (1M) y por altimo sadicion6 750 uL de agua destilada, se mezcld y se realiz6 le
lectura de absorbancia a 510 nm. El resultado se expres6 como mg de equivalentes de
catequina (CE) por gramo de fruto seco, se report6 la media + SD de tres repeticiones.

6.2.6 Identificaciony cuantificacion de antocianinas por HPLC

La cuantificacién e identificacién de antocianinas se realizdé por el método HPLC, se
utilizd un equipo SHIMADZU SPELOAV con detector UWIS, columna G18 fase
reversa de 250 mm de longitud y diametro de 4.6 BEirmétodo que se utilizo para correr
la muestra fue el método descrito por Ni@iéal, 2007, se inyect6 20 pL de muestra a
temperatura ambiente, se midié la absorbancia a 520 nm. Para este analisis se utilizaron dos
fases moviles, el disolvente A fue tamitrilo, el disolvente B fue acido fosférico 4% en
agua, el gradiente de elucion utilizado fue: 0 min 94% B, 55 min 75% B, 65 min 75% B, 70
min 94% B. La velocidad de flujo utilizada fue 1 mL/min, el estandar fue kuromanin
chloride (cloruro de cianidind-glucosido), se hizo una curva de calibracion con el
estandar para calcular la concentracion de antocianinas en la muestra.
La identificacion en el extracto de cloruro de cianieBpglucosido se realizd por
comparacion del tiempo de retencion que présatbtestandar y la muestra utilizando

idénticas condiciones para ambos analisis.

6.2.7 Cuantificacién de antocianinas por pH diferencial.

La cuantificacion de antocianinas también se realizé por el método de pH diferencial
(Giusti and Wrolstad, 2001),seun método espectrofotométrico que se basa en la
transformacion estructural de las antocianinas con el cambio de pH (pH 1 coloreadas y pH
4.5 incoloras). Se prepararon diluciones del extracto metandlico con solucion buffer pH 1.0
de cloruro de potasio ®M y con solucién buffer pH 4.5 de acetato de sodio0.4M. Se

midié la absorbancia de cada muestra a la longitud de onda de maxima absorbancia
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( =515 nm) y a 700 nm. ®la ecuacion de LambeBeer se obtiene C=Rl, C es la
concentracion molar, A es la sdybancia,U corresponde a la absorbancia molar o
coeficiente de extincion molar (constante fisica para especies moleculares en un solvente a
una determinada longitud de onda, se pueden utilizar los valores de absorbancia molar para
pigmentos purificadosotnados de la literatura), L es la longitud de recorrido en cm y la
mayoria de las cubetas para espectrofotometro tienen una longitud de 1. La concentracion
en mg/L puede ser determinada multiplicando por el peso molecular (PM) del pigmento y
por el factorde dilucién (FD).Para el célculo del contenido de antocianinas se utiliza el
peso molecular y la absorbancia molar del pigmento antociano presente en mayor
proporcion, en este caso es la cianidina (PM 448126900)

Por lo anterior la concentracion de antocianinas monoméricas se obtuvo con la siguiente
ecuacion:

Antocianinas monoméricas (mg/L) = (A)(PM)(FD)(100#1)

La absorbancia (A) se calcul6 de la forma siguiente:

A= (AsmaxT A700)pH=1.0~ (Asmax i A700)pH=4.5

La concentracion de antocianinas totales se obtuvo de la siguiente ecuacion:

Antocianinas totales (mg/L)= A'(PM)(FD)(1000)1)

La absorbancia (A") se calculé como se indica a continuacion:

A :(Aa malx A700)pH=1.0

6.2.8 Actividad antirradical (DPPH).

Para la determinacion de la actividad antirradical se utilizé una modificacion del método
2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) de BrandVilliands et al, 1995, este métodevalla la
actividad de las sustancias frente a una solucion alcohdlica &l @ color violeta
intenso, color que disminuye de acuerdo a la cantidad de concentracion de sustancias que
contenga la muestra con capacidad de neutralizar a este radicdldilsaucion de DPPH
gue se utilizé fue 0.1 mM en etanol, se preparé innahi@nte antes de ser utilizada y se
protegid de la luz para evitar su degradacion. Como estandar se utilizé vitamina C se
preparé 1 mg en 1 mL de metanol protegida de la luz, se prepararon diluciones del estandar

y del extracto metandlico, se realizaromta repeticiones para cada dilucion.
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Se adicion6 a cada tubo de ensaye 750 puL de solucién de DPPH y 250 L de cada una de
las disoluciones de vitamina C ¢ del extracto. Se agito y se protegioé de la luz, se mantuvo a
temperatura ambiente durante 30 minresdizo la lectura de la absorbancia a 517 nm, se
utilizé etanol para ajustar a cero la lectura en el equipo. La actividad de eliminacién del
radical se reporté como B§{concentracion efectiva media necesaria para reducir el 50%
del radical DPPH).

6.29 Estadistica

Los resultados de germinacion fueron estadisticamente comparados por analisis de
varianza (ANOVA) usando el SPSS version 17, se hizo la comparacion multiple de medias
con la prueba de Tukey y la diferencia entre medias fueron consideraatdistestmente
significativas a pO0O.05como prueba de menor
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7. RESULTADOS

7.1 Identificacion del material vegetal
Los ejemplares de la planta estudiada quedaron depositadosierbatio del Instituto
de Ecoloda en Xalapa, Veracruz, Méxictueron registrados con el nUme{aL -106448.

7.2 Cultivo in vitro
7.2.1. Pruebas preliminares de germinacion

Las semillas sometidas a lostamientos pregerminativos # 5 (lijado manual seguido de
una inmersion por 15 mien &cido sulfarico) y # 6 (ljado manual seguido de una
inmersion por 24 horas en solucion de giberelinas) al igual que las semillas no tratadas
(control), no germinaron en las condiciones descritas después de 60 d de incubacion. Las
semillas que fueron dtadas durante 120 y 180 min con acido sulfdrico (tratamiento
pregerminativo #3 y #4) presentaron muy baja germinacion y las plantulas murieron en
menos de una semana. En los tres tratamientos pregerminativos restantes: # 1 (inmersion
por 30 min en acidoudfurico), # 2 (inmersion por 60 min en acido sulfarico) y # 7 (lijado
manual seguido de una inmersion por 24 h en solucion de hipoclorito de sodio 1% y
retirado de la testa con pinzas y bisturi estériles) hubo germinacion y las plantulas
permanecieron vas por mas de dos meses. Los medios de cultivo MA y ME fueron los
gue presentaron mayor numero de semillas germinadas de los cinco medios de cultivo

utilizados para este ensayo.

7.2.2. Germinacion

En base a los resultados preliminares de germinaciéelessc®naron los métodos
pregerminativos #1, #2 y #7 y los dos medios de cultivo que dieron mejores resultados
(MA'y ME), por lo que se disefié un experimento con seis tratamientos para la germinacion

de las semillas (Tabla II).
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Tabla Il

Tratamientos para la germinacion de semillas d®. adenotrichusSchltdl

Método pregerminativo

Medio de cultivo
MA

Medio de cultivo
ME

Acido sulfarico 30 min

Tratamiento 1 (9)

Tratamiento 2 (7)

Acido sulfarico 60 min

Tratamiento 3 (3)

Tratamiento 4 (J)

Eliminar parte de la cubierta de la semillj Tratamiento 5 (3)

Tratamiento 6 (§)

Ningun método pregerminativo

Control 1

Control 2

diez réplicas por tratamiento

MA: Medio MS adicionado con 1 mg/L BAP y 0.5 mg I/L IBA. ME: Medio MS sin
reguladores de crecimiento. El acido sulfurico usagocbncentrado. Diez semillas por fras

Las semillas presentan una cubierta muy gruesa y dura que impide la germinacion (Figura
7a), los tratamientos aplicados permitieron que la germinacién iniciara el décimo dia de

incubacién en todos los tratamientos (Figura 7b y 7c); se hicieron registros diarios hasta los

sesenta dias de incubacion.

Figura 7. Germinaciom vitro deR. adenotrichug(a) Estructura y dureza de la testa, (b)

Germinacion de semilla del tratamier@o(c) Plantula germinada del tratamiento 3.

Los resultados de incrementos en los porcentajes de germinacion en relacion al tiempo son

presentados en la Figura 8. La velocidad de germinacion que presentaron los seis
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tratamientos probados fu€j 0.52, T, 0.64, ;. 1.22, T, 1.55, 75 2.37 y Ts 3.19 semillas por
dia.
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Figura 8. Germinacion de semillas Rabus adenotrichuSchitdl

La germinacion total se muestra en la Figura 9, los resultados indicag taeide la mas

alta tasa de germinacion, este dmiento consiste en remover la cubierta de la semilla y
sembrarlas en medio MS sin reguladores de crecimiento, el tratamiento en el que se obtuvo
el mas bajo porcentaje de germinacion fyeei el cual las semillas fueron escarificadas

por 30 min con acidsulfurico y sembradas en medio MS sin reguladores, el control no
germino.
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Figura 9. Efecto de los tratamientos en la germinacién de semilRshies adenotrichus

7.2.3 Brotacion
Después de la germinacion se obtuvieron brotes y plantas desarrataddedas las

caracteristicas morfolégicas de las plantas silvestres, estas plantas fueron subcultivadas en
los medios ME, MF, MG y MH. En las Figura 10a y 10b se observan plantdso de 8 y

20 semanas respectivamente, son vigorosas y perfectaniienemaladas hojas y raices.

En la Figura 10c, se observa el desarrollo de raices en una planta gerimivétda;

algunas plantas generaron un gran numero de brotes (Figura 10d), el medio de cultivo en el

cual se mantuvieron las plantas por un mayormperde tiempo en buenas condiciones fue

el medio MH

’

.

Figura 10. Desarrollo de plantas in vitro Beibus adenotrichuSchltdl. (a) Plantas de 8
semanas. (b) Plantas de 20 semanas. (c) Plantas con raices desarrolladas. (oyi®anta i
con gran num® de brotes. La escala de la barra representa 1 cm.
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7.2.4 Cultivo de callo

Después de realizar las pruebas preliminares para la induccion de callo en los seis
medios de cultivo (ME, MI, MJ, MK, ML, MM), se escogieron el ML y el MM para
realizar las prugas definitivas. En ambos medios de cultivo empleados para la induccion
de callo (ML y MM), crecio6 tejido friable y abundante. En este procedimiento se utilizaron
hojas de plantas silvestres, la desdiferenciacion para callo inici6 después de dos semanas de
incubacion, la Figura 11a muestra un callo de tres semanas de incubacion; a las seis
semanas la proliferacion celular continda e inicia la produccion de pigmento (Figura 11b).
En la Figura 11c se observa un callo con abundante crecimiento celular digstoso
muestra su caracteristica de friabilidad, y por altimo la Figura 11d presenta crecimiento
celular abundante friable y pigmentado.

Figura 11. Formacién de callo dRubus adenotrichuga) Inicia proliferacion celular. (b)
Callo con inicio de pignmacion. (c) Callo friable incoloro. (d) Callo pigmentado vy friable.
La barra de escala representa 1 cm.
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Se seleccion6 un callo que se desarrollé en medio MM en oscuridad, para subcultivarlo
en medioWPM solido (para produccion de pigmenpaya la imluccion de antocianinas, se
incub6 con luz blanca las 24 h. Después deranas se resembro \&PM liquido para
produccion de pigmentdcultivo en suspension, agitacion orbital, manteniendo iguales
condiciones de iluminacion), a las 4 semanas las c&elagsembraron nuevamente en
WPM solido para produccién de pigmense hicieron resiembras periddicas cada cuatro
semanas en el mismo medio de cultivo y se fueron seleccionando las células que
presentaban coloracién rojiza. En la figura 12 se observallel @n pigmentos rojizos

después de resiembras mensuales durante un afio.

Figura 12. Callo friable con células de color rojo (antocianinas)

7.2.5 Cultivo en suspension

Se logro establecer un cultivo homogéneo en suspension a partir de callos fo#dles ¢
crema y de color violeta (Figura 13), las células se mantuvieron vivas esto se verificd por
tincion con Azul de Evans, sin embargo en las condiciones en las que se cultivaron no se

logré producir células con pigmento rojo.
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Figura 13. Inoculacion deélulas cultivo en suspension
7.3 Pruebas preliminares de identificacion de grupos funcionales
Los resultados de las pruebas de identificacién de grupos funcionales para los extractos

metandlicos de planta silvestre (tallo y hojas) y de callo se presamtarTabla lll.

TABLA 1lI

Identificacion de grupos funcionales erR. adenotrichus

Prueba Quimica Planta silvestre Callo
Cloruro férrico (hidroxilo fendlico) + +
Shinoda (Flavonoides) + +
Permanganato de potasidinsaturaciones + +
2,4-dinitrofenil hidracina (carbonilo) + +
Dragendorff (alcaloides) + +
Baljet (sesquiterpenlactonas) + +
Salkowski (saponinas) - -
Hidréxido de sodio (cumarinadactonas) + +
DPPH (anti radicales) + +

La prueba semicuantitativa con DPPH se observa en la Figuta \titamina C decoloré
completamente al DPPH vy los extractos de planta silvestre y de callo tuvieron una reaccion

menos visible.

Figura 14. Prueba de DPPH: a) Extracto de planta, b) Extracto de callo, c) Vitamina C
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En la cromatografia en capa fina se@lya un gran nimero de sustancias polares en los
extractos metandlicos de planta silvestre y de callo, la planta silvestre presenta mayor
namero de sustancias que el callo y otras son comunes a ambos extractos. Indicar nimero

de fracciones para ver lafeliencia.

7.4 Identificacion de grupos funcionales en extracto de fruto silvestre UVIS

El analisis ultravioleta visible del extracto de fruto silvestre, presenté una banda de
absorcion maxima entre 200 y 300 nm que corresponde a la banda benzoilaollband
caracteristica para el anillo aromatico A de flavonoides y otra banda a 515 nm que es la
banda | o banda cinamoil y corresponde al anillo aromético B de la estructura flavonoide.

El extracto de callo (callo con células rojas) también presenta lasdhaedabsorcion
descritas para el extracto de fruten la Figura 15 se presenta el espectro UV/VIS del
extracto de callo donde se observan las bandas de absorcion para a 515 nm caracteristica de

flavonoide tipo antocianina.

Functions: Scan

4.0000 ' ; ; ; ; ;

Smoothing: None

[Abs]

D.0000 . :
200.0 Wavelength (nm) 800.0

Figura 15. Espectro ultvaleta-visible del extracto metandlico de fruto silvestre
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7.5 HPLC

En el extracto metandlico de fruto Be adenotrichuse identificd la antocianingianidina
3-glucésidopor comparacion del tiempo de retencion del estdndar con el pico que presenta
la muestra, elg fue 60.6 min y se observa en la Figura 16. La cuantificacion de
antocianinas en fruto por este método fue 11.5 mg/g de fruto seco.

Figura 16. Extracto metandlico de fruto Readenotrichuy cromatograma HPLC
7.6 Fenoles, flavonoidesantocianinas (pH diferencial) y DPPH
Los resultados obtenidos para fenoles, flavonoides, antocianinas (método pH diferencial) y
DPPH para los extractos de dos muestras de callo y de fruto silvestre se presentan en la
Tabla IV.

Tabla IV

Contenido de feroles, flavonoides, antocianinas y DPPH en callo, fruto y planta

silvestre
Muestra Fenoles | Flavonoides | Antocianinas DPPH
mg GAE/g mg CE/g mg/g ECso
pug/mL
Callo 1(luz blanca) 14.92 2.83 0.4943 238.91
Callo 2(luz blanca) 24.09 4.33 1.06 184.5
Fruto silvestre liofilizado 29.23 5.26 12.3 148.0

Callo 1: Proliferacién celular en medio MM, subcultivado \&fPM para producciéon d
pigmentos algunas células con pimento rojo. Callo 2: Callo obtenido por seleccion de (
con pigmento rojo del callo 1. PabdPH el estandar fue vitamina C y ladgBue 18.7 pg/mL.
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