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Resumen

Los compuestos polifendlicos han sido utilizados como antioxidantes y pigmentos
alimentarios, asi como suplementos alimenticios esto debido a su destacada
capacidad antioxidante y sus propiedades organolépticas. La mayoria de estos
compuestos son obtenidos de especies vegetales cultivadas de forma
convencional, donde su produccion se ve sujeta a la especie y etapa fenoldgica de
la planta, asi como a diversos factores bidticos y abiodticos que limitan su
produccion. Por lo que, se ha recurrido a técnicas como el cultivo in vitro, que
permite controlar las condiciones fisicoquimicas de incubacién y desarrollo,
convirtiéndola en una técnica eficaz para la sintesis controlada de compuestos
fendlicos y su optimizacion. En este contexto, el objetivo del presente trabajo fue
evaluar la respuesta en la producciéon de polifenoles, flavonoides y capacidad
antioxidantes bajo diferentes estimulos en callo proveniente de hoja y tallo de

Rubus glaucus. Para ello, se disefiaron 18 tratamientos a base de medio MS con 1



mg. L de 2,4- D combinado con diferentes concentraciones de sacarosa (15, 30 y
60 g-L™), proporcién de nitrato de potasio (0, 1, 2) y sales minerales (50 y 100 %);
7 g°L-1 de agar y 1 g-L-1 de PVP. El disefio experimental fue completamente al
azar con arreglo factorial de 2 x 3 x 3. Se realiz6 un Analisis de varianza con
comparacioén mdltiple de medias con un intervalo de confianza del 95 %. En los
resultados reportados, para callo de hoja, el extracto proveniente del tratamiento 7
(compuesto por 60 gL de sacarosa, 0 de KNOz y 50 % de dilucién de sales
minerales) fue el que registr6 mayor contenido de polifenoles con 841.82 + 3.59
HWgEAG-g'PF, mostrando incrementos significativos con respecto del control
(220.69 + 2.24 pgEAG-gl). En contraste, el callo de tallo, reporté6 mayor
acumulacion tras el tratamiento 14 (constituido por 30 geL™ de sacarosa, 0 de
KNOs3 y 100 % de dilucién de sales minerales) con 788.74 + 3.94 ug EAG-g™,
mientras su control mostré 253.60 + 6.63 ug EAG-g™; por lo que, no sé observé la
misma tendencia de acumulacion en polifenoles, flavonoides y actividad
antioxidante en los extractos de ambos tejidos. Con estos resultados se logro
establecer un tratamiento que incremente el contenido de polifenoles de entre 3 a
4 veces mas con respeto al control. Por otro lado, se observd que las
interacciones entre factores tienen influencia positiva sobre la acumulacion de
polifenoles. A su vez mediante CLAR se corroboro el incremento de compuestos
fendlico y se sugiere la presencia de Vitamina C y &cido gélico en los extractos

obtenidos.

Palabras clave: estimulacion, tejidos indiferenciados, cultivo in vitro.
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1. INTRODUCCION

El género Rubus cuenta con 12 subgéneros y aproximadamente 700 especies
distribuidas en Asia, Europa y América. Como miembros representativos de este
género, se encuentran las frambuesas y zarzamoras, siendo conocidas por sus
frutos comestibles y comerciales. En México se reportan alrededor de 15 especies
silvestres distribuidas en el territorio nacional (Segura y col., 2009). Dentro del
estado de Michoacan, se han encontrado diferentes especies de zarzamoras y
frambuesas, principalmente en los municipios de la meseta purépecha, donde
localmente sus frutos son colectados para comercializarlos, contribuyendo asi al
ingreso familiar ya que son incorporados en la gastronomia regional y en la
medicina tradicional. Michoacan, ademas de contar con una diversidad en
materiales silvestres del género Rubus como Rubus glaucus, también es el
principal productor a nivel nacional de zarzamoras, mismas que se comercializan
en todo el mundo, su éxito comercial no solo estriba en su atractivo color, aroma,
sabor dulce y acido que es caracteristico en ellas, sino también en las propiedades
nutracéuticas que se les ha conferido, entre las que destacan su actividad
antioxidante, antidiabética, anticancerigena, antimicrobiana, entre otras
propiedades, atribuidas a la presencia y accion de sus fitoquimicos o metabolitos
secundarios de tipo fendlico, compuestos también utilizados como pigmentos

naturales (Paredes y col., 2010).

El cuidado de la salud humana a través de la dieta es una preocupacién constante
del mundo actual; el incremento de la incidencia de enfermedades degenerativas y
Su asociacion con procesos oxidativos mediados por la presencia de radicales
libres, genera nuevas tendencias de consumo, recurriendo a compuestos con
propiedades nutracéuticas, que no soélo busquen cumplir con el objetivo de
mantener las propiedades sensoriales de un producto, sino que también otorguen

distintos tipos de funcionalidad. Los compuestos polifendlicos han sido utilizados
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como aditivos alimentarios y por su destacada actividad antioxidante como
suplemento y conservador alimenticio. Debido a la aplicabilidad de los compuestos
polifendlicos, la industria ha visto la oportunidad de comercio de estas sustancias
recurriendo a diversas fuentes naturales con mayor contenido de polifenoles,
como las plantas silvestres del género Rubus. Sin embargo, los factores que
limitan su produccion estimulan la busqueda de opciones que incrementen su
contenido, trayendo gran atencion al desarrollo de técnicas como el cultivo de
tejidos vegetales, que permite controlar las condiciones de incubacion y desarrollo,
convirtiéndola en una técnica eficaz para la produccién de polifenoles y su

optimizacion.
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2-. MARCO TEORICO

2.1.- Género Rubus

El género Rubus cuenta con 12 subgéneros y un estimado de 900 a 1000
especies (Tatjana y col., 2010). Comunmente habitan en regiones templadas del
noroeste de Asia, Europa, al Norte de Africa, Norteamérica y Sudamérica, y se
considera a China, donde se concentra la mayor diversidad de especies de Rubus
entre 250 a 700 (Graham y col., 2011); son consideradas como plantas perennes
que generalmente durante el primer afio se encuentran en estado vegetativo,
fructificando hasta el segundo (Clark y Finn, 2014). Como miembros
representativos de este género, se encuentran las frambuesas y zarzamoras,
conocidas por sus frutos comestibles, los cuales son clasificados como polidrupas,
ya que son agregados de pequefios frutos carnosos denominados drupelas y cada
una con semilla, reunidas alrededor de un eje comun. En estadios inmaduros las
drupelas suelen ser de color verde y a medida que maduran se tornan de color
rojizo, en caso de las frambuesas, o hasta llegar a un morado intenso y brillante en
las zarzamoras (Chavez y col., 2012), esto cominmente se lleva a cabo en la

época de verano, entre los meses de junio a agosto (Clark y Finn, 2014).

Histéricamente la produccion de zarzamora y frambuesa ha tenido un crecimiento
considerable, ya que, en 1990, la produccion norteamericana fue de 4,385 ha,
aportando el 75 % el Noroeste del Pacifico. Entre los paises que han tenido un
desarrollo exponencial en la produccién de zarzamora, se encuentran Reino unido,
ltalia, Espafia, Chile, E.U.A. y México (Clark y Finn, 2014). En recientes afios, se
calcula alrededor de 25,000 ha de zarzamoras plantadas y cultivadas
comercialmente en todo el mundo, ademas de 8,000 ha de fruta cosechada en
condiciones silvestre para una estimacion total de 140,292 ton (Finn y col., 2011).
Esta expansion fue y sigue siendo impulsada por factores que incluyen un

suministro estable en todos los meses del afio, asi como cultivares que faciliten su
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transporte a mercados distantes. Con el fin de superar estos problemas, se han
desarrollado variedades mejoradas como: ‘Marion’, ‘Thornless’, ‘Evergreen’,
‘Chester Thornless’, ‘“Tupy, ‘Brazos’ y algunos hibridos como 'Boysen' y 'Logan’,
(Strik y col, 2011). A pesar de la abundancia de cultivares mejorados, casi todas
las regiones del mundo donde Rubus es nativo, han desarrollado prosperas
industrias basadas en sus especies locales, tal es el caso de Rubus glaucus o

mejor conocida como “mora de catilla” en Colombia (Ayala y col., 2013).

En general, las zarzamoras son consideradas como especies con amplia
capacidad de adaptacion a condiciones ambientales, por lo que, algunas son
catalogadas como hierba invasiva, promoviendo su eliminacién y amenazando la
perdida de especies silvestres. Aunado a esto, las implicaciones actuales del
cambio climatico influyen sobre los ejemplares silvestres, lo que representan la
pérdida de un recurso genético con alto potencial para ser utilizado dentro de
programas para el desarrollo de cultivares mejor adaptados a los cambios de su

entorno (Graham y col., 2011).

En México las zarzamoras comunmente cultivadas son las variedades “Tupy’ y
“Brazos”, siendo los estados de Jalisco y Michoacan quienes tienen mayor
actividad productora (Clark y Finn, 2014); sin embargo, se reportan alrededor de
15 especies silvestres distribuidas en el territorio nacional (Segura y col., 2009).
Dentro del estado de Michoacan, se han encontrado diferentes especies de
zarzamoras Yy frambuesas silvestres, principalmente en los municipios de la
meseta purépecha, donde sus frutos son colectados para comercializarlos en
mercados regionales para su consumo en fresco, aunque comunmente son
incorporados en la gastronomia regional, ya sea en elaboracién de tamales o
bebidas refrescantes y fermentadas. Por otro lado, sus hojas y tallos se han
utiizado dentro de la herbolaria tradicional para curar algunas afecciones como
gripe, nauseas durante el embarazo, malestares menstruales y facilitar el parto,
ademas el fruto se considera un laxante suave si se come en grandes cantidades
(Hummer y col., 2010). Estos beneficios en la salud son atribuidos a la presencia y

accion de sus metabolitos polifendlicos como los flavonoides y antocianinas
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(Cuevas y col, 2010), que comunmente son conocidos por su actividad
antidiabética, anticancerigena, antimicrobiana, antiinflamatoria y su destacada

actividad antioxidante (Azofeifa y col., 2013).
2.2.- Los polifenoles

Los compuestos fendlicos son fitoquimicos distribuidos en los diferentes 6rganos
de la planta. Son encargados de la atraccion de polinizadores y dispersores de
semillas; de igual manera destaca su actividad antioxidante en tejidos dafiados por
el ataque de diversos patdgenos, ademas de que actian como fotoprotectores y
filtros de radiacion ultravioleta (Paredes y col, 2010; Simdes y col, 2012).
Quimicamente los compuestos fendlicos presentan una estructura molecular
caracterizada por poseer minimo un anillo aromatico con grupos hidroxilo como
sustituyente, y que cominmente es conocida como fenol; con base en el nimero
de anillos fendlicos que tienen, se clasifican en diferentes grupos dentro de los que
se encuentran (Figura 1): acidos fendlicos, estilbenos, flavonoides (flavanoles o
catequinas, flavonoles, flavonas, flavanonas, isoflavonoides, antocianinas), taninos

y lignanos (Manach y col, 2004; Paredes y col., 2010).
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Figura 1. Estructura de compuestos polifendlicos. Clasificacion y estructura de acidos

fendlicos, estilbenos, lignanos y taninos (Manach y col, 2004; Paredes y col., 2010).

2.2.1.- Acidos fenélicos

La familia de los acidos fendlicos consiste en dos subgrupos, conocidos como
hidroxibenzoico e hidroxicinamico (Figura 1). Los &cidos fendlicos derivados del
acido hidroxilbenzoico tienen una estructura C6-C1 e incluyen el acido galico,
vinilico, protocatecuico y siringico. Por otro lado, los derivados de &cido
hidroxilcinamico cuentan con una cadena lateral de tres carbonos (C6-C3), los
MAas comunes son p-cumarico, cafeico, ferulicos y sinapico (Balasundram y col.,
2006), algunos son responsables del sabor agrio en frutas y productos frutales
como los acidos clorogénicos (ésteres de acido cafeico y acido quinico), que en
presencia de la enzima polifenol oxidasa se oxidan facilmente y se transforman en

compuestos de color pardo (Agnieszka y Borowska, 2008).
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2.2.2.- Estilbenos

Este grupo de compuestos se caracteriza estructuralmente por tener una
estructura basica llamada 1,2- difeniletileno, posee grupos hidroxilo en los anillos
aromaticos; se pueden encontrar en forma de monémeros y oligomeros. Los
compuestos representativos de este grupo son el resveratrol y trans-resveratrol,
(Riles y col, 2006; Agnieszka y Borowska, 2008). El resveratrol es un polifenol
generado en respuesta al estrés en algunas plantas, principalmente en respuesta
a infecciones fungicas, aunado también se ha visto en bayas maduras, en la piel
de las uvas, cacahuate y vino tinto (Creasy y Coffe, 1997), sin embargo, se

encuentra en concentraciones bajas en frutas y vegetales.

2.2.3.- Taninos.

Son compuestos de relativo alto peso molecular. Se clasifican en dos grupos:
taninos hidrolizables o elagitaninos y taninos condensados o proantocianinas. Los
primeros son ésteres de acido galico, mientras que los dltimos son polimeros de
mondmeros de polihidroxifavan-3-ol (Balasundram y col.,, 2006). Una gran
variedad de alimentos de origen vegetal contiene taninos tal como el té, vinos
granos y frutas como: manzana, mango, platano, uvas, ciruelas, peras, durazno,
sorgo, mijo, cebada, chicharos y fresa (Han y col, 2007; Serrano y col, 2009; Wu-
Yang Y Yi- zong, 2010).

2.2.4.- Lignhanos

Los lignanos son considerados como el segundo grupo mas abundante en el reino
vegetal después de la celulosa; estan compuestos por polimeros fendélicos. Su
funcion biolégica es proporcionar apoyo estructural en las plantas, tal es el caso
del transporte del agua a través de los tejidos (Pefarrieta y col.,, 2014). Los
lignanos han demostrado tener una actividad antioxidante significativa, y se
consideran como fuentes de fitoestrégenos en la dieta, en particular el sésamo, un
derivado de la estructura de la sesamina. Al igual estan presentes en varios

alimentos, especialmente en los cereales de grano entero (Vinardell y col., 2007).
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2.2.5.- Diferuloilmetanos

Son un grupo pequefio de compuestos con dos anillos aroméaticos sustituidos con
grupos hidroxilos y unidos por una cadena alifatica con sustituyentes carbonilo
(Schaffer y col, 2007). Los curcuminoides son el grupo mas comun de
diferuloimetanos, son aislados de la raiz de curcumina (curcuma longa). La
curcumina  habitualmente se presenta junto con desmetoxicurcumina,
bisdesmetoxicurcumina y ciclocurcumina, juntas forman un complejo conocido
como azafran indio o amarillo natural 3 y son responsables del color que
presentan las raices de las plantas de curcuma (Gonzalez-Albadalejo y col., 2015).
Debido a que los cucuminoides logran actuar directamente y modulan la actividad
en células diana e influyen indirectamente en la regulacion de determinadas
funciones, ejerciendo una variedad de beneficios a la salud como: antioxidante,
antinflamatorio, anticoagulante, anticarcinogénico, ademas de que Inhiben la
mutagenicidad inducida por aminas heterociclicas de alimentos cocinados, fritos o

rostizados (Shishu y col., 2008: Gonzalez-Albadalejo y col., 2015).

2.2.6-. Flavonoides.

Los flavonoides constituyen el mayor grupo fendlico de las plantas, son
compuestos de bajo peso molecular. La estructura basica de los flavonoides es el
nacleo flavan, que consta de 15 atomos de carbonos distribuidos en tres anillos
(C6-C3-C6). Esencialmente la estructura posee dos anillos aromaticos: un
benzopirilio (A) y un anillo fendlico (B), unidos por un pseudoanillo (C) compuesto
por tres carbonos (Aguilera y col., 2011).

Existen varios subgrupos de flavonoides, siendo el estado de oxidacion del anillo
C vy la posicion del anillo B, quienes permiten distinguir entre subgrupos, mientras
que los compuestos individuales dentro de un subgrupo se diferencian por
sustituciones en los anillos A y B, que pueden incluir oxigenacion, alquilacion,
acilacion, sulfatacion y glicosilacién (Balasundram y col., 2006; Quifiones y col.,
2012). Los flavonoides frecuentemente se encuentran como glucésidos, sin

embargo, pueden aparecer en forma libre, siendo conocidas como agliconas.
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Ademas, pueden agruparse como dimeros o polimeros. Los principales subgrupos
de compuestos flavonoides (Figura 2) son: flavonoles, flavonas, flavanonas

(dihidroflavonas), isoflavonas, antocianidinas y flavanoles (Quifiones y col., 2012).

Flavonoides

Flavanoles {catequinas) Flavonas Isoflavonas

Ry

T

+ Catequina oho 0

* Galocatequinas * Apigenina + Daidzeina
* Epicateguina * Luteclina * Genisteina
Flavononas Flavonoles Antocianinas

. HO
3

7
e g
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O 0O OH O or
= Narinenina * Querceting - Ciéd_iﬂ'i:tié"fjfl.::f._ e
= Hesperatina * Miricetin . Pela'\r'g'oﬁidi'ria” I
kaempfenol = Delfinidina

Figura 2. Clasificacion y estructura de flavonoides. Los sustituyentes (R) comunes que
pueden llegar a presentarse son: O, OCHs;, OH, H y glicésidos (Paredes y col., 2010;
Quifiones y col., 2012).

2.3.- Sintesis de polifenoles

La sintesis de los compuestos polifendlicos dentro de las plantas se da a través de
dos importantes rutas: la ruta del acido shikimico y la ruta de los poliacetatos
(Figura 3). La ruta de los poliacetatos comienza a partir de una molécula de acetil-
CoA, y a través de una serie de reacciones se originan los poliacetatos. Por
reduccion de los poliacetatos se forman los acidos grasos, y por ciclacion una gran
variedad de compuestos aromaticos, como las quinonas y las xantonas; algunos

otros metabolitos se generan a través de rutas mixtas (tanto de la via del acido
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shikimico como de la ruta de los poliacetatos) como es el caso de los flavonoides
(Quifiones y col., 2012).

La ruta del acido shikimico provee la sintesis de los aminoacidos aromaticos
(fenilalanina o tirosina), al igual que, los acidos cinamicos y sus derivados (fenoles
sencillos, acidos fendlicos, cumarinas, lignanos y derivados del fenilpropano);
inicia a partir de la eritrosa-4-fostato y el fosfoenolpiruvato (Figura 3). La
participaciéon enzimatica de algunas deshidrogenasas como shikimato
deshidrogenasa, promueve la obtencién del &cido shikimico, el cual es el
precursor de la fenilalanina, un aminoacido esencial para la sintesis de proteinas

y, de igual manera para la formacion de la mayoria de los metabolitos fendlicos.

Eritrosa 4 fosfato Acido fosfoenilpiruvico
(ruta de las pentosas) l (ruta de la glucolisis)

|
!

Acidos fenolicos

Cumarinas

Lignanos
taninos

Figura 3. Rutas de sintesis de compuestos fendlicos. La eritrosa 4 fosfato provienen de la

ruta de las pentosas, mientras el fosfoenolpiruvato de la glucolisis (Quifiones y col., 2012).
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La fenilalanina forma parte del metabolismo secundario por accién de la enzima
fenilalanina amonioliasa (PAL), que cataliza la eliminacién de un grupo amonio,
transformando la fenilalanina en &cido cindmico; a su vez, el &cido cinAmico se
transforma en acido P-cumarico por incorporacion de un grupo hidroxilo a nivel del
anillo aromatico (Figura 4). El acido P-cumarico podra dar origen a los acidos
fendlicos, estilbenos y elagitaninos, o bajo la accion de la 4 CoA-ligasa, es
transformado en 4- Cumaroil -CoA, que en adicion de tres moléculas de malonil-
CoA y bajo la influencia de chalcona sintasa (CHS), condensa una molécula de
chalcona también conocida como naringenina chalcona, un intermediario clave en

la formacion de los flavonoides (To y Wang, 2006).

NH,
HO{K/@ EI;" Hor‘\\/@

Fenilalanina Acido cindmico
¢04H "
OH *  Acidos fendlicos
Ho \(ﬂ I - [stilbeno
X * Elagitaninos

Acido P- cumarico
¢4CL

J

OH | = |)\/
MY\U BRI N

3 Malonil CoA + o H O

4-Cumaronil Co-A

Chalcona/naringenin chalcona

|CHI

! P
(8
HO A\ 0 Flavonas
WAL C Isoflavonas
Flavononas
OH 0O
Naringenina
‘FGH )
] 3 oH
AN 0 Flavonoles
Nt o Antocininas
OH O Proantocianidinas

Dihidrocaempfenol

Figura 4. Ruta de biosintesis de los polifenoles a partir de fenilalanina. Fenil alanina
aminolisa (PAL); cinamato 4 hidroxilasa (C4H); 4. Cumarato liasa (4CL); chalcona sintasa
(CHS): chalcona isomerasa (CHI); Flavonol 3- hidroxilasa (F3H), (Deroles, 2009).
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La chalcona puede convertirse rapidamente en naringenina por accion de la
chalcona isomerasa (CHI); posteriormente la flavanona 3-hidroxilasa (F3H)
cataliza la naringenina a dihidrokaempferol, seguido de esto se llevan a cabo

modificaciones extensas para formar las antocianidina y proantocianidinas.

La posicion, los grupos y el nUmero de sustituyentes encontrados en la estructura
de los polifenoles, le confiere la capacidad de donar atomos de hidrégeno o
electrones, o atrapar quelatos de cationes metalicos (Amarowicz y col, 2004;
Balasundram y col., 2006); por ende, son conocidos como potentes antioxidantes,
ya que tienen la capacidad de neutralizar o eliminar radicales libres. Esta
propiedad ha sido estudiada en varios sistemas de alimentos y modelos
alimentarios, con el objetivo de generar opciones de sustitucion para antioxidantes
sintéticos tales como hidroxianisol butilado (BHA) y hidroxitolueno butilado (BHT)
(Frankel y col., 1996; Basaga y col., 1997; Wanasundara y Shahidi., 1998). Sin
embargo, algunos polifenoles como las antocianinas son consideradas colorantes
importantes con alto valor en el mercado (US$ 1250-2000/kg) (Chan y col., 2010).
En paises como Europa, Japon, Estados Unidos y otros paises, son utilizadas en
la elaboracién de bebidas, conservas de frutas, confiteria, derivados lacteos,
mezclas secas (bebidas en polvo), helados de crema y bebidas alcohdlicas
(Mateus y Freitas, 2009).

2.4.- Bioactividad de los polifenoles

Los compuestos fendlicos han tenido gran apreciacion dentro de la industria
farmacéutica, incrementando el interés en estos compuestos, debido a la
asociacion de su potencial antioxidante con la reduccion de enfermedades
cronico-degenerativas como: enfermedades coronarias, cancer, alzhéimer,
diabetes, ademas de otros beneficios a la salud como: efecto antiinflamatorio,
hipoglucemiante, hepatoprotector, antimicrobiano y antiviral, (Wang y col., 2000;
Suzutani y col., 2003; Joseph y col., 2003; Galvano y col., 2004; Werlein y col.,
2005; Jayaprakasam y col., 2005; Simdes y col., 2012).
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2.4.1.- Efecto antioxidante

Comunmente el organismo humano produce especies reactivas de oxigeno (ERO)
como: radicales superéxido, hidroxilo y peroxido de hidrégeno y algunos otros
radicales libres. El estrés oxidativo es un desequilibrio entre la produccion de ERO
y la defensa antioxidante; esto puede conducir a un dafio oxidativo irreversible.
Esta condicion biolégica puede ser el resultado de la deficiencia de los
mecanismos de antioxidantes, asi como a una extensa y excesiva produccion de
ERO (Paredes y col., 2010). El estrés oxidativo desempefia un papel fundamental
en la patogenia del envejecimiento y el desarrollo de enfermedades crénico-
degenerativas, como la aterosclerosis, enfermedades cardiovasculares, diabetes
tipo ll, cancer (Gerber y col.,, 2002), trastornos inflamatorios (Sreejayan y Rao,

1996) y accidentes cerebrovasculares (Azofeifa y col., 2013).

El cuerpo humano con el fin de combatir el exceso de radicales libres, ha
desarrollado mecanismos enddgenos como la produccion de antioxidantes
enzimaticos (por ejemplo, superdxido dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa) y
exdégenos (Quifiones y col., 2012), entre estos, los compuestos fendlicos han sido
ampliamente estudiados por su destacada actividad antioxidante, ademas de la
influencia que poseen sobre los mecanismos de accion celular (Figuras 5). Sus
propiedades antioxidantes, se han visto ejecutadas por diversas estrategias, ya
que han demostrado un incremento en la sintesis de enzimas antioxidantes o
mejorando las defensas no enzimaticas a través de medios dietéticos o
farmacoldgicos, por lo que los polifenoles son considerados compuestos con
potente actividad antioxidante por mecanismos enddgenos y exégenos (Han y col.,
2007).
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Polifenoles

Efecto bioactivo

Mecanismo de accion
- Cardioprotector
- Neuroprotector - Atfrapan radicales libres
- Antiinflamatorio - Inhiben enzimas endogenas
- Antiftumoral oxidantes
- Salud gastrointestinal - Inducen enzimas
- Proteccién endotelial endogenas antioxidantes
- Inmunoproteccion - Modulan la transduccion
- Antialegeénico de seiiales
- Antidiabético - Impactan ciclo celular

- Modulacion de hormonas

Figura 5. Propiedades bioactivas y mecanismos de accion que presentan los polifenoles
(Han y col., 2007).

Algunos de los polifenoles que actian como antioxidantes exégenos son acidos
fendlicos, flavonoides, estilbenos y taninos (Seram y col., 2008), sin embargo otros
compuestos fendlicos exhiben diversos mecanismos de accion biolégicamente
significativos, como agentes secuestrantes o de desintoxicacion de ERO, también
se ha visto que intervienen en la produccién de ERO, supresién de tumores,
modulacién de la sefial de transduccion, apoptosis, desintoxicacién enzimatica y

metabdlica (Paredes y col., 2010).

2.4.2.- Anti-aterosclerosis y cardioproteccion

Dentro de las propiedades estudiadas de los polifenoles esta su capacidad para
mejorar el perfil lipidico. De este modo, pueden prevenir la aparicion y desarrollo
de aterosclerosis, cuya enfermedad se caracteriza por el bloqueo progresivo de
las arterias como consecuencia de la acumulacion de lipidos en la pared arterial.
Estos lipidos atraviesan el endotelio y se oxidan en las células endoteliales
(Quifiones y col., 2012), dicha oxidacion puede amplificarse por la produccién de
ERO.
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Estudios han demostrado que los polifenoles ejercen un efecto antiaterosclerético
y por ende cardioprotector, como ejemplo la quercetina disminuyo la peroxidacion
lipidica, regulando positivamente la expresion de la densidad sérica alta
lipoproteina (Gouedard y col, 2004); al igual inhibié la apoptosis desencadenada
por la oxidacién del LDL (Han y col., 2007). Por otro lado, se ha observado que la
combinacion de curcumina y resveratrol tienden a disminuir los niveles sanguineos
de triglicéridos en ratones diabéticos y silvestres, asi como los niveles de glucosa
en ratones diabéticos, por lo que esta combinacion pudiera controlar los niveles de

glucosa Yy triglicéridos (Gonzélez-Villegas vy col, 2017).

2.4.3.- Propiedades antiinflamatorias

La inflamacion cronica esta asociada con diversas patologias humanas, cuyas
causas son la irregularidad de proteinas proinflamatorias como el 6xido nitrico
inducible sintasa (iINOS), ciclooxigenasa 2 (COX-2), liposixenasas (LPO); de igual
manera se sabe que los procesos inflamatorios estan mediados por la activacién
de diversos factores como: el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas (NF-kB) y de proteina activador 1 (AP-1). Este
aitimo permite la expresion de genes proinflamatorios tales como interleucina-1-
beta (IL-1B), factor necrético tumoral alfa (TNF-a) e iINOS (Cuevas y col., 2010).
Los polifenoles han exhibido un efecto antiinflamatorio, este es el caso del
resveratrol que se considera una molécula capaz de inhibir la biosintesis de
prostaglandinas implicadas en los procesos inflamatorios (Badia y col., 2004). Por
otro lado, los polifenoles encontrados en el cacao, también poseen la capacidad
de modular y mejorar los mediadores inflamatorios, en pacientes con
enfermedades cardiovasculares de alto riesgo (Selmi y col., 2008). Al igual, la
apigenina, luteina y quercetina han inhibido la expresion de iNOS, asi como las
moléculas de adhesion en macrofagos y las células endoteliales durante los

procesos inflamatorios (Abey col., 2011).
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2.4.4.- Propiedades antimutagénicas y anticancerigenas

Los polifenoles pueden actuar y alterar la estabilidad gendémica de puntos
subsecuentes de transformaciones malignas, interviniendo en la iniciacion,
promocién y progresiéon del cancer. Diversos sistemas, tanto in vitro como in vivo,
han sido utilizados para determinar el potencial mutagénico y anticarcinogénico de
estos fitoquimicos (Duthie, 2007). Entre estos se encuentra, la curcumina que
ejerce actividad antitumoral por inhibicion de la proliferacion celular, angiogénesis
y la progresién del ciclo celular tumoral, ademas que promueve la apoptosis
(Kunnumakkara y col., 2007). Por otro lado, el resveratrol inhibe la activacion de
MAPKs y AP-1 en la piel de los ratones (Kundu y col., 2004), y a su vez la
actividad de mitdgenos a nivel celular. También se ha reportado que el consumo
de bayas y frutos rojos ricos en polifenoles contribuyen a la reduccion del cancer a
través de varios mecanismos tales como la inhibicion in vitro de monooxigenasas
humanas (Han y col., 2007).

2.4.5.- Propiedad antidiabética

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica, la cual comprende una serie
de trastornos metabdlicos, cuya caracteristica principal es la hiperglicemia. Esto
puede ser debido a la progresiva incapacidad de las células para utilizar la
glucosa, o la incapacidad del pancreas para segregar la insulina requerida (Davila
y col.,, 2015). La enzima aldosa reductasa cataliza la reduccién de glucosa a
sorbitol, aumentando la produccion de sorbitol en un estado diabético
hiperglucémico. Esta sintesis elevada, se ha asociado a complicaciones
microvasculares como retinopatias, neuropatias y nefropatias. Por lo que, la
inhibicion de la aldosa reductasa es un mecanismo antidiabético util. Algunos
compuestos que han exhibido esta propiedad son los terpenos, ya que han
mostrado una fuerte inhibicion de la aldosa reductasa (Burns y col. 2008). Por otro
lado, las fracciones enriquecidas con flavonoides y polifenoles han mostrado
inhibicion de la absorcion de glucosa en células endoteliales (Johnston y col,

2005). A su vez, la combinacién de curcumina y resveratrol han mostrado efectos
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hipoglucemiantes en ratones diabéticos, por lo que esta combinacion pudiera
controlar los niveles de glucosa en sangre de humanos (Gonzalez-Villegas y col,
2017).

2.4.6.- Efectos neuroprotectores

Los radicales libres inducen peroxidacién de lipidos en las membranas celulares e
inician una disfuncién y muerte neuronal (Gonzalez-Jiménez y col., 2015), debido
a esto, los polifenoles también han sido evaluados sobre el sistema nervioso
central (SNC). Se ha visto que el consumo de antioxidantes capaces de inhibir
esta peroxidacion de lipidos se asocia con la disminucién del riesgo de padecer
alguna enfermedad neurodegenerativa, como el Alzheimer y Parkinson. Silveira y
col., (2011) presentaron al menos cuatro sustancias de naturaleza polifendlica del
fruto guabiyl, capaces de inhibir la acetilcolinesterasa, la cual es una enzima cuya
sobreexpresion es responsable de los efectos clinicos del Alzheimer. Ademas, la
curcumina podria alterar las placas existentes y restaurar las neuritas
distorsionadas en un modelo de raton con Alzheimer (Garcia-Alloza y col., 2007).
Del mismo modo, el vino tinto puede tener un papel neuroprotector, esto debido a
los compuestos antioxidantes que posee, entre los que destacan la catequina,
epicatequina, quercetina y procianidinas, estos compuestos disminuyen la
generacion de ERO, aumentando la expresion y actividad de enzimas
antioxidantes como: la glutation reductasa, superéxido dismutasa, glutation
peroxidasa y catalasa, controlando asi el balance redox en el cuerpo (Martin y col.
2011).

2.4.7.- Otros efectos

Entre algunas de las propiedades que han mostrado los polifenoles ha destacado
su efecto antimicrobiano (Sakagami y col., 2007; Bodet y col., 2008), tal es el caso
de los taninos que pueden inhibir la adhesion de Escherichia coli en células
uroepiteliales en el tracto urinario, asi como la inhibicién la adhesién de

Helicobacter pylori a la mucosa gastrica (Paredes y col.,, 2010). Extractos de
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arandano contienen proantocianidinas que han mostrado un efecto inhibidor de la
adherencia viral y la infectividad del virus de influenza A y B (Weiss y col., 2005),
también evidenciaron un efecto antiviral sobre el VIH (Nair y col., 2002) y han

exhibido su capacidad hepatoprotectora y angiogénica (Han y col., 2007).

De esta manera, los polifenoles ademas de tener propiedades antioxidantes tienen
acciones biologicas especificas para prevenir y tratar enfermedades, por lo que se
ha promovido el consumo de compuestos fenolicos y sus derivados con fines
terapéuticos, surgiendo suplementos alimenticios elaborados a base de
concentrados (Balasundram y col., 2006; Aguilera y col., 2011), incrementando el
interés por los compuestos polifendlicos, tanto por sus usos potenciales como por

sus propiedades nutracéuticas.

2.5.- Aplicaciones de los polifenoles

Debido al potencial antioxidante que presentan los polifenoles, la industria
alimentaria ha evaluado esta propiedad en varios sistemas y modelos
alimentarios, con el objetivo de generar opciones de sustitucion para antioxidantes
sintéticos tales como hidroxianisol butilado (BHA) y hidroxitolueno butilado
(Basaga y col, 1997; Wanasundara y Shahidi.,, 1998; Caleja y col., 2016).
Ademas, su incorporacion en productos lacteos como yogurt ha generado
productos nutracéuticos con alto potencial antioxidante (Karaaslan y col., 2011).
En este mismo contexto, Dos Santos y col. (2017), demostraron mejoras en las
caracteristicas sensoriales como sabor, color y aceptabilidad general de leche
fermentada con L. rhamnosus, tras agregar extractos fendlicos de orujo de uva.
Otro ejemplo claro de la incorporacion de polifenoles en el sector alimenticio son
las antocianinas, consideradas colorantes naturales con alto valor (US$ 1250-
2000/kg) en el mercado (Chan y col.,, 2010); en paises como Europa, Japon,
Estados Unidos y otros paises, son utilizadas en la elaboracion de bebidas,
conservas de frutas, confiteria, derivados lacteos, mezclas secas (bebidas en

polvo), helados de crema y bebidas alcohdlicas (Mateus y Freitas, 2009).
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Dentro de otros usos potenciales se encuentra lo estudiado por Mora y col., (2017)
donde evaluaron el efecto de la suplementacién con isoflavonas derivadas de la
soja sobre los sintomas climatéricos en mujeres postmenopdausicas, disminuyendo
significativamente la sintomatologia. A su vez, la elaboracion de cremas con
extractos etandlicos ricos en polifenoles, han probado un efecto cicatrizante en
ratas con incisiones circulares y lineales, sin mostrar diferencias significativas con
marcas comerciales como Madecassol® (Sintar y col.,, 2011). Se observado el
efecto que tienen las proantocininas, para inhibir biopeliculas bacterianas
compuestas por Staphylococos aureus y S. epidermidis, lo que genera una ruta de
control de enfermedades con importancia clinica sin promover la resistencia de los
patégenos (Neto y col., 2014).

En contraste, Kostyuk y col., (2017) encontraron que los fenilpropanoides,
flavonoides y acidos leontopodicos tiene la capacidad de prevenir y reducir el
fotoenvejecimiento de la piel, abriéndoles paso en la industria cosmética. Debido a
su sensibilidad a la luz, cambios radicales de temperatura y pH, son considerados
inestables a largo plazo, por lo que, para mejorar sus aplicaciones terapéuticas, se
han realizado investigaciones exitosas basadas en la nano encapsulacion de
polifenoles como: el resveratrol, la quercetina, epigalocatequina-3-galato y
curcumina (Conte y col., 2017), esto representa una estrategia prometedora para

la incorporacion de fitofarmacos.

2.6.- Extraccion y cuantificacion de polifenoles

Los compuestos fendlicos poseen amplia distribucion en vegetales (frutas,
verduras cereales, aceitunas, legumbres, chocolate, etc.) y bebidas (té, café,
cerveza, vino, etc.); son considerados parcialmente responsables de las
propiedades sensoriales de algunos vegetales. Si bien, ciertos polifenoles como la
quercetina se encuentran en una amplia gama de productos vegetales; frutas,

verduras, cereales; otros como las flavanonas e isoflavonas son especificas en
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determinados alimentos como soya, uvas, fresa, citricos y frutos rojos (Bhooshany

lbrahim, 2009; Mateus y Freitas, 2009), esto restringe las fuentes de obtencion.

La extraccion de compuestos bioactivos de materiales vegetales es el primer paso
de la incorporacién de fitoquimicos en la preparacién de suplementos dietéticos o
nutracéuticos, aditivos alimentarios, productos farmacéuticos y cosméticos. Los
compuestos fendlicos se pueden extraer de plantas frescas, congeladas o
muestras secas; del mismo modo también se ha implementado la extraccion a
partir del jugo de frutas o verduras (Deroles, 2009). En general, se sabe que el
rendimiento de la extraccion quimica depende del tipo y polaridad del solvente,
tiempo de extraccion y temperatura, relacion muestra-disolvente, asi como en la
naturaleza quimica vy fisica de la muestra (Dai y Mumper., 2010). Por lo tanto, no
existe un procedimiento de extraccion universal adecuado para la extraccion de
todos los compuestos fendlicos vegetales (Dai y Mumper., 2010). Sin embargo, los
métodos usualmente implementados son la maceracion y la extraccion por
soxhlet; por la naturaleza quimica de los compuestos fendlicos, los solventes
utilizados para su extraccion son el metanol, etanol, acetona, acetato de etilo,

siendo utilizadas combinaciones con agua (Xu y Chang, 2007; Deroles, 2009).

Una vez que se obtienen extractos polares de plantas, se recomienda realizar un
método de purificacion preliminar, siendo una técnica clasica la precipitacion con
acetato de plomo aunque, en ocasiones es ineficiente, ya que algunos
compuestos fendlicos no precipitan; otros compuestos pueden coprecipitar y no
siempre es facil eliminar las sales de plomo (Marston y Hostettmann, 2006).
Alternativamente, se han desarrollado algunas técnicas como la extraccion liquido-
liguido o extraccion en fase soélida (EFS), siendo esta Ultima una de las mas
recurridas, ya que es rapido, econdmico y sensible, ademas de la que se puede
usar una gran variedad de fases soélidas, tales como Amberlite XAD-2 , XAD-7 ,
XAD-16 , Oasis HLB, (Dai y Mumper., 2010), en algunos casos, la cromatografia
liquida de alta eficacia (CLAR o HPLC) a escala preparativa, también se ha

utilizado en la purificacion de muestras de polifenoles (Agarwal y col., 2007).
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Los ensayos utilizados para el andlisis de compuestos fendlicos generalmente se
clasifican como aquellos que miden el total contenido fendlico y los que cuantifican
un grupo especifico o clases de compuestos fenolicos. Se sabe, que la
cuantificacion de los compuestos fendlicos en extractos esta influenciada por la
naturaleza quimica del analito, asi como el método de ensayo, la seleccion de
patrones y la presencia de contaminantes (Naczk y col 2006). Los métodos mas
populares para la cuantificacién de polifenoles totales son: el método Folin-Denis
(FD), método de Folin-Ciocalteu (F-C), colorimetria con sales de hierro, los cuales

son métodos espectrofotométricos.

Otro grupo de polifenoles ampliamente cuantificado por métodos
espectrofotométricos son los flavonoides, para esto cominmente se utiliza cloruro
de aluminio y cuyos rangos de lectura son entre 300-500 nm (Madaan y col., 2011;
Ramos y col., 2017). A su vez las antocianinas son un subgrupo de los flavonoides
y al igual que los anteriores, se pueden evaluar a longitudes de onda entre 490 nm
y 550 nm; el método mas comuin y econdémico para la evaluacion de los
compuestos antocianicos es el método de pH diferencial, donde la absorcion de la
muestra se mide a un pH 1 (antocianinas como sales coloreadas de oxonio), asi
como a pH 4.5 (Giusti y Wrolstad., 2001). Por otro lado, el ensayo para medir el
contenido total de proantocianidina (tanino condensado), se lleva a cabo mediante
el butanol y &cido clorhidrico concentrado; durante este proceso las
proantocianidinas se separan en antocianidinas coloreadas, que son cuantificadas
(Dai y Mumper, 2010).

En general, los ensayos espectrofotométricos proporcionan métodos de
cuantificacion simples y rapidos. Sin embargo, las técnicas cromatograficas
modernas de alto rendimiento acompafadas del analisis instrumental son
recomendadas para el perfil y la cuantificacion de metabolitos fendlicos (Simoes y
col.,, 2012). La cromatografia liqguida de alta resolucion (CLAR o HPLC) es la
técnica mas popular y confiable para el analisis de compuestos fendlicos, sin

embargo debido a la presencia de dobles enlace, grupos sustituyentes y
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glicosilaciones, los compuestos fendlicos exhiben una absorcion mas alta o mas
baja en la region ultravioleta (UV) o ultravioleta - visible (UV-Vis). Por lo que, la
mayoria es comun encontrar CLAR acoplados a equipos de deteccién, como UV-
Visible, matriz de fotodiodos (PDA), fluorescencia UV, espectrometria de masas

(MS) y resonancia magnética nuclear (Dai y Mumper., 2010).

2.7.- Cultivo de tejidos vegetales

En el caso de la obtencion y abastecimiento de metabolitos polifendlicos existen
limitaciones, ya que la disponibilidad de materia prima esta sujeta a largos
periodos de cultivo, efectos estacionales, variaciones climaticas, ataque de
enfermedades y plagas, ademas del costo de la agricultura intensiva, junto con la
disminucion de la disponibilidad de tierra cultivable (Ramachandra y Ravishankar.,
2002; Bhooshan y Ibrahim, 2009). Todos estos factores afectan la produccién en
cantidad y calidad adecuada. Por lo que, el desarrollo de nuevas técnicas para la
produccién de compuestos polifendlicos y su optimizacion, ha traido gran atencién.
Una fuente alternativa a la que se ha recurrido es mediante el uso de cultivo de
tejidos vegetales, también conocido como cultivo in vitro de células vegetales
(Delgado y col., 2000; Ramachandra y Ravishankar, 2002; Lila, 2004; Deroles,
2009).

El cultivo de tejidos vegetales consiste en un conjunto de técnicas mediante las
cuales un explante, es decir, una parte aislada de la planta se -cultiva
asépticamente en un medio nutritivo con composicion quimica definida e incubado
bajo condiciones ambientales controladas. Estas técnicas permiten el
establecimiento, desarrollo y mantenimiento de un tejido, Organo, célula o
protoplasto, basandose en el principio de totipotencialidad celular, que establece
que a partir de cualquier célula de una planta es posible regenerar un individuo
completo; esta condicion es aprovechada dentro del cultivo in vitro para cumplir
con tres objetivos principales: la micropropagacién, el estudio genético, fisioldgico
y bioquimico y la produccion de metabolitos secundarios de interés (Zhong, 2001).

No obstante, existen factores que influyen en la respuesta del explante dentro del
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cultivo in vitro como: la composicion del medio, el uso de reguladores de
crecimiento, las condiciones ambientales y el genotipo o variedad vegetal con la

que se esté trabajando.

2.7.1.- Medios de cultivo

La composicién del medio implementado en cultivo de tejidos vegetales depende
de la especie a cultivar, por lo que se han descrito un gran nUmero de medios
nutritivos (Cuadro 1), sin embargo, todos constan de elementos generales como
sales minerales, vitaminas, aminoacidos y azUcares. La composicion de sales
minerales fue disefiada en forma precisa para cada uno de los medios y esta dada
tanto por macroelementos (N, P, K, S, Mg y Ca) como por los microelementos (B,
Mn, Zn, Cu, Ni, Co, Mo, Al, I y Fe). Estos nutrientes deben estar en una
concentracién que permita un apropiado desarrollo vegetal (Triyano y Gray, 2011).
Las vitaminas favorecen el crecimiento de los tejidos vegetales y algunos
comunmente utilizados son: tiamina (B1), piridoxina (B6) y acido nicotinico
(Krikorian, 1991). Otras vitaminas que suelen ser Utiles son &cido pantoténico,
biotina, riboflavina (B2), colina, cianocobalamina (B12) y &cido félico. El papel de
los aminoacidos en la nutricion de los tejidos y células vegetales es complejo, ya

que los tejidos responden en forma diversa (Triyano y Gray, 2011).
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Cuadro 1. Composicion de macro y micronutrientes en medios comunmente utilizados en

el cultivo in vitro

Compuesto MS B-5 WPM NN SH | White | Chu
Macronutrientes mg-L™
KNO; 1900 2500 - 950 | 2500 80 2830
NH;NO3 1650 - 400 720 - - -
Ca (NO3),. 4H,0 - ] 556 | - ~ | 300 | -
CaCl,.2H,0 440 150 96 166 200 - 166
MgS0O,.7H,0O 370 250 370 185 400 720 185
KCI - - - - - 65 -
KH,PO, 170 - 170 68 - - 400
NH4H,PO, - - - - 300 - -
NaH,PO,.H,0 - 150 - - - 16.5 -
Na,SO, - - - - - 200 -
(NH.), SO, - 134 - - - — | 463
K,SO, - - 990 - - - -
Micronutrientes mg-L™
MnSO,.H,O 22.3 - - - - 7.0 -
MnS0O,4.4H,0 - 10 223 | 25.0 | 10.0 - 4.4
ZnS0,4.7H,0O 8.6 2.0 8.6 10 1.0 3.0 15
Hs:BO3; 6.2 3.0 6.2 10 5.0 15 1.6
Kl 0.83 0.75 - - 1.0 0.75 0.8
CuS0,.5H,0 25 MC 25MC | 0.25 | 0.025| 0.2 - -
Na2Mo00,4.2H,0 250 MC | 250 MC | 0.25 | 0.26 0.1 - -
CoCl,.6H,0 25 MC 25 MC - - 0.1 - -
FeS0,.7H,0O 27.8 - 278 | 27.8 | 15.0 - 27.85
NaFeEDTA - 28 - - - - -
Na,EDTA.2H,0O 37.3 - 372 | 37.3 | 20.0 - 37.25
Fe,(S0,)s - - - - - 2.5 -
Vitaminas mg-L™
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Myo-inositol 100 100 100 | 100 | 1000 - -

Tiamina 0.1 10 1.0 0.5 5 - 1.0
Acido nicotinico 0.5 1 0.5 5 5 - 0.5
Piridoxina HCI 0.5 1 0.5 0.5 0.5 - 0.5
Biotin - - - 0.2 - - 0.05
Acido folico - - - - - - 0.5

Medios Murashige y Skoog (MS), Woody Plant. Medium (WPM) Gamborg (B-5) Nitsch y
Nitsch (NN), Schenk y Hildebrandt (SH), White y Chu.

Debido a que los tejidos cultivados in vitro son incapaces de fijar CO,, se agregan
azucares al medio con la finalidad de que actien como fuente de carbono;
usualmente la mas implementada es la sacarosa cuyas concentraciones van del 2
al 4 % (p/v), sin embargo, otros azUcares capaces de sostener el desarrollo
vegetal son glucosa, fructosa, trehalosa, maltosa y lactosa (Triyano y Gray, 2011).
Ademas de que su incremento esta relacionado directamente con la produccion de

algunos metabolitos secundarios.

2.7.2.- Reguladores de crecimiento

Los reguladores de crecimiento vegetal (RCV) son moléculas organicas que en
pequefas concentraciones afectan diferentes procesos como la division celular, el
crecimiento y morfogénesis vegetal. Estos compuestos al ser sintetizados en la
planta son llamados fitohormonas u hormonas, no obstante, también existen RCV
sintéticos siendo ampliamente aplicados en la horticultura (Jankiewicz, 1997). En
el cultivo de tejidos vegetales comunmente son aprovechadas para la estimulacion
del desarrollo de embriones somaticos, induccion y crecimiento de callo,
proliferacion de brotes axilares, crecimiento de tallo y desarrollo de raices
adventicias. Los RCV son clasificados en cinco grupos, los cuales son: auxinas,

citocininas, giberelinas, acido abscisico y etileno (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Clasificacion de los reguladores de crecimiento comunmente utilizados en CTV
(Triyano y Gray, 2011)

Tipo de RCV Nombre Abreviatura
Auxina Acido a-naftalenacético ANA
Acido indolbutirico AIB
Acido 2,4- 2,4-D
diclorofenoxiacético
Dicamba DIC
Picloram PIC
Citocinina Zeatina ZEA
N-isopentenil adenina 2-IP
Bencil adenina BA
Cinetina K
Giberelinas Acido giberelico AG3
Acido abscisico Acido abscisico ABA
Etileno Etileno Etileno

Se muestran las abreviaturas regularmente utilizadas en el cultivo de tejidos vegetales
(CTV) para cada regulador de crecimiento vegetal (RCV).

Las auxinas, generalmente estimulan procesos como: crecimiento celular,
formacion de raices, elongacion de los tallos, division celular en el cambium
vascular y diferenciacion del xilema secundario (Jankiewicz, 1997). En el cultivo de
tejidos, las auxinas son comunmente utilizadas en la induccion de callos y
formacion de raices, aunque combinadas con citocininas promueven crecimiento
de callos y suspensiones celulares (Triyano y Gray, 2011). Las citocininas
participan en procesos como: la division y diferenciacion celular, retraso de la
senescencia, desarrollo de cloroplastos, desarrollo vascular, asi como iniciacion y

desarrollo de brotes (Jankiewicz, 1997). Comunmente se aplican en el cultivo in
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vitro para inducir la proliferacion de brotes, y estimular la division celular

frecuentemente en conjunto con auxinas (Triyano y Gray, 2011).

La proporcidén entre auxinas y citocininas permite regular la organogénesis o la
desdiferenciacion de los tejidos, por lo que se deben establecer las
concentraciones de auxinas/citocininas para cada especie vegetal y segun el

objetivo del trabajo (Figura 6).

CONCETRACION CONCENTRACION
DE AUXINA DE CITOCININA
RESPUESTA
ALTA NULA
PRODUCCION DE RAICES
EMBRIOGENESIS
TEJIDO CALLOSO
BROTES ADVENTICIOS
NULA PROLIFERACION DE YEMAS AT

Figura 6. Respuesta de explantes in vitro bajo la presencia de auxinas y citocininas
(Pérez y col., 1999).

Las giberelinas, en plantas ejercen efecto sobre la elongacién del tallo, la
expresion sexual, sobre el tiempo de latencia y germinacién (Jankiewicz, 1997).

Las giberelinas tipicamente no desempefian un papel importante en la regulacion
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del desarrollo in vitro, aunque se han utilizado para aumentar el alargamiento de

los brotes antes del enraizamiento (Triyano y Gray, 2011).

El acido abscisico o ABA desempefia un papel en la germinacion e inactividad de
las semillas, el control estomético, la abscisién de las hojas y la senescencia
(Jankiewicz, 1997). En sistemas de cultivo de tejidos, el ABA es generalmente
positivo en concentraciones relativamente bajas, pero en altas concentraciones
inhiben tanto el crecimiento del callo como la formacién de yemas, raices y
embriones. ABA se utiliza con mayor frecuencia para mejorar la maduracién y el
crecimiento normal de los embriones somaticos (Triyano y Gray, 2011). El etileno
influye en el proceso de maduracion de frutos, la senescencia, la abscision y el
estrés (Jankiewicz, 1997); se sabe que el cultivo de tejidos a concentraciones altas
puede inhibir el crecimiento de tejidos (Triyano y Gray, 2011), y aunque no es

comun su aplicacion se utiliza para estudiar procesos de estrés.

2.7.3.- Condiciones ambientales

Los principales factores ambientales que inciden sobre los cultivos son la luz, la
temperatura y la humedad relativa. Por lo que, en el cultivo in vitro estas
condiciones suelen ser lo mas semejante posible. Si bien la calidad de la luz
puede determinar diferentes respuestas morfogénicas, en general se utiliza luz
blanca a una intensidad luminica entre 1000 a 5000 Ilux. El fotoperiodo
normalmente es ajustado a 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, aunque
algunos cultivos requieren oscuridad para un eficiente crecimiento (Triyano y Gray,
2011); aun cuando cada especie presenta un intervalo de temperatura 6ptimo, las
camaras de cultivo frecuentemente se regulan entre 22 y 28 °C obteniendo
resultados satisfactorios (Gamborg, 2002). La humedad relativa dentro del cultivo
de tejidos vegetales no es comunmente reportada, sin embargo, se mantiene
alrededor del 70 % y varia con la temperatura de la camara y el tipo de cierre de

los recipientes (George, 1987).
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2.7.4.- Tipos de cultivo

Los explantes, al ser cultivados bajo condiciones especificas, pueden generar
tejidos vegetales diferenciados o indiferenciados. Los tejidos diferenciados dentro
del cultivo in vitro, hacen alusion a la regeneracion de partes de la planta o bien
plantas completas, esto puede ocurrir a través de dos procesos: la embriogénesis
somatica u organogénesis. La embriogénesis somatica, es decir embriones que no
resultan de la fusibn de gametos, siendo estructuras bipolares, capaces de crecer
y formar plantas normales (Litz y Jarret, 1991; Jiménez Gonzalez, 1998). La
embriogénesis somatica se puede obtener directamente de un explante
(embriogénesis directa) o utilizando tejidos indiferenciados (embriogénesis
indirecta) (Walden y Wingender, 1995). Ahora bien, la organogénesis se basa en
la regeneracion de plantas mediante la produccion de brotes, pueden formarse
directamente del explante (organogénesis directa) o indirectamente a partir de
callos (Jiménez Gonzalez, 1998; Sugiyama, 1999). La organogénesis es la técnica

mas comun empleada en propagacion masiva de plantas.

En el caso de los cultivos vegetales indiferenciados se obtienen a partir de
organos o0 tejidos organizados que son capaces de desdiferenciarse ante la
presencia de RCV exdgenos. Dicha estrategia genera la formacion de tejido
calloso, que es una masa amorfa de células con proliferacion continua, acelerada
y desorganizada (lkeuchi y col.,, 2011). Una de las propiedades importantes del
callo es la llamada friabilidad, que se define como la tendencia de las células a
separarse unas de otras, por lo que un callo friable es aquel que se disgrega
facilmente; el callo friable puede establecerse en un medio liqguido con agitacion
constante para dar origen a las llamadas suspensiones celulares formadas por
células libres agregadas, facilitando el contacto con los nutrientes (Arias y col.,
2009). En ambos cultivos los procesos de transferencia de masa son eficientes y
pueden desarrollarse con densidades celulares mas elevadas, lo que representa
ventajas para el desarrollo, control y manipulacién (Trejo y Rodriguez, 2007),
siendo Optimos para la produccion de metabolitos secundarios de interés como los

polifenoles.
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2.8.- Produccién de metabolitos polifendlicos mediante el cultivo in vitro

Si bien diversas estrategias han sido desarrolladas para incrementar la produccién
de metabolitos secundarios en tejidos indiferenciados, en general los estudios
biotecnolégicos sobre la produccion de metabolitos polifendlicos dentro del cultivo
in vitro han reportado la influencia de diversos factores como: las condiciones
fisicas del desarrollo de los cultivos (temperatura, luz, fotoperiodo, etc.), la
composicion quimica del medio (tipo y concentracién de la fuente de carbono,
disponibilidad de nutrientes, etc.), adicién de precursores y elicitacion (Pascual y

col., 2008; Simdes y col., 2012), por lo que se resumen en el Cuadro 3.
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Con base en estos reportes se ha observado la eficacia de la manipulacion de
factores fisicoquimicos en la produccidén de polifenoles, flavonoides y capacidad
antioxidante, sin embargo no todas las especies ni variedades responden de la
misma manera ante los estimulos, por lo que es necesario ampliar los estudios
para el desarrollo de una técnica eficiente y aplicable en especies del género
Rubus.

3-. JUSTIFICACION

La industria farmacéutica, cosmética y alimentaria ha intensificado su interés en
los metabolitos polifendlicos, debido a las propiedades nutracéuticas vy
aplicaciones que han evidenciado estos compuestos. EI nimero de factores que
afectan la produccion de los polifenoles dentro de las plantas, junto con las fuentes
naturales limitadas, restringe su obtencion en cantidad y calidad adecuada
impidiendo su eficiente explotacién. Por esta razon es necesario explorar fuentes y
estrategias para la obtencion de compuestos polifendlicos, como los presentes en
las especies silvestres del género Rubus encontradas en el estado de Michoacan.
Una de las alternativas a las que se ha recurrido es el uso de técnicas
biotecnolégicas como el cultivo in vitro, que ha dado la oportunidad de aumentar la
produccion de compuestos de interés industrial, cuya calidad y costos no sean
afectados por el tiempo de desarrollo, condiciones climaticas y sanitarias de la
planta. El cultivo de tejidos vegetales puede ayudar a intensificar la produccion de
metabolitos fendlicos de especies silvestres como Rubus glaucus a través de la
generacion de callo, aportando nuevos elementos para su eficiente produccion,
abriendo asi nuevas perspectivas para el uso de los polifenoles y la obtencién de
alimentos funcionales ricos en antioxidantes, conlleva esto a generar nuevas

fuentes de empleo dentro de la industria.
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4. HIPOTESIS

La exposicion de callo de Rubus glaucus a diferentes estimulos incrementa la

produccion de polifenoles.

5. OBJETIVOS

5.1.- Objetivo General

Evaluar la respuesta de la produccion de polifenoles en callo de Rubus glaucus

expuesto a diferentes estimulos quimicos.

5.2.- Objetivos especificos

e Establecer un sistema de propagacién de callo proveniente de hoja y tallo
de Rubus glaucus.

e Activar la respuesta de la produccion de polifenoles en callo de Rubus
glaucus bajo diferentes estimulos quimicos.

e Comparar la concentracion de polifenoles y flavonoides en extractos de
callo bajo diferentes estimulos quimicos.

e Evaluar la capacidad antioxidante de callo con y sin estimulo.

e Confirmar el incremento de compuestos fendlicos mediante cromatografia

liquida de alta resolucién.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1.- Colecta y establecimiento in vitro de yemas axilares de Rubus glaucus

Se colectaron yemas axilares en estado vegetativo de zarzamora silvestre y que
fueron utilizados como explante. EIl sitio de colecta fue ubicado en el estado de
Michoacéan; se registraron las coordenadas geograficas, las cuales fueron altitud
(msnm) 1889, latitud 19° 28 38”; y longitud 102° 4’ 31”. La colecta se llevo a cabo
entre los meses de abril y mayo del 2016; se seleccionaron tallos jovenes sin dafio
aparente o ataque de patdgenos. Los explantes se seccionaron en fragmentos de
5 cm con una yema axilar en estado de crecimiento, posteriormente fueron
colocados en papel estraza himedo y en bolsa hermética para ser trasladados al
laboratorio de bromatologia de la Facultad de Agrobiologia “Presidente Juarez’ de
la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, ubicada en Uruapan,
Michoacan. Una vez en el laboratorio fueron sometidos al sistema de asepsia para
su establecimiento in vitro en medio MS. A la par algunas muestras fueron
transportadas al laboratorio de biologia molecular del Tecnolégico de Tlajomulco
de Zuohiga Jalisco, donde la especie colectada fue identificada como Rubus
glaucus.

Para el establecimiento de los explantes se disefiaron tres tratamientos de
asepsia; debido a que los tallos de Rubus glaucus cuentan con una capa de ceras
denominada pruina, en los tratamientos se incorporé0 una soluciéon de jabdn
liquido comercial que contiene componentes tensoactivos anionicos (Salvo) y una
solucién de jabon comercial con tensoactivos no ionicos y peroxido de hidrogeno
al 50 % (Vanish), para facilitar la eliminacion de particulas y grasas. Cada
tratamiento se describe en el Cuadro 3, tomandose como control el tratamiento T-
0.
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Cuadro 3. Tratamientos de asepsia para la especie silvestre de Rubus glaucus

Tratamientos
T-0 T-1 T-2 T-3

Elementos

Enjuague con agua X X X X
corriente

Solucion de jabon liquido X X X X
comercial al 5 % con alquil
sulfato de sodio (Salvo) por
10 min.

Solucién de jabon X X X
comercial al 6 % con
peroxido de hidrogeno y
tenso activos no idnicos

(Vanish) por 15 min.

Alcohol al 70 % por 3 min. X X X
Solucién 10 % de X X

hipoclorito de sodio por 10

min.
Solucion 10 % de X
hipoclorito de sodio por 20

min.

Solucion antioxidante (0.5 X X
g. L™ de éacido ascorbico y

citrico) estéril por 40 min.

Cada tratamiento fue resumido con la letra ‘T’ seguido del numero de cada tratamiento.
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Se realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril en cada etapa para
eliminar residuos de los productos utilizados, excepto tras el uso de la solucién
antioxidante. Cada tratamiento se llevd a cabo con siete repeticiones. Cada
repeticion consisti6 en un frasco con tres explantes en 20 mL de medio MS
suplementado con 30 g-L! de sacarosa, 8.0 g-L! de agar, 1.0 g-L"* de carbén
activado, todos a un pH de 5.7. Se evalué el porcentaje de explantes establecidos,

mortandad por oxidacion y contaminacion tras 30 dias de incubacién.

6.2.- Induccioén de callo

Para la induccién de callo se tom6 el protocolo previamente establecido por Tapia-
Pérez y col., (2014), por lo que se seleccionaron hojas de 1 cm? y tallos
aproximadamente de 2 cm proveniente de plantas previamente establecidas in
vitro. Se colocaron cinco hojas y tres tallos por frasco con 20 mL de medio MS
suplementado con 1 mg-L™? de acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4- D); 7 g-L* de
agar y pH a 5.7. Se realizaron cambios de medio de cultivo cada 15 dias, hasta

tener una masa de 1 g (aproximado) de callo friable por frasco.

6.3.- Evaluacién de compuestos antioxidantes en la oxidacion de callo

En esta etapa se colocaron 0.5 g de callo friable en cajas con 10 mL de medio MS
suplementado con 7 g. L™ de agar, 1 mg. L™ 2,4 D y diferentes concentraciones de
antioxidante. Los antioxidantes evaluados fueron: &cido ascoérbico, acido citrico, L-
cisteina, polivinil pirrolidona (PVP), cuyas proporciones se describen en el Cuadro
4.
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Cuadro 4. Tratamientos formulados para inhibir la oxidacién de callo de Rubus glaucus

Tratamientos | Acido ascorbico | Acido citrico L- cisteina PVP (g-L™)
mg-L™) mg-L™) mg-L™)
A-0 - - - -
A-1 50 50 - -
A-2 100 100 - -
A-3 50 50 20 -
A4 - - - 1

Para resumir cada tratamiento se utilizé la letra ‘A’ seguido del numero del tratamiento. A-

0 corresponde al grupo control.

Cada tratamiento consistio en tres repeticiones, cada repeticién fue compuesta por

cuatro cajas Petri con un callo cada una. Se evalu6 el porcentaje de oxidacion a

los 21 dias de incubacion.

6.4.- Proliferacién de callo

Para la proliferacion de callo se colocaron 0.5 g de callo friable en cajas Petri con

10 mL de medio MS suplementado con 7 g-L™ de agar, 1 g-L ™! de PVP y diferentes

concentraciones de 2,4 D y BA; ANA 'y BA, los cuales se describen en el Cuadro 5.

Pag. 39



Cuadro 5. Combinacion de hormonas utilizadas para proliferacion de callo de Rubus

glaucus

Medio | BA(mg.L™) |ANA(mg.L™) |24-D(mg.L™)
P-0 - - 1
P-1 0.6 0.6 -
P-2 2 1 -
P-3 2 - 1
P-4 1 - 0.5

‘P’ (proliferacion), seguido del nimero del tratamiento. P-0 se consideré como control.

Cada tratamiento se hizo por triplicado, cada repeticién estuvo compuesta por una

caja Petri con un callo. Se determind la curva de crecimiento con base en lo

propuesto por Stepan-Sarkisian (1990), por lo que se registré el peso fresco (PF)

cada 3 dias, hasta la pérdida de peso.
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6.5.- Evaluacion del polivinilo pirrolidona (PVP)

Se realizé la evaluacion del PVP como captador de polifenoles, por lo que, se

formularon cinco tratamientos diferentes (Cuadro 6).

Cuadro 6. Aditivos utilizados en la valoracién de PVP como captador de polifenoles

Tratamiento | Stock (MS) | PVP (1 g-L™) Callo Acido galico (16
mgeL")

CP-0 (M/C) X X X

CP-1 (M/C) X X X X

CP-2 (M/C) X X X

CP-3 (M/IC) X X X

CP-4 (M/C) X X

CP-5 (M/C) X X

‘CP’ captacion de polifenoles, seguido del numero del tratamiento, la letra ‘M’ propia para
medio y ‘C’ para callo. El tratamiento CP-0 corresponde al control.

Se colocaron 0.5 g de callo en 20 mL de medio. Cada tratamiento estuvo
compuesto por tres repeticiones, cada repeticién constd por un frasco con un callo,
los cuales, fueron incubados por 15 dias en las condiciones antes mencionadas.
Para la obtencion de extractos etandlicos, el callo y los medios fueron macerados
como se describe en el apartado 6.7 que corresponde a la extraccién y

cuantificacion de polifenoles.

6.6-. Estimulacion de polifenoles

La estimulacion de polifenoles se realizd6 utiizando 18 medios diferentes
formulados a base del medio para mantenimiento de callo, con diferentes

concentraciones de sacarosa (15, 30 y 60 g-L™), proporciones de nitrato de
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potasio (0, 1, 2) y sales minerales (50, 100 %); tal y como se describe en el
Cuadro 7.

Cuadro 7. Tratamientos formulados con diferentes concentraciones de sacarosa, nitrato y

diluciéon de sales minerales

Stock (minerales) 50% 100%
KNO; 0 1 2 0 1 2
Sacarosa
15 geL™" M-1 M-2 M-3 M-11 M-12 M-13
30geL” M-4 M-5 M-6 M-14 M-15 M-16
60 gL M-7 M-8 M-9 M-17 M-18 M-19

‘M formulacion del medio, seguido del nimero del tratamiento. Se eliminé el M-10 para
facilitar su comparacion. El tratamiento M-15 se tom6 como control.

En cada tratamiento consistio en tres repeticiones, cada uno estuvo compuesto
por 0.5 g de callo friable en un frasco con 20 mL de medio. Se registro el peso
fresco (PF) cada tercer dia para determinar el tiempo de exposicion en cada
tratamiento, el tratamiento M-15 fue tomado como referencia, ya que contiene las
concentraciones basales del medio MS. Esto se realizd6 tanto para el tejido

proveniente de hoja como para tallo.

6.7.- Condiciones de cultivo

En todas las etapas los frascos con explantes (yemas axilares y callos) se
incubaron a temperatura ambiente con intensidad luminica de 800 Ilux y un
fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad, durante los periodos correspondientes de

cada etapa.
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6.8.- Extraccion y cuantificacion de polifenoles

Los compuestos fendlicos fueron extraidos con base en lo reportado por Simdes y
col., (2009) con modificacion del solvente. Se tomé 1 g de peso fresco de callo en
4 mL de etanol, se incubaron por 48 h a 4 °C. Los macerados fueron centrifugados

y se recuperdé el sobrenadante.

La cuantificacion de polifenoles se realiz6 mediante el analisis espectrofotométrico
de Folin-Ciocalteau previamente establecido, y que consistio en tomar 0.05 mL del
extracto etanolico, se adicion6 0.1 ml de Folin-Ciocalteau (al 1 N), 0.550 mL de
agua destilada, y 0.300 mL de carbonato de sodio 7.5 % (NaCOs3), se agitd y se
dej6 en incubacién por 15 min en ausencia de luz. Se ley6 la absorbancia a 760
nm. La curva patrén se realizd con solucién de &acido galico (0.5 mg-mL™?). Las
unidades fueron expresadas en microgramos Equivalentes de acido galico (ug
EAG) -g* de peso fresco (PF), basado en la derivada de ecuacion de la curva de
calibracion con una R?= 0.996.

6.9.- Determinacién de flavonoides totales

La determinacion de flavonoides totales se realizd por espectrofotdmetro
basandose en lo reportado por Madaan y col. (2011), se tomé una alicuota de 0.5
mL del extracto etandlico proveniente de callo, se le agregd 1.5 mL de etanol a 95
%, 0.1 mL de una solucién de AICl3 (al 10 %), 0.1 mL de solucién de acetato de
potasio al 1 M y 2.8 mL de agua destilada; la mezcla se incubé por 30 min. Su
absorbancia se leyé en un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 415 nm.
La curva patréon se realiz6 con solucion de quercetina (0.25 mg-mL™). Las
unidades fueron expresadas en microgramos Equivalentes de quercetina (ug EQ)
.g™! PF basado en la derivada de ecuacién de la curva de calibracién con una R%=
0.998.
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6.10.- Actividad antioxidante

6.10.1 .- Radical 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH)

Para evaluar la actividad antioxidante se midi6 la neutralizacién del radical 2,2-
difenil-1-picrilhidracil (DPPH), por lo que se prepard una solucion en etanol al 0.1
mM. Para la lectura de los extractos fueron diluidos 1:4 en etanol. Se coloco 0.8
mL de solucién de DPPH con 0.2 mL de muestra (dilucion o patrén), transcurridos
30 min se leyo la absorbancia a 517 nm. La capacidad antioxidante se calculo

mediante la siguiente ecuacion:

Porcentaje de inhibicion DPPH = [(Aplanco — Amuestra)/Ablanco] X 100
Donde

Aplanco= Absorbancia del blanco.

Amuestra= Absorbancia de la muestra.

6.10.2.- Radical dcido 2,2’azinobis-(3- etilbenzotiazolina)-6-sulfénico (ABTS)

La actividad neutralizante del radical acido 2,2’azinobis-(3- etilbenzotiazolina)-6-
sulfonico (ABTS) fue medida bajo la metodologia reportada por Ozturk y col.
(2011). Se elabor6é una solucién acuosa de ABTS con persulfato de potasio,
pasadas 12 h la solucion se diluy6é en etanol hasta obtener una absorbancia de 0.7
+ 0.02 a 734 nm. Se coloco 0.950 mL de soluciéon de ABTS con 0.025 mL de
muestra adicionado con 0.025 mL de etanol, transcurridos 30 min se leyd la
absorbancia a 734 nm. La capacidad antioxidante se calculd mediante la siguiente

ecuacion:
Donde

Apianco= Absorbancia del blanco.
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Amuestra= Absorbancia de la muestra.

6.10.3.- Poder reductor de hierro (ll1) o FRAP

El poder reductor de ion férrico se baso en lo reportado por Lui y col., (1982). Se
prepararon tres soluciones (A, B y C), las cuales fueron formuladas con los

componentes siguientes:

- A- 300 mM de acetato de sodio disuelto en 0.8 ml de &cido acético y 49.2
mL de agua, seguido de un ajuste del pH a 3.6.

- B- 10 Mm de 2, 4, 6 tripiridil-s-triazina- ferroso (TPTZ), en 5 mL acido
clorhidrico al 40 mM.

- C-20 mM de cloruro férrico en 5 mL de agua.

Se mezclaron las soluciones anteriores en una proporcion 10:1:1, seguido de un
bafio maria a 37 °C por 10 min. Se tomaron 0.950 mL de esta mezcla y se
adicionaron 0.025 mL de muestra con 0.025 mL de etanol, se incub6 durante 30
min en agitacion. Finalmente se midio la absorbancia a 593 nm. Como estandar se
utilizé una solucion de &cido galico usando 10 puntos como referencia (0.125- 1.25
mg). Los resultados fueron expresados en pug EAG-mL™ de muestra basado en la

derivada de ecuacion de la curva de calibracién con una R?= 0.996.

6.11.- Cromatografia liquida de alta eficacia

Para llevar a cabo la cromatografia liquida de alta eficacia (CLAR o HPLC), se
basd en lo reportado por Herndndez-Abreu y col, (2011), por lo que se utilizaron
extractos obtenidos por evaporacion de solvente durante 24 hr en campana de
flujo laminar. Los extractos recuperados fueron disueltos en metanol grado HPLC,
con proporcién de 1 mg de extracto por 1 mL de solvente (mg-mL-1). Los extractos
fueron pasados por un filtro de nylon de 0.45 um y almacenados en viales ambar.
Los experimentos se llevaron a cabo en un equipo CLAR (Serie de PerkinElmer

Sistema 200), con un detector UV-Vis, una columna Zorbax C18 de 4,6 mm x 250
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mm (marca Agilent) y el software Total Chrom para la obtencion de datos. La fase
movil consisti en metanol-agua en una proporcion 61:39 (v/v) a un flujo de 0.7
I/min; la inyeccion de la muestra se realizd con un loop de 20 uL y se efectud la
lectura de los picos a una longitud de onda de 260 nm. Como estandares se

utilizaron acacetina y quercetina.

6.12.- Anédlisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar con arreglo factorial de 3 x 3 x
2. Se realiz6 un analisis de varianza con comparaciéon mdltiple de medias
utilizando la prueba de Tukey para diferencia minimas significativas con valores de
probabilidad de P < 0.01, a menos que se indique lo contrario. Se efectuaron
andlisis de varianza de efectos simples para las interacciones entre factores. Los
datos obtenidos se analizaron mediante el software SAS version 9.0. Por otro lado

se realiz6 la prueba de correlacion de Pearson entre las variables anteriores.
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7.- RESULTADOS Y DISCUSION

7.1.- Colecta y establecimiento in vitro de yemas axilares de Rubus glaucus

Los resultados con respecto a la perdida de explantes indican un porcentaje de
mortandad por contaminacion del 20 a 73 % (Figura 7), siendo el tratamiento
control (T-0) que reportd estadisticamente la mayor perdida y el T-3 el menor
porcentaje. Se observo también mortandad debida a la oxidacién del tejido de 26
a 40 %, siendo el tratamiento T-1 quien presento la perdida estadisticamente mas
alta (P < 0.01) respecto a los demés tratamientos; en contraste el tratamiento T-0 y
T-2 reportaron el menor valor sin mostrar diferencias estadisticamente
significativas en ambos tratamientos. Por otro lado, evidencié porcentajes de
explantes establecidos que van de 0-46 %, siendo T-3 quien mostré el valor
estadisticamente mayor (P < 0.01) en contraste, al control que tuvo nula cantidad

de establecimiento in vitro.
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contaminacion por oxidacion establecidos

Figura 7. Porcentaje de mortandad y establecimiento in vitro de yemas axilares de Rubus
glaucus. T-0) enjuague con agua Yy solucién de jabdn; T-1) hipoclorito de sodio al 10 % por
10 min; T-2) hipoclorito de sodio al 10 % por 10 min y solucién antioxidante; T-3)
hipoclorito de sodio al 10 % por 20 min y solucion antioxidante. Letras iguales indica
valores estadisticamente iguales entre colores a P < 0.01 de acuerdo con la prueba de
Tukey.

Se aprecié un efecto positivo tras la incorporacion de la solucién antioxidante,
disminuyendo significativamente el porcentaje de mortandad por oxidacion (de 40

a 26 %). Aunado a esto, la mortandad por contaminacion se redujo (de 40 a 20 %),
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al aumentar el tiempo de inmersién en hipoclorito de sodio, aunque se incrementd

la pérdida por oxidacion.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan con lo reportado por
Flores (2007), quien mostré resultados del 45 % de explantes establecido de
Rubus ideaus al utilizar soluciones fungicidas, bactericidas e hipoclorito de calcio
(CaClOy). Ademaés, los resultados muestran mayor susceptibilidad de Rubus
glaucus ante el tiempo de inmersién en hipoclorito de sodio. Esto indica que la
oxidacion incrementa la pérdida de explantes en el establecimiento in vitro de las
especies de Rubus. Azofeifa (2009), recomienda el uso de soluciones
antioxidantes previniendo pérdidas importantes durante los sistemas de asepsia.
Existen pocos trabajos que reporten un sistema de establecimiento in vitro para las
especies del género Rubus. Debido al diferente comportamiento entre las

especies se requiere realizar pruebas posteriores.

7.2.- Induccién de callo

El inicio de la formacion de tejido calloso en hoja, se observd al quinto dia
iniciando por el pedunculo, para posteriormente tener una desdiferenciacion

completa a los 21 dias (Figura 8).
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Figura 8. Evolucion de la formacion de callo en hoja (A) y tallo (B) de Rubus glaucus. En

la imagen se puede observar que la desdiferenciacion de tallo ocupé el doble de tiempo
de la hoja.

En tallo se tuvo la callogénesis al décimo dia, para tener una desdiferenciacion
completa hasta el dia 40, en ambos tejidos se obtuvo callo con friabilidad del 100
%. Sin embargo, los explantes de hoja tuvieron mayor rapidez en la formacién de
callo, esto concuerda con los reportado por Devi y col.,, (2015), en Leucas aspera
(Willed) Linn. donde se observd mayor capacidad de desdiferenciacién celular de
la hoja (79 %) en comparacion con el tallo (60 %). No obstante, el uso de
cotiledones como explante para la induccion de callo suele ser eficiente tal como
lo evidenciaron Semiarti y col., (2017), ya que resultdé mas eficiente el uso de este

tejido en comparacion con la hoja.

Se realizaron subcultivos cada 15 dias, sin embargo, tras el dia 21 se observo un
crecimiento lento y una pérdida considerable del tejido debido a la oxidacion. La
oxidacion es uno de los problemas mas frecuentes en los tejidos cultivados in
vitro, esto puede generarse o incrementarse durante el proceso de escision,

limpieza, desinfeccion y cultivo del explante. Azofeifa (2009), recomienda la
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adicion de antioxidantes al medio de cultivo como acido ascoérbico vy citrico, para
prevenir la pérdida importante por oxidacion. Por lo que se considerd un posterior
experimento para evaluar la respuesta del antioxidante por 1 g-L* de PVP para el
mantenimiento de callo.

7.3.- Evaluacién de compuestos antioxidantes en la oxidacion de callo

Con el objetivo del mantenimiento de callo se realiz6 la evaluacion de cinco
tratamientos, evaluandose el porcentaje de oxidacion del tejido. Dentro de los
resultados se observd menor porcentaje de pérdida de tejido por oxidacion tras el
tratamiento con A-4 (13 %), siendo estadisticamente menor (P < 0.01) con

respecto al control, que presenté una pérdida de tejido del 96 % (Figura 9).
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Figura 9. Porcentaje de oxidacion tras la adicion de diferentes antioxidantes en callo de
Rubus glaucus. A-1) 50 mg-L™ &cido ascorbico y citrico; A-2) 100 mg-L™ &cido ascorbico y
citrico; A-3) 50 mg-L™"acido ascérbico y citrico y 20 mg-L'de cisteina; A-4) 1 g-L*PVP.
Letras iguales indica valores estadisticamente iguales entre columnas a (P < 0.01) de
acuerdo con la prueba de Tukey.

En contraste, el tratamiento A-4 no mostré diferencia estadistica significativa (P <
0.01) con los tratamientos A-2 y A-3, sin embargo, se decido utilizar el tratamiento
A-4 (1 g-L! de PVP) en las pruebas posteriores, ya que su efecto antioxidante se
observd entre los primeros siete dias de incubacién, mientras A-2 y A-3 o
evidenciaron tras este tiempo. Se sabe que los tejidos indiferenciados son mas
susceptibles a la oxidacion, ya que los procesos limpieza y de subcultivos son mas
frecuentes que en tejidos diferenciados; es comuUn encontrar compuestos
antioxidantes incorporados en el medio de cultivo como acido ascorbico y citrico,
L- cisteina, PVP, al igual que AgNO3 y en menor grado el carbon activado debido
a su propiedad adsorbente (Azofeifa., 2009; Ramirez-Gonzélez y col., 2015).
Algunos otro factores que llegan que incrementan la oxidacion de los tejidos es el

tiempo de exposicion al oxigeno durante las técnicas de limpieza, la posicion y el

Pag. 52



tamafio del explante, el tipo y concentracion de hormonas (Singh y Patel., 2016;
Lone y col., 2017).

7.4.- Proliferacién de callo

Se evalud la respuesta de la proliferacion de callo ante diferentes relaciones de
auxinas/citocininas con el objetivo de identificar la combinacion que favorezca la
acumulacion de biomasa, al mismo tiempo se identificaron las fases de
crecimiento celular (fase latencia, exponencial y muerte), ya que, para poder
mantener la produccién continua de células jovenes, se requiere hacer subcultivos
durante su fase exponencial. Con base en los resultados de crecimiento celular, se
observo que las cinéticas de crecimiento del callo proveniente de hoja y tallo con
relacibon al PF en los tratamientos P-0 y P-1 (baja concentracion de
auxina/citocinina) se presentd la fase de latencia entre el segundo y cuarto dia,
seguido de la fase exponencial hasta el dia 18 para P-0 y dia 14 para P-1,
reportando el PF de 2.80 y 0.72 g respectivamente. En ambos tratamientos la
pérdida de peso se registrd posterior al dia 18, lo que sugiere la muerte celular del
tejido (Figura 10).
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Figura 10. Cinética de crecimiento de tejido calloso proveniente de hoja de Rubus
glaucus. P-0) 1 mg.L™" 2,4-D; P-1) 0.6 mg.L" BAy ANA; P-2) 2 mg.L" BAy 1 mg.L™ ANA;
P-3)2mg.L"BAy 1 mg.L" 2,4D; P-4) 1 mg.L" BA: 0.5 mg.L" 2,4 D.

Por otro lado, los tratamientos P-2, P-3 y P-4 mostraron un comportamiento
similar, presentando la fase de latencia entre los primeros cuatro dias, sin
embargo, se observo la fase exponencial entre el cuarto y sexto dia, obteniendo
valores de PF del 0.54, 0.59, 0.53 g para P-2, P-3 y P-4, respectivamente. No
obstante, se mostré una fase estacionaria que duro entre los 14 y 18 dias, seguido

de la pérdida de peso.

La respuesta del callo proveniente de tallo se asemejo al comportamiento del
tejido obtenido de hoja, alcanzando valores de PF del 1.72, 0.68, 0.56, 0.66, 0.68
g en los tratamientos P-0, P-1, P-2, P-3 y P-4 respectivamente (Figura 11). El
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tratamiento P-0, reportd6 mayor incremento en la masa celular, aunque la fase

exponencial dur6é hasta el dia 16, seguido de pérdida de peso.
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Figura 11. Cinética de crecimiento de tejido calloso proveniente de tallo de Rubus
glaucus. P-0) 1 mg.L™" 2,4-D; P-1) 0.6 mg.L" BAy ANA; P-2) 2 mg.L" BAy 1 mg.L™" ANA;
P-3)2mg.L"BAy 1 mg.L" 2,4 D; P-4) 1 mg.L" BA: 0.5 mg.L" 2,4 D.

Si bien ambos tejidos mostraron un comportamiento favorable ante el tratamiento
suplementado con la auxina 2,4-D (P-0), el callo proveniente de hoja mostré
incremento significativo en PF respecto al de tallo (Cuadro 8) y a los demas

tratamientos.
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Cuadro 8. Peso alcanzado de callo de Rubus glaucus en los medios para proliferacion de

callo
Explante Tratamiento Promedio de
Peso Fresco
(@)

Hoja P-0 2.80 £ 0.68a

P-1 0.72 +0.02 c

P-2 054+0.01c

P-3 0.59 +£0.02c

P-4 0.53+0.01c

Tallo P-0 1.72+031b

P-1 0.68 £0.03c

pP-2 0.56 £0.01 c

P-3 0.66 £0.02 c

P-4 0.68 +0.01c

Letras iguales indica valores estadisticamente iguales entre columnas a P < 0.01 de
acuerdo a la prueba de Tukey.

La formacion de tejidos indiferenciados se puede llevar a cabo a partir de varios
organos de la planta. No obstante, algunos factores pueden determinar la
capacidad de un tejido especifico para la formacién de callo. Entre estos se
encuentran el tipo, concentracion y combinaciéon de los RCV ademas del genotipo
de la planta. Aunado a esto, los estudios reportados para la proliferacién de callo
en el género Rubus son escasos, en la induccion de callo se reportd efecto
benéfico en relacién auxina/citocinina alta; tal es el caso Tatjana y col. (2010) que
a concentraciones de 2 mg. L™* de BA con 1y 2 mg. L™ de 2,4 D obtuvieron callo
en Rubus fructicosus. Al igual, Hollmann y col., (2002) mostraron en R. strigosis y
R. parviflorus mejores resultados con la adicién Gnicamente de auxinas (3 mg. L™
PIC y 1 mg. L' de 2, 4 D, respectivamente). Del mismo modo, en células en

suspension de R. adenotrichus se observd mejor proliferacion con 1.5 mg. L™ de
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2, 4 D (Schmidt-Duran, y col., 2016), lo que concuerda con los resultados

obtenidos en este trabajo.

Con base en el analisis de crecimiento de callo, se determindé que ambos tejidos
responden de manera distinta, ya que los callos obtenidos de hoja tuvieron mayor
aumento de masa, lo que indica una mayor velocidad de crecimiento, ademas
requieren ser subcultivados entre el dia 16 y 18, mientras que para los callos

obtenidos de tallo son favorables en periodos mas cortos (entre el dia 14 y 16).

7.5.- Evaluacion del polivinilo pirrolidona

Debido a que el PVP es un antioxidante que ha demostrado su afinidad por
compuestos fenolicos, se evaluaron cinco tratamientos formulados como se
describe en el apartado correspondiente de materiales y métodos (6.6); esto tuvo
como objetivo verificar que el PVP no interfiriera con la acumulacién de polifenoles
en tejido calloso. Con base en los resultados, se observd que los medios con
adicion de acido galico presentaron un ligero oscurecimiento (Figura 12 B-E). Es
importante mencionar que el tratamiento CP-5 presentd necrosis de tejido (Figura
12 F) a los primeros 7 dias de incubacién, tiempo limitante para su analisis, por lo

gue no se incluye en la Figura 13.
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Figura 12. Medios y callos de Rubus glaucus, tras 15 dias de incubacion. A) CP-0
(control); B) CP-1 (PVP + callo + acido galico; C) CP-2 (callo + &cido galico); D) CP-3
(PVP + &cido gélico); E) CP-4 (PVP); F) CP-5 (callo sin antioxidantes).

Tras los tratamientos, en los medios se detectaron niveles de compuestos
fendlicos que van de 0.01 a 0.36 pg EAG-mL™ de extracto, sin mostrar diferencias
significativas entre ellas (Figura 13). En contraste, el contenido de polifenoles en
callos, reporté valores de 32.15, 40.65, 72.27 ug EAG-mL™* de extracto, para los
tratamientos CP-2C, CP-0C (control) y CP-1C respectivamente, siendo este Ultimo
qguien mostré el mayor contenido de compuestos fendlicos, que respecto al control
(40.65 ug EAG-mL™* de extracto) incremento un 77 %.
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Figura 13. Cuantificacién de polifenoles en medios y callos de Rubus glaucus, tras 15
dias de incubaciéon. CP-0 (control); CP-1 (PVP + callo + &cido galico; CP-2 (callo + acido
gélico); CP-3 (PVP + acido galico); CP-4 (PVP). Letras iguales indica valores
estadisticamente iguales a P < 0.01 de acuerdo a la prueba de Tukey.

El tratamiento CP-1 consistié en callos colocados en medio suplementado con 1
g-L* de PVP y 4cido galico durante 15 dias. El PVP es cominmente utilizado en el
cultivo in vitro para controlar la oxidacion de diferentes tejidos; en medio de cultivo
la concentracién recomendada va de 0.05 - 10 g-L* (Azofeifa., 2009), y debido a
su afinidad por lo compuesto fendlicos ha sido incorporado a la industria vinicola

como agente clarificanté (Badui, 2006).

Por otro lado, el acido gélico es un acido fendlico que posee la estructura basica
de los taninos hidrolizables; estudios recientes han mostrado su potencial
antioxidante, anticarcinogénico y bactericida (Zugasti y col., 2013). Si bien, se ha
demostrado el uso de moléculas precursoras para la sintesis de compuestos mas
complejos, tal como es el caso de la fenilalanina en la induccion de antocianinas

(Edahiro y col., 2005), por lo que los resultados de la presente investigacion
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sugieren que el &cido galico podria ser incorporado a la maquinaria metabodlica del
tejido calloso y actuar como un precursor, hasta los alcances de la investigacion,

no se ningun reporte que evidencie este comportamiento.

7.6.- Estimulaciéon de polifenoles

La estimulacion de polifenoles se realizé en callos provenientes de dos tipos de
tejido, hoja y tallo; ambos fueron sometidos a 18 tratamientos distintos formulados
con diferentes concentraciones de sacarosa (15, 30 y 60 g-L™), nitrato de potasio
0, 1, 2) y sales minerales (50y 100 %).

El callo proveniente de hoja mostr6 valores entre 180.36 — 841.82 uyg EAG-g™* de
PF (Figura 14). El tratamiento M-7 obtuvo la mayor acumulacion de polifenoles con
841.82 + 3.59 ug EAG-g™* de PF, con un incremento de 4 veces més respecto al
control (M-15) que reportd 220.69 + 2.24 ug EAG-g* de PF. Por otro lado, se
registraron valores estadisticamente menores con respecto al control, este es el
caso del tratamiento M-2 con 180.36 + 3.88 ug EAG-g™* de PF respectivamente,

siendo el valor significativas menor, en contraste con los demas tratamientos.
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Figura 14. Comparacion del contenido de polifenoles en extractos de callo estimulado

proveniente de hoja de Rubus glaucus. Letras iguales indica valores estadisticamente
iguales a P <0.01 de acuerdo a la prueba de Tukey.

Con respecto al callo proveniente de tallo se mostraron valores entre 71.25 —
788.74 ug EAG-g* de PF en los distintos tratamientos (Figura 15). Sin embargo,
se observd mayor acumulacion de polifenoles en el tratamiento M-14 con 788.74 +
3.94 ug EAG-g™ de PF, con esos resultados se registraron incrementos entre 2 y 3
veces con respecto al control reportando 253.60 + 6.63 ug EAG-g™* de PF. Por otro
lado, al igual que el callo proveniente de hoja se observaron valores

significativamente menores destacando el tratamiento M-2 con 71.25 + 2.86 pg
EAG-g™* de PF.
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Figura 15. Comparaciéon del contenido de polifenoles en extractos de callo estimulado

proveniente de tallo de Rubus glaucus. Letras iguales indica valores estadisticamente
iguales a P <0.01 de acuerdo a la prueba de Tukey.

En los resultados obtenidos en este trabajo se observo la influencia positiva que
tiene la interaccion de los factores de sacarosa, nitrato de potasio y sales
minerales en la acumulacion de polifenoles; fue clara la tendencia de acumulacion
de polifenoles tras los tratamientos con altas concentraciones de sacarosa y baja

de nitrato de potasio (Anexo, apéndice uno y dos).

Los resultados obtenidos en ambos tejidos superan lo reportado por Schmidt-
Durdn, y col, (2016), en suspensiones celulares de R. adenotrichus cuya
acumulacion de polifenoles fue de 25.6 ug EAG-g* de PF. A su vez, Silva y col.,
(2007) sugieren que la mecanica biosintética de los polifenoles se encuentra mas
acelerada en las hojas que en el tallo, esto debido a la exposicion a mdiltiples
factores ambientales, lo que concuerda con la distinta respuesta de callos
provenientes de hoja y tallo ante los multiples estimulos.
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Aunado a lo anterior, el contenido de polifenoles se incrementd en ambos tejidos,
con la ausencia de KNOs3, esto difiere con lo reportado por Simdes y col., (2009),
ya que la proporciones de 1:4 de NH4sNO3z: KNO3 generd6 mayor acumulacion de
antocianinas duplicando el contenido con respecto al control (14 cv-g™* PF) en
callo de Cleoma roseae. Por lo que, el mecanismo de respuesta ante diversos
estimulos esta sujeto al género y especie con que se esté trabajando. Si bien no
existen reportes de la respuesta de polifenoles ante las variaciones del nitrégeno
en callo del género Rubus, en el caso de las plantas, el exceso de nitrégeno
promueve la formacion de brotes con un excesivo desarrollo vegetativo, mientras
qgue el color del fruto disminuye y se retrasa su maduracion (Sanchez, 2009). Esto
concuerda con lo reportado en cultivos de Rubus fruticosus L, donde se encontrd
mayor acumulacion de polifenoles (17.71-20.77 mg EAGeg" peso seco) tras
tratamientos con bajo niveles de nitrégeno (Ali y col., 2012); este comportamiento
también se ha reportado en ardndano donde, mostraron mayor acumulacion de
antocianinas a concentraciones bajas de nitrégeno (Albert y col.,, 2011). En
contraste, Akerstrdém y col., (2009) mencionaron que no existen diferencias
significativas de la acumulacién de antocianinas con 12.5 y 50.0 kg ha* afio, de

NHs NOs en la misma especie.

Por otra parte, Simdes y col. (2009) reportaron un incremento del 110 % en el
contenido de antocianinas en callo de Cleome roseae colocados en medio MS
suplementado con 70 g /L de sacarosa. De igual manera en callo Rosa hibrida se
obtuvo un aumento de treinta y cuatro veces mas con 7 % de sacarosa (Ram y
col., 2011), esto concuerda con lo obtenido en el presente trabajo, ya que la mayor
acumulacion de polifenoles fue reportada tras la exposicion a las altas
concentraciones de sacarosa (60 g-L™*). No obstante, se encuentra por debajo de
los incrementos obtenidos en este trabajo. Se sabe que en el cultivo in vitro la
adicién de una fuente de carbono es esencial e indispensable; usualmente la mas
implementada es la sacarosa cuyas concentraciones van del 2 al 4 % (p/v)
(Trigiano y col., 2011). Sin embargo, el uso de altas concentraciones de sacarosa,
ha mostrado un efecto osmatico, influyendo sobre la produccién de metabolitos

fendlicos en cultivos in vitro, tal como se muestra en el presente trabajo.
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7.7.- Acumulacion de peso fresco

Durante el proceso de estimulacion de polifenoles se registré el peso fresco (PF)
alcanzado en callos proveniente de hoja y tallo, con el objetivo de evaluar el efecto
de los tratamientos en la acumulacion de biomasa y el dia en que termina la fase
exponencial. Para esto, ambos tejidos fueron sometidos a 18 tratamientos
distintos, formulado con diferentes concentraciones de sacarosa (15, 30 y 60 geL™?)

nitrato de potasio (0, 1, 2) y sales minerales (50 y 100 %).

Con base en los resultados obtenidos en las cinéticas de crecimiento para el callo
proveniente de hoja se mostr6 que todos los tratamientos iniciaron la fase
exponencial al dia 2; el término de la fase exponencial se percibié entre los dias 6
y 24 (Figura 16). Los tratamientos con concentraciones basales de nitrato de
potasio y sales minerales de 50 %, fueron las fases exponenciales mas largas (M-
2, M-5), mientras los periodos mas cortos (M-13, M-19) se encontraron con altas

proporciones de nitrato de potasio y sales minerales al 100 %.
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Figura 16. Cinéticas de crecimiento de callo proveniente de hoja de Rubus glaucus
obtenidas tras los 18 tratamientos.

Respecto a los datos registrados de peso fresco, en los callos de hoja se
observaron valores entre 0.58-2.35 g PF (Cuadro 9). Los tratamientos M-2 y M-5
exhibieron los valores significativamente mas altos, incrementando un 25 % PF
con respecto al control (1.87 + 0.2 g), en este caso ambos tratamientos alcanzaron
este peso al dia 24. En contraste, el tratamiento M-13, al dia 6, reporté 0.58 + 0.03

g, el cual fue el valor estadisticamente mas bajo.
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Cuadro 9. Acumulacion de peso fresco y dia de término de la fase exponencial de callo

proveniente de hoja y tallo tras los 18 tratamientos.

Callo proveniente de hoja Callo proveniente de tallo
Tratamiento Término de lafase Término de lafase
Peso fresco exponencial , f exponencial
o (dia) eso(gr)esco (dia)
M-1 0.85+0.01 f 12 1.09 +0.03 de 12
M-2 2.32+0.04a 24 1.96 £ 0.04 ab 24
M-3 1.30 £0.01 dc 8 2.15+0.03 ab 24
M-4 1.75+0.01b 22 1.07 £+ 0.08 de 12
M-5 235+0.13a 24 1.71 £ 0.06 bc 20
M-6 194 +0.1b 18 2.03 £0.04 ab 22
M-7 0.83+0.01f 12 0.82+0.01e 10
M-8 1.21 £0.02 dc 16 1.02 £ 0.6 de 16
M-9 1.36 +0.1dc 18 1.08 + 0.06 de 12
M-11 0.90 + 0.09 ef 8 0.81+0.05e 8
M-12 1.45 +0.06 ¢ 18 1.80 +0.13 ab 20
M-13 0.58 +0.03 g 6 2.28+0.26 a 24
M-14 1.13£0.18 de 16 1.34 £0.02 cd 18
M-15 1.87+0.2b 22 1.73+0.15bc 24
M-16 1.35+0.24dc 16 1.14 £ 0.02 de 12
M-17 0.84 £0.07 f 6 0.76 £ 0.02 e 6
M-18 1.95+0.01b 22 1.19 £ 0.07 de 16
M-19 0.71 £ 0.04 fg 6 0.94 +0.03 de 14

Letras iguales indica valores estadisticamente iguales entre columnas a P < 0.01 de
acuerdo a la prueba de Tukey.
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Las cinéticas de crecimiento para los callos provenientes de tallo, mostraron
mayor influencia ante las variaciones de sacarosas Y nitratos. Los tratamientos con
concentraciones altas de nitrato de amonio: nitrato de potasio y bajo contenido de
sacarosa (15 g. L-1), presentaron las fases exponenciales hasta de 24 dias, (M-3,
M-13, M-15), en contraste los periodos mas cortos se encontraron entre el dia 6 y
8 (M-11, M-17) tras nulo contenido de nitrato de potasio (Figura 17).
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Figura 17. Cinéticas de crecimiento de callo proveniente de tallo de Rubus glaucus
obtenidas tras los 18 tratamientos.

Pag. 67



El peso fresco de callos de tallo, mostraron valores entre 0.76 -2.27 g PF, siendo
el tratamiento M-13, quien reportd el valor estadisticamente mas alto,
incrementando un 23 % respecto al control, a su vez el tratamiento M-17 mostré la
menor acumulacion de biomasa, terminando su fase exponencial al dia 6 (Cuadro
11). El uso de las variaciones de sacarosa, nitrato de potasio y sales minerales se

evidenci6 influencia positiva sobre la acumulacién de biomasa (PF).

Los resultados obtenidos de acumulacion de masa concuerdan con los reportado
con Fazal y col., (2016), reportaron en células en suspension de Prunella vulgaris
L. un incremento de biomasa del 19 % con tratamientos con 20 g-L™* de sacarosa.
Por otro lado, en suspensiones celulares de Withania somnifera los valores
6ptimos para acumulacién de biomasa se distinguié con 30 g-L™* (Nagella y Murthy
2010), este mismo comportamiento se vio en callo de R. sachalinensis, donde,
también se evalud la dilucion de sales minerales y se estableci6 como mejor
tratamiento una concentracion del 100 % de medio MS (Li y col., 2016). En
contraste, Martinez-Villegas y col., (2015), obtuvieron decrementos del 50 % de
biomasa con sales diluidas a un 25 % de medio MS en plantulas de Euphorbia

leucocephala Lotsy,

Los estudios de evaluacion sobre la acumulacion de biomasa en el género Rubus,
son escaso, no obstante la restriccion nutrimental ha resultado como un técnica
eficiente sobre el control del crecimiento del cultivo celulares y la acumulacién de
metabolitos secundarios (Rao y Ravishankar 2002), tal y como se evidencié en
esta investigacion. Esto puede explicarse como una deficiencia de nutrientes y/o

estrés osmotico en altas concentraciones de sales (Yin y col., 2013).

Debido a que se percibié que el callo proveniente de hoja presento mayor
acumulacion de biomasa, se realiz6 un analisis de correlacion entre la respuesta
de ambos tejidos y se obtuvo un coeficiente de correlacion de Pearson R= 0.38,
siendo estadisticamente significativa (p<0.01); lo que indicé una relacion positiva
deébil, entre la respuesta de la acumulacion de biomasa en ambos tejidos ante los
diferentes tratamientos. Por lo que, se puede deducir que la respuesta de la

acumulacion de masa esta influencia por el origen de tejido.

Pag. 68



Adicional a esto, se determind correlacion de Pearson para el contenido de
polifenoles y la masa acumulada; para las variables obtenidas de callo de hoja de
R= -0.30, en contraste el tallo presentd6 R= -0.542, ambas estadisticamente
significativas (P < 0.01). Con base en estos resultados se encontr0 una
correlacion negativa mediana entre la acumulacion de polifenoles y biomasa, es
decir que la produccién de polifenoles es medianamente inversa a la acumulacién

de peso fresco.

Por otro lado, Murthy y col., (2014) mencionaron que la acumulacion de biomasa y
la sintesis de metabolitos por cultivos celulares, son procesos que se basan
inicialmente en células que son cultivadas, promoviendo el crecimiento, la
multiplicacion y la acumulacion de biomasa y en segundo plano, la sintesis de
metabolitos de la biomasa. Con esto, es posible mejorar la acumulacion de

biomasa y del metabolito (Anexo 2).

7.8.- Determinacién de flavonoides totales y actividad antioxidante

Se determind la concentracién flavonoides de los extractos provenientes de hoja y
tallo tras los 18 tratamientos, al igual que la capacidad antioxidante por los
meétodos DPPH, ABTS y FRAP. Los resultados de flavonoides en extractos de
callos provenientes de hoja, reportaron valores que van de 17.84 a 47.04 ug EQ'g’
1 PF (Cuadro 14); siendo el tratamiento M-2 quien presenté la mayor acumulacion
de flavonoides (47.04 + 0.32 pg EQ:g?, PF), aumentando la acumulacién de
flavonoides en un 165 % con respecto al control, que evidencié estadisticamente
el menor contenido de flavonoides (17.84 + 0.92 ug EQ-g! PF).

La concentracion de flavonoides en callo proveniente de tallo, mostr valores entre
6.95 a 55.48 ug EQ-g* PF (Cuadro 10), siendo el tratamiento M-7 quien tuvo el
mayor contenido de flavonoides obteniendo un incremento del 265 %, respecto al

control.
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Cuadro 10. Cuantificaciéon de polifenoles totales y flavonoides totales de 18 tratamientos

en callo de hoja y tallo de Rubus glaucus

Tratamiento Callo proveniente de hoja Callo proveniente de tallo
Polifenoles Flavonoides Polifenoles Flavonoides
totales totales totales totales
Mg EAG-g* PF | yg EQ-g* PF | ug EAG-g* PF | pg EQ-g™ PF
M-1 230.52 +5.521 [44.36 £+0.52 ab| 222.82 +7.89 k | 17.46 +0.76 i
M-2 180 +3.88 0 47.04 £032a| 71.25+2880 | 10.44+0.60 I
M-3 198 £8.80 n 28.84 +1.88 h | 130. 86 £ 3.12 m [6.95 + 0.96 m
M-4 190 +1.84n |[40.80+1.20cd| 237.93+5.21] | 24.50 +0.63 hi
M-5 324.80 £3.12j |36.24 +0.32 efg| 371.75+5.79 g | 46.26 +0.82d
M-6 341.80£2.88i |39.52 +1.28 de| 188.99 +1.351 |24.94 +0.62 ghi
M-7 841.82 +3.59 a (36.60 +1.22 ef | 440.74+144 e | 5548 +1.27 a
M-8 702.50 £3.83 b [39.64 £0.90 de| 545.24 +3.79 c | 13.81 £1.29 k
M-9 480.10 £1.89 e | 43.24 +0.33 bc| 472.35+343d | 22.75+2.13i
M-11 438.40+2.32 f | 33.10+1.89g | 18573 +1.771 | 27.51+0.40¢g
M-12 1942 +2.16n | 20.36 £1.27 kI | 282.98 +4.73 h | 35.69 +0.75 e
M-13 210.32 £4.47 mn| 21.08 +1.90 jkl | 93.26 +8.45n | 30.56 +0.85 f
M-14 613.41 £+3.04 ¢ | 21.32 +1.24 jk | 788.74 +3.94 a | 50.21 +0.82 bc
M-15 22069 +2.24Im| 17.84+0.921 | 253.60 +6.63 i | 15.18 + 0.60 jk
M-16 426.08 +3.79 g | 24.08 £0.69ij | 377.43+4.27g | 4527 +0.9d
M-17 49951 +1.35d | 20.16 £1.04 kl | 563.57 +2.71 b | 26.31 £ 0.41 hg
M-18 413.13+2.13h | 33.84 £0.45fg | 572.35+£6.09 b | 52.77 + 0.80 ab
M-19 252.16 £2.23 k | 2480+1.48i |[39285+1.29f |47.85+1.27 cd

Letras iguales indica valores estadisticamente iguales entre columnas a P < 0.01 de

acuerdo a la prueba de Tukey.
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En los resultados del presente trabajo se observd que el callo proveniente de tallo
presentd mayor acumulacion de flavonoides al tratarlos con altos contenidos de
sacarosa Yy bajos de nitrato (M-7, M-14, M-18), mientras el proveniente de hoja,
respondié mejor a tratamientos con bajo contenido de sacarosa y 50 % de

dilucién de sales minerales (M-1, M-2).

En contraste a los resultados obtenidos, Li y col., (2016) mostraron en callos de
R. sachalinesis, que la productividad mas alta de flavonoides se registrd6 con 30
gL de sacarosa teniendo incrementos del 20 % de flavonoides totales. Sin
embargo, la mayor acumulacién de polifenoles totales se encontré con 50 geL*
sacarosa. En este mismo estudio se evalu6 la concentracion de sales minerales,
dentro de lo que se observd, una mayor acumulacion de flavonoides con 100 %
MS, y de polifenoles totales con 50 % MS. Por otro lado, Fazal y col., (2016), en
células en suspension de Prunella vulgaris L reportaron mayor cuantificacion de
flavonoides con valores de 25 g-L! de sacarosa, pero la mayor acumulacién de
polifenoles resulté con 20 geL! de sacarosa, con incrementos del 68 % de
polifenoles totales y 15 % de flavonoides. No obstante, el cultivo de raices
adventicias de Eurycoma longifolia bajo proporciones de 45:0 de NH;": NO3z
mostrd mayor acumulacion de polifenoles, flavonoides e inhibicion del radical
DPPH en un 47 %, siento directamente proporcional al contenido de polifenoles
(Lulu y col., 2015). Por otro lado, en suspensiones celulares de Scrophularia
kakudensis estimulados con 200 uM de jasmonato de metilo obtuvo 9 ug EQ-mg*
PF, e inhibio el 25 % del radical DPPH. Dentro de este mismo contexto, se sabe
que la respuesta de acumulacion de compuestos fendlicos esta comprometida

por la especie en estudio.

Con base en los resultados obtenidos, se realizaron diversos analisis de
correlacion entre la acumulacion de polifenoles y flavonoides en ambos tejidos. Se
obtuvo una correlacion de Pearson de R=0.06, para la correlacion de los
parametros evaluados de hoja; mientras para tallo R=0.55 siendo significativa (P <
0.01).
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En el tejido proveniente de tallo evidencié una relacion positiva media entre ambas
variables, no empatando con la tendencia del callo de hoja. Con esto se muestra
que la acumulacién de flavonoides no esta estrechamente en relacion con la
cantidad de polifenoles presentes en extractos de callo. Esto difiere con lo
expuesto por Reyes-Carmona y col., (2006), con correlaciones significativamente
altas (R= 0.92) entre el contenido de antocianinas y polifenoles totales en

extractos de zarzamoras.

Tras estos fundamentos, se sugiere un comportamiento diferente entre ambos
tejidos para la acumulacion de compuestos, al igual que, los tratamientos

implementados estimulan compuestos que no son de caracter flavonoide.

En el caso de la correlacion entre la acumulacion de polifenoles en ambos tejidos
se encontré, una R=0.70 siendo estadisticamente significativa (P < 0.01), mientras
que para flavonoides R=0.27. Esto demuestra que la respuesta en la produccion
de polifenoles en ambos tejidos esta considerablemente correlacionada, no asi los
flavonoides, que mostrd una relacion débil. Con esto, se apoya la hipétesis, donde
el origen del tejido seleccionado para la induccion de callo influye sobre la
acumulacion de compuestos fendlicos en callo de Rubus glaucus, esto podria
indicar que los tejidos indiferenciados guardan la memoria bioquimica de su tejido

de origen.

En el caso de la AA, se observaron valores muy similares en las tres técnicas
(Cuadro 11), en el caso de los extractos de callo de hoja, se observd mayor AA en
la técnica DPPH, el mayor porcentaje de captacion fue el tratamiento M-8 con un
75.27 + 0.39 %. En contraste, el menor efecto lo reporté el control, sin mostrar
diferencias significativas con el tratamiento M-1, quien tuvo la menor inhibicion del
radical. Mientras para la técnica ABTS, el mayor porcentaje de captacion fue el
tratamiento M-7 con un 96.39 + 0.56 %, incrementado su AA 3 veces mas que el
control (28.57 + 0.42 %). De igual manera, el método FRAP mostrd6 que el
tratamiento M-8 presentd mayor capacidad de reduccion (56.99 + 2.98 ug
EAG-mLY), mientras que el tratamiento M-12 fue estadisticamente el mas bajo
(15.96 + 0.52 pg EAG-mL™Y).
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En contra parte, los extractos de callo proveniente de tallo para la técnica DPPH,
evidenciaron al tratamiento M-5 con mayor AA (64.08 + 0.26 %), incrementando
dos veces su potencial neutralizante con respecto del control (27.22 £ 0.19 %). En
cambio, en los resultados encontrados para la captacion de ABTS, el tratamiento
M-17 exhibio 72.13 = 0.37 % de inhibicion, mientras que el tratamiento M-13 y M-
2, registraron los valores estadisticamente menores, sin mostrar diferencias
significativas entre ellas. De igual manera, el tratamiento M-17 reportd el mismo
comportamiento por la metodologia FRAP con el valor estadisticamente mayor
(48.21 + 0.61 pg EAG-mL™ de extracto).
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Los porcentajes de inhibicion del radical DPPH encontrados en la presente
investigacion, concuerdan con lo reportado por Pandino y col., (2017) en extractos
etandlicos de callos y suspensiones celulares de Cynara scolymus, donde

demostraron porcentajes de inhibicién entre el 51.6-89.8 %.

Si bien, se sabe que las especies del género Rubus son ricas en antioxidantes en
metabolitos fendlicos, los cuales son un grupo de compuestos que actlan como
antioxidantes o captadores de radicales libres, tales es el caso de los flavonoides
(Lulu y col., 2015); Aunado a esto, los reportes de la AA de tejido cultivado in vitro
son escasos, mas aun del género Rubus, no obstante algunos trabajos
demuestran que la correlacién que existe entre el contenido de los compuestos
fendlicos y la AA, es atribuida principalmente al genotipo y no al clima o la estacion
de colecta (Reyes-Carmona, 2006). Con base en esto, se realizaron pruebas de
correlaciones entre las técnicas antioxidantes y el contenido de polifenoles y

flavonoides en ambos tejidos.

En la Cuadro 16, se puede apreciar el valor de las R que se obtuvo durante la
correlacion de polifenoles y flavonoides con cada una de las técnicas en la
evaluacion de AA; en Los resultados mostraron correlaciones positivas fuertes
entre la AA (por las tres técnicas) y la cantidad de polifenoles, que con el
contenido de flavonoides, siendo estadisticamente significativas. Lo que nos
sugiere que dentro de los extractos se encuentran compuesto que no son de

caracter flavonoide y que estan ejerciendo una fuerte AA.
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Cuadro 12. Coeficiente de correlacion de Pearson (R) entre polifenoles, flavonoides y la

actividad antioxidante, producidos en callo de Rubus glaucus

Actividad antioxidante (AA)
Tejido Compuesto
DPPH ABTS FRAB
Hoja Polifenoles 0.71 ** 0.76* 0.78 **
Flavonoides 0.39 ** 0.21 0.22
Tallo Polifenoles 0.86 ** 0.86 ** 0.80 **
Flavonoides 0.51 ** 0.47 ** 0.49 **

Valores que presentan * indican que son estadisticamente significativos a P < 0.05; **
indican que son estadisticamente significativos a P < 0.01.

Lo evidenciado en este trabajo, concuerda con lo reportado por Sellapan y col.,
(2002,) en frutos de arandanos y zarzamoras, donde encontraron mayor relacion
entre el total de polifenoles y AA (R= 0.98) que entre compuestos especificos
como las antocianinas (R= 0.60). Esto difiere de lo mencionado por Reyes-
Carmona y col, (2006) en especies de zarzamoras mexicanas, sefialaron
correlaciones mas altas entre la actividad antioxidantes y antocianinas (R= 0.88),

en comparacion con polifenoles totales.

7.9. Cromatografia liquida de alta eficacia

En el caso de la metodologia para cromatografia de alta resolucién fueron
seleccionados los extractos de callo proveniente de hoja con mayor y menor
acumulaciénde polifenoles, asicomo el control (M-7; M-2; M-15 respectivamente). En
la Figura 18, se muestran los cromatogramas y espectros UV - visible obtenidos para los
estandares acacetina y quercetina. Para contrastar con los extractos se registré el
tiempo de retencién (9.2 min para acacetina y 9.9 min para quercetina, Figural8-Ay C,
respectivamente), a una longitud de onda de 260 nm. Sin embargo, ambos flavonoides

mostraron el mismo espectro de absorbancia (Figura 18-B y D), con bandas
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caracteristicas en 204.4, 256.8 y 375.4, esto se podria explicar porque ambos

compuestos pertenecen al grupo de los flavonoles.

0,104
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Figura 18. Cromatograma y espectros de absorbancia UV- visible obtenidos de acacetina (A; B)

y quercetina (C- D). Notese que no existe variabilidad entre los tiempos de retencion entre ambos
cromatogramas (A-C).

En contraste, enla Figura 19, se muestran los cromatogramas para los tratamientos M-
7, M-2 y M-15; observando para M-15 dos picos prominentes con tiempos de
retencion (TR) de 3.0 y 4.0 min (pico 1 y 2, Figura 19-A). Por su parte, el
tratamiento M-2 presentd un pico poco prominentes con TR en el minuto 4.0 (pico 3,
19-B). Por otro lado, el cromatograma obtenido para el tratamiento M-7 mostrd
lecturas poco definidas entre los tiempos de retencion de 3.4 a 4.2 minutos, debido
a esto no se logré obtener espectros entre ese TR; posteriormente destacaron dos
picos en el TR de 5.4 y 6.8 min (pico 4 y 5, Figural9-C), siendo el Unico extracto

en los que se presentaron.
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Figura 19. Cromatogramas obtenidos del extracto de callo proveniente del tratamiento M-

15, M2 y M-7. A) Tratamiento M-15; B) Tratamiento M-2; C) Tratamiento M-7. Se observa
mayor acumulacion de polifenoles en los tratamientos M-15 y M-7, en contraste al M-2.
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No obstante, en los espectros UV- visibles resultantes de los cromatogramas, para
el pico 1 se vieron dos bandas de absorcion en 203.1 y 259.4 nm (Figura 20-1),
mientras para el pico 2 mostré cuatro bandas entre 198.4, 274.7, 349.4 y 362.7
nm, estas bandas concuerdan con lo que se obtuvo para el picos 3 (198.4, 274.7y
362.7 nm). Los resultados obtenidos en el presente trabajo coinciden con lo
reportado por Collares, (2011) con un TR 4.0 (Figura 19 A-B), cuyo espectro
muestra absorbancia a 274.7 nm para acido galico y que del mismo modo empata
con lo obtenido en los espectros del pico 2 y 3 (Figura 20). Borges y col (2010)
reportaron tiempos de retencion entre 3.0 y 3.3 para vitamina C en extractos de
frutilas rojas, lo que sugiere la presencia de acido galico y vitamina C en el

tratamiento M-15.

En contraste el pico 4 mostr6 dos bandas con absorcion maxima en 194.9, 247.6 y
367.0 nm. Aunado el pico 5, se mostr6 bandas en 193.7, 247.6 y 362.7 nm.
Collares, (2011), mostré un TR de 6-8 y longitud maxima de absorbancia de 240 -
369 nm para acidos hidroxilbenzoicos como acido protocatequico, lo que sugiere

que en el tratamiento M-7 podria estar acumulando este tipo de compuestos.
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Figura 20. Espectros de UV- visible obtenidos de los cromatogramas de callo proveniente
del tratamiento M-15, M-2 y M-7. 1-2) tratamiento 15; 3) tratamiento M-2; 4-5) tratamiento
M-7. Notese que las absorbancias maximas se encuentran entre 193.7-367.0 nm.

Los cromatogramas obtenidos de extractos de callos tras los diferentes
tratamientos muestran picos entre los tiempos de retencion a los 3 y 6 minutos, lo
gue no concuerda con los tiempos de retencidon de nuestros estandares. Sin
embargo el cromatograma del tratamiento M-7 (Figura 19-C), corrobora la
influencia de los tratamientos en la acumulacién de polifenoles, con respecto al
control (Figura 19-A). Los espectros de UV- visible mostraron bandas entre los

198-362 nm, lo que concuerda con las bandas caracteristicas reportadas para los
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flavonoides; comunmente los espectros generados por las flavonas y flavonoides
muestran dos bandas de absorcion principales entre los 240-400 nm. La banda |
es frecuentemente ubicada entre los 300-380 nm, mientras la banda Il se
encuentra en longitudes mas cortas entre los 240-280 nm. Se considera que la
banda | esta asociada con la absorcion del anillo B, mientras la banda Il implica al
anillo A de la estructura de los flavonoides. Del mismo modo, se sabe que el tipo
de sustituyente (hidroxilo, metoxilo, acilos, glicosilaciones) y la posicion de
sustitucion en los anillos muestran un efecto batocrémico e hipsocrémico. A su
vez, se ha reportado que los espectros obtenidos con muestras diluidas en

metanol muestran una pronunciada banda Il y una banda | débil.

Sin embargo, con base en los reportado por Collado., (2011), se sugiere que los
flavonoides encontrados en el presente trabajo son de caracter hidoxibenzeico o
hidroxilcinamico, ya que los tiempos de retencién y los espectros para acido galico
y vitamina C, son muy parecidos (Figura 20). Por otro lado, en Rubus fruticosus L
se ha reportado incrementos en los niveles de vitamina C tras tratamientos con

altos niveles de potasio y bajos de nitrégeno (Ali y col., 2012).

Si bien, los espectros tuvieron similitudes entre ellos no se puede, determinar con
certeza que son los mismo compuestos, por lo que recomienda recurrir a otro tipo

de técnicas comprobatorias o ampliar el nimero de estandares utilizados.
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8. CONCLUSIONES

Con base en los resultados alcanzados en el presente trabajo, se logro favorecer
el porcentaje de explantes establecidos tras la incorporacion de compuestos
antioxidantes a los sistemas de asepsia en yemas axilares de Rubus glaucus.
Ademas, se encontré mayor produccion de tejido calloso ante la auxina 2,4 D. La
acumulacion de polifenoles, flavonoides y la actividad antioxidante se vio
beneficiada tras las exposicion de callos a estimulos quimicos (sacarosa, nitratos y
sales minerales), mostrando incrementos significativos, en contrate al control.
Dentro de este mismo contexto, se indicé que el comportamiento de ambos tejidos
indiferenciados difiere ante los mismos estimulos, con lo que se genera una nueva
linea de investigacion. A pesar de ello, se observd que los tejidos indiferenciados
proveniente de hoja de Rubus glaucus, son mas recomendados que los de tallo,
para su incorporacion a programas de produccion de biomasa y polifenoles;
mediante el analisis cromatografico se corrobord el incremento de compuestos
polifendlicos, asi como, se sugiere que algunos de los compuestos estimulados

son vitamina C y &cido galico.
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9. PERSPECTIVAS

A pesar de que las especies del género Rubus son conocidas por su alto
contenido polifendlico, no existen reportes donde se incorporen a programas de
produccion de polifenoles in vitro. Si bien hasta el momento, se ha visto que hay
mayor acumulacion de polifenoles en planta que en tejidos indiferenciados, con
este trabajo, se sientan las bases para el desarrollo de una metodologia que
permita la produccion de polifenoles en cultivos indiferenciados de Rubus glaucus
bajo condiciones controladas, facilitando asi una produccién continua, que no esté
sujeta a factores agroclimaticos, largos periodos de cultivo y que requiere de una

menor extension para su produccion.

En este trabajo se mostré la acumulacion de polifenoles en callo de Rubus
glaucus, asi como los indicios observados por CLAR de la estimulacion de
diferentes compuestos; lo que continuaria de este trabajo, es la implementacion de
metodologias de separacion mas especificas para cada extracto, al igual que
técnicas analiticas que complementen la identificacion de los compuestos; dichos

andlisis darian la pauta para sugerir la bioactividad de los extractos.
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11.- ANEXO

11.1.- APENDICE |

En el Cuadro 13, se muestra la influencia estadisticamente significativa que

presentaron los diferentes factores y niveles sobre la acumulacién de polifenoles,

al igual para las interacciones de dosy tres factores.

Cuadro 13. Valores obtenidos del andlisis ANOVA de los factores sacarosa, hitrato de

potasio y sales minerales e interacciones sobre la acumulacién de polifenoles en extractos

etandlicos de callos de hoja de Rubus glaucus

Factor GL Suma de Cuadrado F-valor Pr>F
cuadrados de la media
Sacarosa 2 96388.26 48194.13 74813.4 <0.0001
Nitrato 2 28645.74 14322.87 22174.4 <0.0001
Sales minerales 1 847.32 847.32 1311.81 <0.0001
Sacarosa * nitrato 4 23255.96 581.99 9001.13 <0.0001
Nitrato * Sales 2 15201.11 7600.55 11767.1 <0.0001
minerales
Sacarosa * Sales 2 59997.22 29998.61 46443.4 <0.0001
minerales
Sacarosa * nitrato 4 19780.77 4945.,1949 7656.07 <0.0001
* Sales minerales
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Medias marginales estimadas para polifenoles (ug EAG)
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Por lo que, se procedi6é a comparar las medias estimadas para cada factor en sus
diferentes niveles. Con base en esto se evidencié mayor efecto del alto contenido

de sacarosa, seguido de la nula cantidad de nitrato de potasio (Figura 21).

a
a
a
b a
Cc
c I
15 30 60 0 1 2 50 % 100 %
Sacarosa Nitrato potasio (KNOs) Sales minerales

Figura 21. Medias marginales estimadas de polifenoles entre los diferentes factores y

niveles en callo proveniente de hoja de Rubus glaucus. Letras iguales indican calores
estadisticamente iguales entre barras a P < 0.01.

En los resultados reportados para hoja, se manifestd en las interacciones que el
nivel 0 de nitrato de potasio produjo mayor cantidad de polifenoles en los tres
niveles de sacarosa (Figura 22); esto apunta a que el contenido de polifenoles

responde mejor a la aplicacién de nitrato de amonio y no a la de nitrato de potasio.

Pag. 105



800.00

700.00

600.00

500.00

400.00

300.00

200.00

Medias marginales estimadas ( ug EAG)

100.00

0.00
15 30 60

Sacarosa (g'L-1)
——0 1 —e—2
Figura 22. Medias estimadas para la interacciébn de sacarosa y nitratos sobre la

acumulacién de polifenoles en callo de hoja de Rubus glaucus.

A su vez, los niveles altos de minerales (100 %) respondié mejor en los niveles
bajos y medios de sacarosa (30 y 15 g L), sin embargo, en altos niveles de

sacarosa (60 g L) indicé mejor el nivel bajo de minerales (Figura 23).
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Figura 23. Medias estimadas para la interaccién entre sacarosa y sales minerales MS

sobre la acumulacion de polifenoles en callo de hoja de Rubus glaucus

En contra parte la concentracion de sales minerales al 100 % presentd mayores
contenidos de polifenoles en el nivel mas bajo de nitrato de potasio (0); los
minerales al 50 % exhibi6 mayores contenidos de polifenoles en el nivel 1 de
nitrato de potasio, pero no es superior en el nivel 1:0 que el del 100 % (Figura 24);
esto sugiere que no hay necesidad de aplicar KNO3 para obtener mayor contenido

de polifenoles.
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Figura 24. Medias estimadas para la interaccion entre nitrato de potasio y sales

minerales MS sobre la acumulacion de polifenoles en callo de hoja de Rubus glaucus

11.2.- APENDICE Il

Al igual que en callo proveniente de hoja, el de tallo mostr6 la influencia
estadisticamente significativa que tuvieron los factores en sus diferentes niveles
sobre la acumulacion de polifenoles, esto también se vio para las interacciones de

dos y tres factores (Cuadro 14).
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Cuadro 14. Valores obtenidos del analisis ANOVA de los factores sacarosa, hitrato de

potasio y sales minerales e interacciones sobre la acumulacién de polifenoles en extractos

etanolicos de callos de tallo de Rubus glaucus.

Factor GL Suma de Cuadrado F-valor Pr>F
cuadrados | de la media
Sacarosa 2 63695.20 31847.60 28529.1 <0.0001
Nitrato 2 9626.54 4813.27 4311.73 <0.0001
Sales minerales 1 7168.72 7168.72 6421.74 <0.0001
Sacarosa * nitrato 4 6800.31 1700.07 1522.93 <0.0001
Nitrato * Sales 2 5636.85 2818.42 2524.75 <0.0001
minerales
Sacarosa * Sales 2 6147.27 3073.63 2753.36 <0.0001
minerales
Sacarosa * nitrato 4 20660.34 5165.08 4626.88 <0.0001
* Sales minerales

En la comparar las medias estimadas para cada factor en sus diferentes niveles,

observd mayor efecto del alto contenido de sacarosa, seguido de la nula cantidad

de nitrato de potasio, sin embargo se mostraron mejores acumulacion de

polifenoles con el 100 % de sales minerales (Figura 25), no asi en callo

proveniente de hoja.
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Figura 25. Medias marginales estimadas de polifenoles entre los diferentes factores y

niveles en callo proveniente de tallo de Rubus glaucus. Letras iguales indican calores
estadisticamente iguales entre barras a P < 0.01.

En los resultados reportados para tallo, se presentd en las interacciones que los
niveles de nitratos 1 y 2 incrementd los polifenoles conforme aumentd el contenido
de sacarosa, siendo el primero quien mostré6 mayor acumulacién; no asi para las
proporciones 0 de nitratos, donde, incrementé el contenido de polifenoles en los

niveles 15 y 30 g L™ de sacarosa y a partir de este Gltimo lo redujo (Figura 26).
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Figura 26. Medias estimadas para la interacciébn de sacarosa y nitratos sobre la
acumulacién de polifenoles en callo de tallo de Rubus glaucus

No obstante, la concentracion de sales minerales al 100 %, evidencié incrementos
de polifenoles conforme aumento el contenido de sacarosa, en contraste la
dilucion de sales al 50 % reportd la mayor acumulacion de polifenoles en las
concentracion baja y alta de sacarosa (15 g-L™! y 60 g-L™), sin superar al nivel del
100%; siendo la concentracién media (30 g-L™), quien tuvo el menor valor (Figura
27).
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Figura 27. Medias estimadas para la interaccion de sacarosa y sales minerales sobre la

acumulacion de polifenoles en callo de tallo de Rubus glaucus

Mientras el 100 % de sales minerales incrementd el contenido de polifenoles,
conforme disminuye las proporciones de sales minerales, en comparacion con la
dilucién del 50 % que reduce la acumulacion de polifenoles con proporciones altas
y bajas de nitrato (0, 2), siendo la proporcion (1) quien mostrd la mayor
acumulacién de polifenoles, sin superar lo encontrado en 100 % de sales

minerales (Figura 28).
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Figura 28. Medias estimadas para la interaccion de nitratos y sales minerales sobre la

acumulacién de polifenoles en callo de tallo de Rubus glaucus
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