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INTRODU CCI(’) N Motilon (Hyeronima macrocarpa Schitr.)

A) Zonas de distribucién del motilébn en América del sur, B) Zonas de distribucion del motilon en el Ecuador, C) Frutos
del motilén en la comunidad Carboneria
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INTRODUCCION

Clasificacion taxonémica de Hyeronima Macrocarpa
Schiltr.

Reino Plantae
Filo Angiospermophyta
Orden Magnoliopsida
Familia Phyllanthaceae
Género Hyeronima
Especie macrocarpa
Nombre comun Motilon
Nombre cientifico Hyeronima macrocarpa Schltr.

(Martinez, 2019, Iglesias, 2016)

Hyeronima macrocarpa Schitr.

Arbol del motilén en la provincia de Imbabura, comunidad

carboneria
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|NTROD U CC'()N Metabolitos secundarios

Clima

Luz

Situacion geografica
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INTRODUCCION

Sistemas de regulacién para la
produccion de metabolitos
secundarios, mejorando la

productividad

Las células cultivadas no se
encuentran bajo amenaza por
microorganismos o insectos

Pueden generarse
independientemente de factores
externos (composicion del suelo,

clima, etc.).

(Ramakrishna & Ravishankar, 2011; Cardoso et al., 2019, Belchi, 2012)

Produccion de metabolitos secundarios in vitro

Temperatura,
humedad

Luz

Reguladores de
crecimiento
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INTRODUCCION

(Halder et al., 2019)

Acido jasmonico

Elicitacion

OH OH

OH
HO/\-/kl/\/

OH OH

Manitol
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|NTRODUCC|ON Antocianinas

Concentracion de antocianinas en algunas frutas de tipo baya

Concentracion

Taxonomia Nombre comin (mg/100g de fruta) Estandar
Vaccinium uliginosum L. Arandano alpino 256 Mv-3-glu
Rubus occidental L. Frambuesa negra 627 Cy-3-glu
V. parvifolium Arandano rojo 34 Cy-3-glu

R. nigrum cv Grosella negra 411 Cy-3-glu
Sambucus nigra Cauco negro 200-1000 Cy-3-glu

V. vinifera Uva de vid 350-750 Cy-3-glu

Citrus sinensis Naranjo dulce 200 Cy-3-glu

(Santacruz, 2011; Alappat & Alappat, 2020; Mattioli et al., 2020) UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto del manitol y el acido jasmonico sobre la concentracion de
antocianinas en callo in vitro obtenido a partir del cultivo de mesocarpio del
motilon (Hyeronima macrocarpa Schltr.).
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OBJETIVOS

Objetivos Especificos

» Establecer el medio de cultivo para la induccion a callogénesis in vitro a partir
de mesocarpio del motilon (Hyeronima macrocarpa Schiltr.).

« Cuantificar la concentracion de antocianinas presentes en el callo in vitro
obtenido de mesocarpio del motilon (Hyeronima macrocarpa Schiltr.).

« Cuantificar la concentracion de antocianinas presentes en el callo in vitro
obtenido de mesocarpio del motilon (Hyeronima macrocarpa Schltr.) al ser
expuestos a manitol y acido jasmonico.
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HIPOTESIS

El manitol y el acido jasmonico aumentan la concentracion de
antocianinas en los callos in vitro obtenidos a partir de mesocarpio del
motilon (Hyeronima macrocarpa Schiltr.).
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METODOLOGIA

Protocolo de desinfeccion

-

rdova et al., 2014)

Seleccion del material vegetal

Detergente 2% (p/v)

Fungicida-Bactericida 3% (v/v)

Hipoclorito de sodio 10% (v/v)
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METODOLOGIA

-

Camara de flujo
laminar

= "'

Lavados agua
esteéril

Siembra en medio de
cultivo MS y WPM

(Roca & Mroginski, 1991; Coérdova et al., 2014)

Protocolo de induccion a callogéenesis

Diserio experimental aplicado para la induccion a callogénesis in vitro

Tratamiento Medio de cultivo Reguladores de crecimiento
2,4-D mg/L 6-BAP mg/L
TCO (control) WPM 0 0
TC1 WPM 3 0,75
TC2 WPM 4 1
TC3 WPM 5 1,25
TCO01 (control) MS 0 0
TC4 MS 3 0,75
TC5 MS 4 1
TC6 MS 5 1,25

» Condiciones ambientales

Fase de incubacion » 8 dias de incubacion

* Porcentaje de induccion
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METODOLOGIA

Extraccion de antocianinas

SE—

x
N o AL
y '."ff"
Pl -‘*"m,
NN

3g del mesocarpio del Maceracion de mesocarpio Extraccion de antocianinas Filtrado del extracto del
motilén del motilon durante 24 horas mesocarpio motilon
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(Tipaz et al., 2018)




METODOLOGIA

VISION/ite

(Lao & Giusti, 2016)

Cuantificacion de antocianinas

A = (Asz20 — A700)pH 1,0 — (As20 — A700)pm 45 EcCUACION 1

A XPM XDFX1000
ex1

Ecuacion 2

Antocianinas (mg/L) =

Donde:

A: Absorbancia

DF: Factor de dilucién

PW: Peso molecular

£: coeficiente de extincion molar
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METODOLOGIA

Efecto del manitol y el acido jasmonico

C N\ N

Concentraciones de elicitores para promover la biosintesis y
acumulacion de antocianinas
) \ ‘) Q >/’.\§J Tratamiento Medio de cultivo Elicitores
;" \ Q * < ‘\\ /' = Manitol mM/L  Acido jasménico pM/
o0 p V Q TEO: WPM+2,4-D 4mg/L + 6-BAP 1 0 0
@ (control) mg/L
TE1 WPM+2,4-D 4mg/L + 6-BAP 1 1 20
mg/L
* Medio de cultivo WPM + * Manitol 30 dias TE2 WPM+2,4-D 4mg/L + 6-BAP 1 2 40
fitorreguladores + manitol | | + Acido jasmonico 7 dias mg/L
+ acido jasmonico * Fotoperiodo de 16 horas TE3 WPM+2,4-D 4mg/L + 6-BAP 1 3 60
luz y 8 de oscuridad. mg/L

o AN /
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RESULTADOS Y DISCUSI () N Desinfeccioén del explante

f »._JJ-LJ

Porcentaje de contaminacion

10%

[  Hongo

Bacteria

A) Contaminacién fungica y B) Contaminacién bacteriana, C) insecto del orden
Himenoptera.
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RESULTADOS Y D|SCUS|()N Induccion a callogénesis in vit

0,89
0,80
0,701
0,80
c
‘.g 0,53
S 0,521
R=l
£
0,37
0,331
0,27] 0,27
0,14 T 1
TC1 TC2 TC3 TC4 TCS TCE
Tratamientos
Tratamientos n Medias E.E. Agrupacion
TC6 3 027 0,06
TC4 3 027 006 A B
TC5 3 037 006 A B
TC3 3 053 0,06
Proceso de formacion de callo del motilon (Hyeronima macrocarpa TC1 3 0,60 0,06
Schiltr.) TC2 3 0,80 0,06 D
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RESULTADOS Y DISCUSION Induccién a caﬂogénesisi;

A) Callo de motildn introducido en medio de cultivo MS y B) Callo C) Callo de 28 dias incubado en oscuridad. D) Callo que ha sido
de motilén introducido en medio de cultivo WPM expuesto a luz fluorescente durante ocho dias, posterior al periodo
de incubacion sin luz.

S rr— 1= ]
at & Alappat, 2020; Hashim et al., 2021 ). \}E’:/’ UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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RESULTADOS Y D|SCUS|()N Cuantificacién de antocianinas

Concentracioén de antocianinas del fruto inmaduro del
A B motilén y del callo in vitro
0415 Concentracion Concentracion
: Antocianinas mg/L Antocianinas mg/g
0.10
00 1 Fruto inmaduro 1 0,333 0,032
000 o o - - — — Fruto inmaduro 2 0,500 0,048
200 300 400 500 600 700 nm
" Fruto inmaduro 3 0,667 0,067
l FRUTO INMADURO DILUIDO 2.dsp ’ Esggﬁ&gu%;iszsdsp
Callo T1 24,881 2,463
C D
Callo T2 23,712 2,348
10 Callo T3 25,048 2,422
5 0,049 + 0,02 mg/g
[~ MOTILON FRUTO MADURO BARRDO.dsp |

2,411 £ 0,065 mg/g

A) Barrido de absorcién del extracto de fruto inmaduro de motilén, B) Barrido de
absorcion del extracto de fruto inmaduro de motilon a pH 1y pH 4.5, C) Barrido de
absorcion del extracto de fruto maduro de motilén y D) Barrido de absorcién del
extracto de callo del motilon
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RESULTADOS Y DISCUSION
A 8| [c]

Efecto del manitol y el acido jasmonico

TEO | A B
2 /\ \ L '}',’\
10 v o\
\ |
os '-/\" l' S l'»'l
06 \l ?\
TEN G ‘ \_,
02 \ B
H\' —//-
00 — ° == e
X0 @ S0 80 £ 400 %0 o
| —L TG L R — L T | L amimsies AJTIPrHaSosy |
TE2Z N
A
B \
A\
2 "1;
1
' N,
{ TE3 ’ S a0 0 = o 0 b X0 @0 G w0 600
| — YR LT ——— AIT2evasee | | E— e LR ———— ATIPM4sw |

Espectrofotometria UV-Vis de la antocianina presente en callo de motilén a pH 1.0

y pH 4.5. A) TEO, B) TE1, C) TE2 y D) TES.
Cambios morfologicos del callo de motilon expuestos

a diferentes concentraciones de elicitores

EHESPE
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RESULTADOS Y DISCUSION

Concentraciones de antocianinas totales de los diferentes
tratamientos de elicitacion

Tratamientos

Concentracion
antocianinas mg/L

Concentracion
antocianinas mg/g

Efecto del manitol y el acido jasmonico

5,404

428

Concentracion antocianinas (%)

5,88

e || 6,290 £ 0,160 mg/g

416

T
TEO TE1 TE2

TEO.1 23,378 2,338
TEO0.2 22,377 2,238
TEO.3 22,210 2,221
TE1.1 59,281 5,928
TE1.2 58,947 5,895
TE1.3 58,279 5,828
TE2.1 62,454 6,245
TE2.2 62,621 6,262
TE2.3 63,623 6,362
TE3.1 41,413 4,141
TE3.2 41,580 4,158
TE3.3 41,747 4,175

Tratamientos
Tratamientos n Medias E.E. Agrupacioén
TEO 3 2,27 0,03 A
TE3 3 4,16 0,03 B
TE1 3 5,88 0,03 C
TE2 3 6,29 0,03 D

(Mihai et al., 2011; Zhang et al., 2002; Belchi, 2012)
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CONCLUSIONES

El protocolo de desinfeccion aplicado a los frutos del motilon (detergente 2%, fungicida-
bactericida 3%, e hipoclorito de sodio 10%) permitié que el 73% de los explantes
introducidos no presenten contaminacion fungica ni bacteriana, para su posterior induccion

a callogénesis.

Se establecio que el medio de cultivo WPM suplementado con 4mg/L de 2,4-D y 1mg/L
de BAP indujo la mayor formacion de callo (80%) en los explantes introducidos de
mesocarpio del motilon, mientras que el medio de cultivo MS suplementado con Smg/L
de 2,4-D y 1,25mg/L de BAP presentd el menor porcentaje de induccion de callo (27%).

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
IIIIIIII ON PARA LA EXCELENCIA

GESP




CONCLUSIONES

Mediante el método espectroscopico diferencial de pH se cuantificé la concentracion
de antocianinas totales presentes el fruto inmaduro y en el callo de Hyeronima
macrocarpa Schltr., para lo cual se realizé un extracto con el solvente (metanol:acido
aceético 19:1) donde la concentracion del fruto inmaduro es 0,049 + 0,02mg/g y en el callo
del motilon es 2,411 £ 0,065mg de antocianinas por cada gramo de callo. Evidenciando
que el cultivo in vitro es una técnica que nos permite la producciéon de metabolitos
secundarios como es el caso de las antocianinas.

El sistema de cultivo de dos etapas con un tratamiento combinado de manitol (2mM) y
acido jasmoénico (40uM) dio lugar a la acumulacién de antocianinas en la biomasa del
callo, obteniendo mediante el método espectroscépico diferencial de pH una
concentracion de antocianinas de 6,290 £ 0,160mg por gramo en comparacion a su
control que contiene 2,270 * 0,155mg/g, aumentando en 2,77 veces el contenido de
antocianinas.
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RECOMENDACIONES

Ademas de las antocianinas se deberia analizar otros metabolitos secundarios en el

callo de Hyeronima macrocarpa Schltr., ya que en los espectros se puede observar que
existen otros picos de absorcion aun no descritos..

Evaluar otros elicitores que estimulen la biosintesis y acumulacion de antocianinas y de
otros metabolitos secundarios.

Establecer suspensiones celulares del callo de motilon, ya que segun la bibliografia los

metabolitos secundarios se producen en mayor cantidad por esta técnica de cultivo de
tejidos.
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RECOMENDACIONES

Se sabe que las antocianinas son asimiladas entre el 1 y 2% en el cuerpo humano, esto
se debe a la inestabilidad que estas presentan, por lo que se recomienda investigar un
proceso de extraccion de las misma a partir del callo de motilon en donde ya se ha
demostrado su presencia. De esta manera se podria usar las antocianinas extraidas para
la produccién de tabletas, jarabes, o soluciones que aumenten la biodisponibilidad al
momento de ingerirlas.
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