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Resumen

El motilén (Hyeronima macrocarpa Schltr.) es un fruto silvestre que tiene caracteristicas
antioxidantes por la presencia de antocianinas, por lo que se ha tenido un gran interés en el
estudio de esta especie. El cultivo de tejido vegetales in vitro es una técnica biotecnoldgica que
proporciona nuevas metodologias para la produccion de metabolitos secundarios de manera
controlada. En la presente investigacion para la etapa de induccion a callogénesis in vitro se
estudiaron dos medios de cultivo Woody Plant Medium (WPM) y Murashige & Skoog (MS)
suplementados con diferentes concentraciones de 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y de 6-
Bencilaminopurina (6-BAP), obteniendo como resultado que el medio de cultivo WPM con
4mg/L de 2,4-D + 1mg/L de 6-BAP indujo un 80% la formacion de callo a los 49 dias de su
introduccion. Posteriormente mediante el método espectroscopico diferencial de pH se
cuantifico la concentracion de antocianinas en el callo del motilén obteniendo una
concentracion de 2,41+ 0,065mg/g de callo. Finalmente se evalué el efecto de dos elicitores
abiéticos (manitol y &cido jasmanico) sobre la acumulacion de antocianinas en un cultivo de
callos del motilon. La aplicacion de un sistema de cultivo de dos etapas con un tratamiento
combinado de manitol (2mM) y acido jasménico (40uM) dio lugar a la acumulacién de
antocianinas en la biomasa del callo, obteniendo una concentracion de 6,290 + 0,160mg por
gramo en comparacién a su control que contiene 2,270 + 0,155 mg/g.

Palabras clave: acido jasménico, manitol, antocianinas, Hyeronima macrocarpa, cultivo

in vitro, metabolitos secundarios.
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Abstract

Motilon (Hyeronima macrocarpa Schiltr.) is a wild fruit that has antioxidant characteristics due to
the presence of anthocyanins, so there has been great interest in the study of this species. In
vitro plant tissue culture is a biotechnological technigue that provides new methodologies for the
controlled production of secondary metabolites. In the present research, two culture media
Woody Plant Medium (WPM) and Murashige & Skoog (MS) supplemented with different
concentrations of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) and 6-Benzylaminopurine (6-BAP)
were studied for the in vitro callogenesis induction stage, obtaining as a result that WPM culture
medium with 4mg/L of 2,4-D + 1mg/L of 6-BAP induced 80% callus formation 49 days after its
introduction. Subsequently, using the pH differential spectroscopic method, the concentration of
anthocyanins in the callus of the motilon was quantified, obtaining a concentration of 2.41+
0.065mg/g of callus. Finally, the effect of two abiotic elicitors (mannitol and jasmonic acid) on
the accumulation of anthocyanins in a motilon callus culture was evaluated. The application of a
two-stage culture system with a combined treatment of mannitol (2mM) and jasmonic acid
(40pM) resulted in anthocyanin accumulation in callus biomass, obtaining a concentration of
6,290 = 0.160mg per gram compared to its control containing 2,270 + 0.155 mg/g.

Key words: jasmonic acid, mannitol, anthocyanins, Hyeronima macrocarpa, tissue

culture, secondary metabolites.
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Capitulo I: Introduccion

Planteamiento del problema

Desde la aparicion de la humanidad su principal fuente de energia han sido los
vegetales, al pasar de los afios se ha dado un alto crecimiento poblacional por lo que ha sido
necesario el uso de técnicas de explotacién agropecuarias para satisfacer sus necesidades, lo
gue ha dado como resultado la destruccion de varias poblaciones vegetales (Levitus et al.,

2010).

El Ecuador siendo un pais pequefio posee una gran biodiversidad animal y vegetal, asi
mismo existen en esta region especies vegetales que son propdésito de estudio como es el caso
del motilén (Hyeronima macrocarpa Schiltr.), fruto poco conocido que se encuentra en la sierra

y oriente ecuatoriano (Matute, 2019).

Hyeronima macrocarpa Schltr., es una especie forestal que ha sido declarada
vulnerable, segun la categoria Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(UICN), ya que tiene una alta probabilidad de convertirse en una especie en peligro de
extincion (Ministerio del Ambiente y Agua, 2020), debido a la explotacion forestal y a la tala

ilegal que existe, perjudicando los beneficios que presenta para el ambiente (Iglesias, 2016).

Segun Martinez (2019), en Ecuador el motilén es utilizado en la preparacion de la
colada morada, ya que presenta un color morado intenso y buen sabor; ademas, de ser

nutritivo y poseer un alto contenido de antocianinas.

Las antocianinas son pigmentos moleculares con propiedades antioxidantes capaces de

capturar radicales libres. Dado que presentan estas caracteristicas existe un gran interés por
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parte de las industrias alimenticia, cosmética y farmacéutica, en explotar materia prima natural
con alto contenido de principios activos o capaz de generar nuevos pigmentos (Martinez,
2019). En ese sentido, el desconocimiento de las caracteristicas y beneficios que presenta el
motilén, ha provocado gue la poblacién desperdicie o incluso deseche el fruto,
desaprovechando su potencial como materia prima para su industrializacion y comercializacion

(Iglesias, 2016).

Segun Martinez (2019), en la provincia de Imbabura el motilén se cosecha en dos
temporadas al afio, la primera en los meses de mayo a junio y la segunda de octubre a enero.
Debido al potencial de este fruto, se propone utilizar técnicas biotecnolédgicas para la obtencién
de callo in vitro, teniendo asi disponibilidad del material necesario durante todo el afio, sin

depender de la temporada en la que se dé ex vitro.

En los afios 60 se introdujo técnicas de cultivos vegetales como posible herramienta
para la investigacion de metabolitos secundarios, las cuales no tuvieron los resultados
esperados, ya que su produccion era inferior a la que posee la planta nativa. Este hecho fue
atribuido a la falta de desdiferenciacion celular, indispensable para que las rutas metabdlicas se
expresen de manera correcta. Gracias a los avances del cultivo de células vegetales, a partir
de los afios 90 se ha visto un crecimiento en la produccion de compuestos bioactivos de gran

valor (Belchi, 2012).

En el siglo XX inicio el estudio de la funcionalidad de metabolitos secundarios, en
primera instancia eran denominados productos naturales, ya que se utilizaban como venenos,
saborizantes o drogas y en las plantas se consideraban productos de desecho o detoxificantes.
Esta vision cambié al pasar de los afios, donde los metabolitos secundarios dejaron de

considerarse productos inertes para ser conocidos como componentes dinamicos del
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metabolismo de las plantas, ya que juega un papel importante en la ecologia de las especies
vegetales debido a propiedades como sabor amargo y toxicidad, caracteristicas que protegen a

las plantas de patdégenos y de ser ingeridas por algunos herbivoros (Belchi, 2012).

Justificacién del problema

Hyeronima macrocarpa Schiltr., pertenece a la familia Phyllanthaceae, especie forestal
gue la podemos encontrar en los bosques andinos de Ecuador, Colombia y Peru. Solo en
Ecuador existen al menos 10 especies de Hyeronima y en su mayoria conocidas como motilén

(Garcia, 2019).

Segun Martinez (2019) evidencio la presencia de compuestos antioxidantes a partir del
extracto de pulpa del motilon, con niveles altos de antocianinas. Por lo cual, el conocimiento de
su composicion de fenoles y antocianinas junto con su capacidad antioxidante brindara
informacion relevante y necesaria para el desarrollo de nuevos mercados para este fruto

(Santacruz et al., 2012).

Los metabolitos secundarios o productos naturales son sustancias que se derivan del
metabolismo primario, pero estan restringidos a un grupo taxonémico particular. Los
metabolitos secundarios tienen una funcién ecolégica como defensa contra insectos y
herbivoros, sustancias alelopaticas, fitoalexinas o disuasores nutritivos. Ademas, cumplen
funciones fisioldgicas por ejemplo: los compuestos fenélicos como los flavonoides son
protectores de la luz ultravioleta (UV). La mayoria de medicamentos se obtienen por sintesis
guimica y sus principales estructuras estan basadas en productos naturales. En el mundo el
44% de los medicamentos estan basados en metabolitos secundarios y el 25% son derivados

de plantas (Pérez & Jiménez, 2011). Las antocianinas son metabolitos secundarios que
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pertenecen al grupo de los flavonoides, son pigmentos naturales que se encuentran en frutas y
vegetales. Son solubles en agua lo que facilita su uso en la alimentacién, ademas presenta
beneficios y efectos terapéuticos en enfermedades coronarias, cancer, tumores, diabetes e

inflamaciones (Garcia, 2019).

Existen metabolitos secundarios que se sintetizan en cantidades pequefias y no en
todas las plantas, por lo que su produccién es limitada a cierto género, familia o incluso algunas
especies de plantas (Avalos & Pérez-Urria, 2009). Es por esto que se requiere procesos
tecnoldgicos para la produccion y extraccién de principios activos. El cultivo de tejidos
vegetales in vitro nos ofrece técnicas para facilitar la produccién de productos naturales
deseados. La produccion in vitro de metabolitos secundarios es sumamente baja, por lo que es
necesario encontrar técnicas de mejoramiento para su produccion industrial y comercializacion
(Saraguro, 2021). Bajo este contexto, el cultivo de tejidos vegetales in vitro ofrece una
oportunidad atractiva para la produccion de sistemas que faciliten la generacion de metabolitos
secundarios deseados y de interés. Actualmente, la biotecnologia vegetal cuenta con gran
variedad de procesos con los cuales se puede llevar a cabo estos objetivos, por medio del
cultivo in vitro se busca la induccién a callogénesis in vitro. Dado que no se han realizado
estudios en especies relacionadas sobre metabolitos secundarios en callo in vitro es necesario
investigar la presencia de estos, e incluso aumentar su concentracion mediante el uso de

elicitores abi6ticos como el manitol y el acido jasmonico (Mihai et al., 2011).
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto del manitol y el &cido jasmadnico sobre la concentracién de
antocianinas en callo in vitro obtenido a partir del cultivo de mesocarpio del motilén (Hyeronima

macrocarpa Schltr.).

Objetivos especificos

e Establecer el medio de cultivo para la induccién a callogénesis in vitro a partir de
mesocarpio del motilon (Hyeronima macrocarpa Schltr.).

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

¢ Cuantificar la concentracién de antocianinas presentes en el callo in vitro obtenido de
mesocarpio del motilon (Hyeronima macrocarpa Schltr.) al ser expuestos a manitol y

acido jasmoénico.

Hipotesis

El manitol y el 4cido jasmdénico aumentan la concentracién de antocianinas en los callos

in vitro obtenidos a partir de mesocarpio del motilén (Hyeronima macrocarpa Schiltr.).
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Capitulo Il: Marco Tedrico

Motilon (Hyeronima macrocarpa Schltr.)

Origen y Distribucién

Hyeronima macrocarpa Schltr., comunmente conocido como motilén, crece en los
bosques andinos de Ecuador, Pert y Colombia (Garcia, 2019). Pertenece al género Hyeronima
de la cual existen 15 especies distribuidas por América del Sur. El fruto del motilén se
considera una drupa comestible y contiene altos niveles de antocianinas, las cuales presentan

caracteristicas antioxidantes (Martinez, 2019).

Figura 1

Fruto del motilon (Hyeronima macrocarpa Schltr.)

En el Ecuador, el motilén se ha localizado en altitudes que van desde los 1500 a 3500
msnm en diferentes provincias como Carchi, Imbabura, Pichincha, Cafiar y Napo (Iglesias,

2016). Segun Prado et al., (2000) esta especie crece mejor a una altura de 2900 a 3200 msnm.
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Figura 2

Ubicacion geogréfica del motilén (Hyeronima macrocarpa Schltr.)

Nota. En la Figura 2A se puede observar la ubicacién geografica de Hyeronima macrocarpa
Schiltr. en las diferentes provincias del Ecuador, 2B) se muestra la ubicacion geografica en

América del Sur.

Taxonomia

El género Hyeronima pertenece al filo Angiospermophyta, clase Magnoliopsida, familia

Phyllanthaceae, como se observa en la Tabla 1 (Martinez, 2019).
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Tabla 1

Clasificacion taxondmica de Hyeronima macrocarpa Schltr.

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

Caracteristicas Botanicas

El motilén es un arbol que tiene un tronco cilindrico que puede alcanzar los 20 metros
de altura, su corteza externa es agrietada de tono gris, su madera tiene la caracteristica de ser
duradera y de color rojizo (Iglesias, 2016). Sus hojas son simples, elipticas, alternadas,
presenta nervios en el haz y envés de la hoja, con una longitud de 4 - 9 cmy de 2,5 - 4 cm de
ancho, tiene un peciolo relativamente pequefio que mide de 2 a 2,5 cm (Vargas, 2002), cuando
las hojas estéan jévenes son de color verde claro, pasando a color amarillo y finalmente cuando
caen al piso son de color rojo amarillento (Mueller, 2003). Las flores son de tonalidad verde

amarillentas y poco atractivas (Santa Cruz, 2011).
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Su fruto es comestible, drupéceo, elipsoide, de color verde en su estado inmaduro y a
medida que va madurando cambia a color morado y negro que es el indicativo que el fruto esta
en estado 6ptimo para su consumo, puede llegar a medir hasta 2 cm de longitud (Santacruz et

al., 2012). Ademas, tiene una sola semilla de color café con testa dura (Vargas, 2002).

Figura 3

Ejemplar del arbol del motilon (Hyeronima macrocarpa Schiltr.)

Fenologia

Hyeronima macrocarpa Schltr., es una especie vegetal silvestre que permanece el 75%
del afio con follaje. En el mes de marzo a mayo es donde se puede observar una completa
formacion de hojas y plena floracion, mientras que en la provincia de Cafar la floracion se da
entre junio y septiembre. En las partes mas bajas se puede encontrar frutos en los meses de
febrero a mayo, mientras que en zonas gue tienen mayor altura estos salen entre junio y

octubre (Iglesias, 2016).
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Usos y Beneficios

En Ecuador, en el sector gastronémico el motiléon ha sido utilizado en la preparacién de
bebidas alcohdlicas y no alcohdlicas, postres, mermeladas, batidos, helados, entre otros. Esto

se debe al buen sabor y color que este presenta (Matute, 2019).

Los frutos del motilén tienen potencial en la alimentaciébn humana, ya que son ricos en
vitamina C y tienen abundante cantidad de antocianinas, que mejora la circulacién sanguinea
en la retina y refuerzan la pared de vasos venosos (Mina & Torres, 2015). Las antocianinas
poseen propiedades terapéuticas y benéficas como efectos anticancerigenos, antitumorales,
antidiabéticos y antiinflamatorios, ademas, estos pigmentos pueden reemplazar los colorantes
sintéticos que son muy utilizados en la industria alimenticia, farmacéutica y cosmética (Garzon,

2008).

El motilén ademés de poseer antocianinas contiene un nivel considerado de fenoles.
Los compuestos fendlicos de los extractos de fruta actualmente han adquirido mucha
importancia, esto debido a que contienen metabolitos secundarios, los cuales tienen
propiedades antioxidantes naturales. Ademas, son beneficiosos para la salud humana ya que

ayuda a prevenir enfermedades degenerativas y cardiovasculares (Tipaz et al., 2018).

Induccién a Callogénesis Mediante Cultivo in vitro

El cultivo de tejidos vegetales es una técnica amplia que implica el cultivo de células,
tejidos y 6rganos de cualquier parte de la planta, estos cultivos se los realiza en medios
artificiales, en condiciones asépticas y controladas. Esta técnica surgié como un enfoque
experimental para demostrar la teoria celular, la cual se fundamenta en que todos los

organismos vivos estan constituidos por células, ademas, del término totipotencia el cual se
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refiere al potencial genético de una célula para dar origen a un organismo celular completo

(Loyola & Ochoa, 2018).

En el cultivo de tejidos vegetales in vitro se debe tener en cuenta los siguientes
principios basicos i) seleccionar un explante apropiado de una planta sana, ii) eliminar la
contaminacién microbiana o fangica de la superficie del explante, iii) inocular el explante en un
medio de cultivo adecuado, y iv) proporcionar al explante cultivado las condiciones ambientales

adecuadas (Loyola & Ochoa, 2018).

Algunos frutos silvestres, como el motilén, poseen sustancias con un alto potencial para
ser industrializados, sin embargo, los frutos recolectados de las plantaciones y bosques
presentan una variacion en cuanto al contenido de sus componentes. Esto se convierte en un
problema, ya que no se puede asegurar una cantidad uniforme de metabolitos secundarios en
cada fruto. Es por eso que actualmente la biotecnologia abarca varios campos, uno de ellos es
la biotecnologia vegetal, que nos brinda técnicas como el cultivo in vitro que permite producir

plantas y productos vegetales de interés de manera uniforme e ilimitada (Cérdova et al., 2014).

El cultivo de tejidos nos permite la induccién y multiplicacion de callos, esta técnica ha
sido utilizada en la produccion de compuestos derivados de especies vegetales a gran escala
en comparacion con otras técnicas convencionales, esto se debe a que la induccion de callos in
vitro es un sistema rapido y sencillo de multiplicacién celular (Kapoor et al., 2018). Los factores
que inducen la formacién de callo son altamente consistentes y se han venido utilizando

durante algunos afios en el cultivo de tejidos para otras aplicaciones (Cardoso et al., 2019).
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El tipo y la concentracién de auxina y citoquinina son factores determinantes clave que
afectan a la callogénesis y la regeneracion in vitro. La relacion auxina/citoquinina es el factor

mas importante en este sentido (Kazeroonian et al., 2018)

Reguladores de crecimiento

Los fitorreguladores son productos naturales que esencialmente regulan todos los
procesos de desarrollo y fisiolégicos durante todo el ciclo de vida de la planta (Bajguz &
Piotrowska, 2009). Estas moléculas son derivadas de metabolitos secundarios responsables de
la adaptacion de las plantas a los estimulos del ambiente. Las plantas necesitan de las
fitohormonas para tener respuestas adecuadas frente a cualquier cambio que pueda
presentarse. Una solo fitohormona puede regular un solo proceso como también la interaccion

de varias influyen en un solo proceso (Ishibashi, 1999).

Dependiendo de su estructura y diversidad quimica son agrupadas como citoquininas,
auxinas, giberelinas, &cido abscisico, etileno, &cido jasménico, acido salicilico,
brasinoesteroides y el grupo que se ha descubierto mas recientemente las estrigolactonas (Chu

etal., 2017).

El correcto entendimiento de los mecanismos de accién de los fitorreguladores
contribuye a la comprension de la biologia de las plantas y a la mejora de los mecanismos de
cultivo in vitro. La actividad bioldgica de cada fitorregulador dependera de su concentracion en

la planta (Chu et al., 2017).

Auxinas

Las auxinas son hormonas vegetales que estan involucradas en diferentes procesos de

la planta, tal como en la morfogénesis celular (division, diferenciacion y crecimiento) y también
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en la dominancia apical (Bakshi et al., 2022). Se caracterizan por su gran capacidad de
estimular varios procesos dentro de la planta: inducir la elongacién de brotes, promover la
division celular en callos ademas de formar raices adventicias en hojas, todo esto lo logra
gracias a que estan distribuidas entre células y tejidos lo que les permite estar involucradas en
procesos completamente diferentes dentro de una misma planta (Garay-Arroyo et al., 2014). La
auxina mas conocida es el &cido 3-indol-acético (AlA) que es la principal auxina natural,
también se tienen auxinas producidas de manera sintética como el acido 2,4-dicloro-
fenoxiacético (2,4-D), el acido indol-butirico (IBA) y el acido a-naftalenacético (ANA) (Alcantara-
Cortes et al., 2109). El 2,4-D es la auxina mas usada no solamente in vitro sino también ex vitro
como un potente herbicida, para el cultivo in vitro se la usa en combinacién con citoquininas

para la induccion a callos (Malik et al., 2003).

Citoquininas

Las citoquininas son fitohormonas que tienen un papel importante en la regulacion del
ciclo celular de las plantas y en varios procesos de desarrollo. La primera citoquinina
descubierta fue un derivado de la adenina y se denomino kinetina y la primera citoquinina
natural identificada fue la zeatina. Se encuentran presentes en todos los tejidos vegetales, pero
son principalmente abundantes en la punta de la raiz, en el apice del brote y en semilla en
estado inmaduro (Schmilling, 2013). Una de sus principales caracteristicas es el promover la
division y diferenciacion celular (Srivastava, 2002). La citoquinina sintética méas usada es la 6-
bencilaminopurina (6-BAP) la cual promueve el crecimiento de la planta (Van Staden & Lall,

2018). En conjunto con las auxinas estimulan la division celular (Costa, 2005).

Produccion de Metabolitos Secundarios Mediante Cultivo in vitro de Células Vegetales

El uso de cultivos de células vegetales in vitro para la produccion de productos quimicos

y farmacéuticos ha dado grandes pasos, ya que el uso de herramientas genéticas y la
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regulacion de las vias para el metabolismo secundario proporcionan la base para la produccion
comercial de metabolitos secundarios. El aumento del nivel de productos naturales con fines
medicinales, junto con los bajos rendimientos de los productos y las preocupaciones de
suministro de plantas ex vitro, ha renovado el interés en la tecnologia de cultivo de células

vegetales in vitro a gran escala (Ramakrishna & Ravishankar, 2011).

Segun Belchi (2012) a lo largo de afios las plantas han evolucionado desarrollando
mecanismos de defensa contra microorganismos, insectos y factores no favorables para su
desarrollo. Los mecanismos de defensa pueden ser fisicos, tal es el caso que algunas
especies vegetales pueden desarrollar espinas o cortezas para evitar que sean atacadas o
también la biosintesis de metabolitos secundarios que son usados efectivamente para su

defensa (fitoalexinas).

En la actualidad los metabolitos secundarios pueden producirse a partir de callos in vitro
0 en muchos casos de suspensiones celulares, esto se debe a que para la produccion de un
metabolito especifico es necesario que la estructura de érganos o microplantas estén bien
diferenciadas (Belchi, 2012). El cultivo de callos es una herramienta efectiva para la
acumulacion de metabolitos. Sin embargo, las rutas biosintéticas de estos metabolitos
secundarios son marcadamente influida por varios elicitores. La adicion o exposicién de estos
elicitores a los medios de cultivo puede modular la produccién de metabolitos secundarios. En
su mayoria, el estrés abidtico y bidtico alteran la acumulacion de compuestos bioactivos en

cantidades més altas en comparacién con el crecimiento natural plantas (Ahmad et al., 2016).

Segun Cardoso et al. (2019), el cultivo de tejidos vegetales in vitro es un conjunto de
técnicas que nos facilitan la produccion de células, tejidos e incluso drganos. El uso de las

técnicas in vitro trae grandes ventajas en la obtencién de metabolitos secundarios ya que su
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produccién es bajo un ambiente totalmente controlado. Estas se desarrollan paso a paso bajo
estrictos protocolos lo que acelera la produccién del metabolito secundario deseado y nos
brinda una mayor seguridad de la pureza de este al no tener agentes externos con los que se

pueda contaminar.

La produccion de metabolitos secundarios in vitro se logra a través de la siembra de un
explante que ha sido previamente seleccionado de una planta madre que se encuentre en
Optimas condiciones. El explante elegido debe ser desinfectado para posteriormente ser
introducido en un medio de cultivo que provea las condiciones adecuadas para su crecimiento.
El medio de cultivo debe contener los minerales necesarios para nutrir el tejido, aztcares que
brinden energia, reguladores de crecimiento adecuados para estimular la produccién de células
indiferenciadas, aminoacidos, vitaminas, agentes antioxidantes y otros; dependiendo del
producto deseado. Esto en condiciones controladas de luz, humedad y temperatura (Cardoso

et al., 2019).

Existe una serie de ventajas el utilizar el cultivo de tejidos in vitro, en cuanto a la
produccion de metabolitos secundarios, por ejemplo: independencia estacional, no hay
restricciones en cuanto a especies y géneros, y se puede inducir a partir de cualquier 6rgano

de la planta (Belchi, 2012).

Antocianinas

Las antocianinas producen varios tonos como rosa, rojo, purpura y azul en flores,
verduras y frutas. Las antocianinas también desempefian un papel importante en la
propagacion de las plantas, la ecofisiologia y los mecanismos de defensa. Estructuralmente, las
antocianinas son antocianidinas modificadas por azlcares y acidos, ademas, los colores de las

antocianinas son susceptibles al pH, luz, temperaturas e iones metalicos. Los métodos
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cromatograficos y espectrométricos se han utilizado ampliamente para la extraccion, el
aislamiento y la identificacion de antocianinas. Es importante conocer que las antocianinas
desempefian un papel importante en las industrias farmacéutica, nutracéutica y de coloracion,
aromatizacion y conservacion de alimentos (Alappat & Alappat, 2020). En las plantas actdan
como sefiales visuales para atraer a insectos ayudando en la polinizacion y dispersién de
semillas. Ademas, al absorber luz protegen a las plantas del dafio provocado por la irradiacion

UV y bajas temperaturas (Qiu et al., 2016).

Las antocianinas son una clase de flavonoides solubles en agua, la fuente dietética de
este metabolito secundario incluye uvas, bayas rojas y moradas, ciruelas, manzanas o en
alimentos que presentan niveles altos de colorantes naturales. Las antocianinas mas comunes
gue se encuentras en estos alimentos son la cianidina, la delfinina, la malvidina, la peonidina, la
petunidina y la pelargonidina. Se han descrito beneficios para la salud por parte de las
antocianinas, especialmente en la prevencion de enfermedades relacionadas al estrés

oxidativo, como enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas (Mattioli et al., 2020).

Quimicay bioquimica de las antocianinas

Las antocianinas son las formas glicosiladas de las antocianidinas una clase de
agliconas, estos compuestos se encuentran formados por un esqueleto de catién flavilio
hidroxilado en diferentes posiciones generalmente en los carbonos C3, C5, C6, C7 y C3', C4/,

C5' para dar lugar a diferentes antocianinas como se muestra en la Figura 4.
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Figura 4

Estructura quimica del cation flavilio y del esqueleto de la antocianidina.

Nota. Estructura quimica del catién flavilio a la izquierda y del esqueleto de la antocianidina a la
derecha con la numeracion de los &tomos y la etiqueta del anillo (R = H, OH), dependiendo de
la posicion de los OH en la estructura de la antocianidina se forman las diferentes antocianinas,
por ejemplo: pelargonidina en 3,5,7,4-OH, cianidina en 3,5,7,3", 4" -OH, petunidina en

3,5,7,3,4"; 5" OMe.

Las antocianinas son compuestos que presentan diferentes colores; rojo, parpura y
azul, esto depende de la acumulacion y de la absorcién de luz complementaria a la clorofila.
Ademas, la absorcién de luz, coloracion dependiente del pH y su estabilidad presentan
caracteristicas relacionadas con las propiedades de conjugacion electrénica en torno a la
fraccion de oxonio que es caracteristico de este tipo de compuestos (He & Giusti, 2010). El
color de algunas frutas y plantas es el resultado de la absorcién de luz en conjunto con clorofila
y antocianinas, por lo que estos cambios de color pueden ser un mecanismo de defensa de

ciertas plantas, protegiéndolas de depredadores y herbivoros (Santos-Buelga et al., 2014).

Segun Mattioli et al. (2020) los colores intrinsecos de las antocianidinas y las
antocianinas estan relacionados con sus propiedades de absorcion espectral UV-visible,

conjugacion electronica y deslocalizaciéon. Estos efectos son inducidos por los diferentes
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estados de ionizacion y reordenamientos electrénicos en las moléculas que estan fuertemente
influenciados por las concentraciones protonicas en el ambiente. En valores bajos de pH, las
antocianinas se presentan como cationes de flavilio (oxigeno cargado de oxonio), mientras que
en condiciones neutras se forman guinonas no cargadas. En condiciones basicas, todas las
antocianinas son ligeramente estables y pueden sufrir diferentes vias de degradacién con la

consiguiente pérdida de coloracion como se muestra en la Figura 5.

Figura 5

Estados moleculares y deslocalizacion electrénica de la cianidina a diferentes valores de pH.
OH
OH

S O\ pH<3
red to orange stable flavylium cation
NF

pH 6-7

violel stable quinonoid anhydrobase

pH 7-8
biue, slighity stable anionic quinone

pH> 11
blue-green, unstable dianionic form

Nota: Tomado de Mattioli et al., 2020
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Ruta biosintética de las antocianinas

La ruta biosintética de las antocianinas ha sido bien caracterizada tanto en una planta
modelo de Arabidopsis thaliana como en varios cultivos, y parece estar fuertemente
conservada. La biosintesis de las antocianinas constituye una importante rama de la via de los
fenilpropanoides y comparte, en las etapas iniciales, algunas enzimas biosintéticas de otros
flavonoides como las flavonas y las flavononas. La ruta biosintética de las antocianinas
comienza con la fenilalanina, que es convertida en acido cinamico por la enzima fenilalanina
amoniacal (PAL). A continuacion, el acido cindmico se convierte en acido cumarico por la
accion de la cinamato-4-hidroxilasa (C4H) y posteriormente se convierte en 4-cumaril CoA por
la 4-cumaril CoA ligasa (4CL). Como se muestra en la Figura 6, tras la condensacion del 4-
cumarilo CoA con el malonilo CoA, la chalcona de la naringenina es producida por la chalcona
sintasa (CHS) y posteriormente convertida en naringenina por la chalcona isomerasa (CHI) y en
dihidroflavonoles, como el dihidrokaempferol y la dihidroquercetina a partir de la flavanona 3-
hidroxilasa (F3H) y la flavonoide 3"-hidroxilasa (F3"H), respectivamente. Los ultimos pasos de
la via biosintética conducen a la produccién de leucocianidinas, cianidinas y antocianinas
mediante la dihidroflavonol reductasa (DFR), la antocianidina sintasa (ANS) y la UDP-
glucosa:flavonoide-3-O-glicosiltransferasa (UFGT), respectivamente. Aunque la biosintesis de
las antocianinas se produce en el citosol, éstas se almacenan en la vacuola mediante

transportadores especificos (Mattioli et al., 2020).



Figura 6

Ruta general de la biosintesis de antocianinas.
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Actividad antioxidante

Los antioxidantes son moléculas que inhiben las reacciones de los radicales libres
retrasando el dafio celular. En la actualidad las reacciones bioquimicas naturales, la exposicion
al medio ambiente y niveles altos de xenobidticos en la dieta inducen la presencia de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrdgeno (NOS), estas son responsables
del estrés oxidativo, ocasionando que los componentes celulares del cuerpo se alteren, dando
lugar a diferentes enfermedades cronicas como cancer, enfermedades coronarias y la
osteoporosis. Este estrés oxidativo puede ser contrarrestado eficazmente incrementando las

defensas del cuerpo humano con la ingesta de antioxidantes (Nimse & Pal, 2015).

Las antocianinas, antocianidinas, polifenoles y flavonoides tienen la capacidad de captar
estos radicales libres. Las antocianinas tienen la capacidad de apagar estas especies de
radicales reactivos mediante una reaccion que implica la transferencia de un solo electrén y a
través de la separacion de atomos de hidrogeno de los grupos fendlicos. Las posiciones 3'y 4'
de la antocianidina son esenciales para la capacidad antioxidante de estos compuestos (Qiu et

al., 2016).

Antocianinas en los alimentos

Las antocianinas se encuentran muy extendidas en las frutas y verduras rojas, azules y
parpuras, su contenido varia entre especies, esto depende del cultivar o variedad, zona de
cultivo, el clima, métodos de cultivo, tiempo de cosecha, maduracién, variabilidad estacional,
temperatura y la exposicién a la luz. Una rica fuente de antocianinas son frutos de tipo bayas
como las fresas, moras, grosella negra y roja, arandanos, frambuesas, estos contienen una
concentracion que oscila entre 100 y 700 mg por cada 100g de producto fresco, el contenido

mas alto de antocianinas lo tiene la baya de salco que va en el rango de 1,4 a 1,8 g/100g de
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producto como se muestra en la Tabla 2. Ademas, otras fuentes de antocianinas son el maiz
morado, cerezas, ciruelas, granada, vino, uvas, zanahoria negra, col morada, que contienen

unos pocos miligramos hasta 200-300 mg/100g (Mattioli et al., 2020).

Tabla 2

Concentracién de antocianinas en algunas frutas de tipo baya.

Concentracion
Taxonomia Nombre comuUn Estandar
(mg/100g de fruta)

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

Nota. Mv: Malvidina, Cy: Cianidina y glu: Glucosa. Tomado de Santacruz, 2011.

Teniendo en cuenta los efectos protectores a la salud por parte de las antocianinas, es
conveniente promover la ingesta de frutas y verduras para garantizar un nivel adecuado de
compuestos antioxidantes. El consumo regular de estos alimentos es un factor muy importante

para un estilo de vida saludable, ademas, puede proporcionar una proteccion frente a
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enfermedades crénicas y degenerativas. La dieta mediterranea es rica en alimentos que
contienen antocianinas, por lo que se le ha asociado a una reduccién del riesgo de padecer
diferentes enfermedades como obesidad, diabetes, cancer y enfermedades cardiovasculares.
Por el contrario, se calcula que 1,7 millones de muertes en el mundo se debe a la baja ingesta
de frutas y verduras, dentro de las cuales se encuentran el cancer gastrointestinal (14%),

cardiopatia isquémica (11%) y accidentes cerebrovasculares (9%) (Tosti et al., 2018).

Biodisponibilidad de las antocianinas

La biodisponibilidad es un término el cual se refiere al grado de disponibilidad de un
compuesto ingerido para un tejido objetivo (Lila et al., 2016). Para ejercer un efecto bioldgico
una sustancia de cualquier alimento debe ser absorbido y llegar a los tejidos en cantidades
suficientes para provocar una respuesta, es decir, tiene que ser biodisponible (Mattioli et al.,
2020). Las antocianinas tienen una biodisponibilidad sumamente baja, ya que solo ente el 1% y
2% de las antocianinas ingeridas mantienen su estructura original (C6-C3-C6) en el organismo
(Tena et al., 2020). Ademas, la biodisponibilidad de las antocianinas es baja debido a su
sensibilidad a los cambios de pH. En general, las antocianinas son estables a valores de pH de

3,5 e inferiores y se degradan a valores de pH mas altos (Robert & Fredes, 2015).

Otro factor que puede afectar la biodisponibilidad de las antocianinas es la matriz
alimentaria y el procesamiento de alimentos, que pueden modular la bioaccesibilidad de la
antocianina. La composicion de la comida también podria ser un factor que afecta a la
biodisponibilidad, es decir, los componentes alimentarios como el alcohol, los azlcares, las
proteinas y las grasas pueden modular la absorcion intestinal (Eker et al., 2019). La estructura
de la antocianidina es un determinante de la biodisponibilidad, ya que las antocianinas a base
de pelargonidina se absorben mas facilmente que las antocianinas con mas sustituyentes en el

anillo B (Felgines et al., 2007).
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Las antocianinas son absorbidas en el intestino y llegan al higado por medio de la vena
porta. Aqui, se metabolizan, se secretan y se reabsorben en el circulo enterohepético para
reiniciar la via a lo largo de todo el proceso. De este modo, las antocianinas se metabolizan
cada vez mas, dando lugar a muchos intermediarios moleculares diferentes que pueden poseer

propiedades y actividades biolégicas especificas (Lila et al., 2016).

Métodos analiticos de cuantificacion

Mediciones espectrofotométricas.

La cuantificacion espectrofotométrica de las antocianinas totales esta basada en la
absorbancia de luz, caracteristica que tienen esta clase de compuestos en funcién al estado de
ionizacion. El color rojo-anaranjado caracteristico de las antocianinas en medios &cidos esta
relacionado al elevado coeficiente de extincibn molar en el rango de luz visible, dependiendo de
la molécula se encuentran entre 465 y 550 nanémetros (nm). Como se puede observar en la
Figura 5 dependiendo del pH existen diferentes estados de deslocalizacion electrénica de las
moléculas, cada uno relacionado con un color. Estos valores de pH estan asociados con
absorciones caracteristicas debido a la ampliacion o disminucion de la conjugacion electréonica
entre los anillos A-B y el anillo C a través de intermediarios aromaticos o quinonicos. A
elevados valores de pH, las antocianinas pierden su color como consecuencia de su
degradacion. Existe otro rango de pH incoloro donde se mantiene la integridad de las
antocianinas, sin embargo, estas moléculas no tienen propiedades espectroscoépicas en el

rango de luz visible (Mattioli et al., 2020).

El método de pH diferencial es la metodologia mas fiable para la cuantificacion
espectroscopica de las antocianinas, ya que se registran los espectros de absorcion UV-visible

de los extractos o muestras a pH 1,0 y 4,5. Este método se basa en la diferencia entre los dos
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valores de absorcion en el rango de luz visible, lo que permite la estimacién precisa de las
antocianinas, inclusive si existieran otros pigmentos o polimeros que puedan interferir (Lao &

Giusti, 2016).

Elicitacion

La elicitacion es una de las herramientas biotecnolégicas mas eficaces y ampliamente
empleadas para la induccion de nuevos productos naturales o la mejora de la biosintesis, asi
como la acumulacion de metabolitos secundarios en cultivos de tejidos vegetales in vitro. Los
elicitores son moléculas bidticas o abibticas que pertenecen a varias clases de compuestos, no
comparten una estructura quimica comun, y pueden inducir o mejorar la biosintesis de
metabolitos secundarios especificos. Diversos parametros, como el tipo de elicitor, las
concentraciones, la duracién de la exposicién, el tratamiento, el tipo de cultivo, la linea celular,
la composicién del medio de cultivo, la presencia o ausencia de regulacién del crecimiento y la
edad o el estadio del cultivo en el momento del tratamiento con elicitores son los principales
factores que pueden determinar la eficacia de las estrategias de elicitacion en la produccién de

biomasa y metabolitos secundarios (Halder et al., 2019).

La elicitacion comienza con la percepcion de la sefial por parte de los receptores
especificos del elicitor presentes en la membrana de la célula vegetal, seguida del inicio de la
cascada de transduccion de sefiales y, en Ultima instancia, cambia el nivel de expresion de
varios factores o genes de transcripcion reguladores y genes limitadores de la tasa de las vias
metabdlicas secundarias, lo que resulta en un aumento de la sintesis y la acumulacién de

metabolitos secundarios (Zhai et al., 2017).

Los metabolitos secundarios pueden sintetizarse desde cero o aumentar su

concentracion ya existente en la planta, esto en respuesta a agresiones externas o al
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encontrarse compartimentalizada. Estas respuestas de defensa se deben en gran parte a los
elicitores, ya que al ponerlas en contacto con células vegetales vivas y a concentraciones bajas
producen una alteracion en el metabolismo celular, con lo cual aumentan la produccion de

metabolitos secundarios especificos (Belchi, 2012).

En el cultivo in vitro vegetal es muy comun la utilizacién de elicitores para inducir la
biosintesis y acumulacion de metabolitos secundarios. Existen elicitores de origen biolégico
como el extracto de levadura, virus, hongos, bacterias, quitosan y el acido aminobutirico;
inductores abi6ticos o de origen no bioldgico como la luz ultravioleta (UV), benzotiodiazol,

fosetil de aluminio y ortovanadato (Belchi, 2012; Amagua, 2020).

Manitol

El manitol es un azlcar sintetizado por plantas superiores y es utilizado para simular el
déficit hidrico, ademas tiene tolerancia a la salinidad, estrés osmotico y respuesta al ataque de
patégenos (Amagua, 2020). Es importante que la presién osmatica sea regulada en los cultivos
de células vegetales, ya que este afecta al crecimiento celular y a la produccion de metabolitos
secundarios. Al agregar manitol, sorbitol y polietilenglicol al medio de cultivo, se regula la
presién osmoética y se mantiene el balance hidrico idéneo para el crecimiento de las células

(Arias et al., 2009).

Jasmonatos

Los jasmonatos pertenecen a la ruta de los octadecanoides, cuando se activa esta ruta
se produce acido 12-oxo-fitodiendico y acido jasménico, compuestos biol6gicamente activos. El
papel de los jasmonatos en el crecimiento y desarrollo de especies vegetales es importante ya

gue ejerce efectos como resistencia a patdgenos, crecimiento de raices y maduracion de frutos.
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Ademas, la aplicacién exdgena de estos compuestos podria inducir directamente la

acumulacion de metabolitos secundarios como fenoles, alcaloides y cumarinas (Belchi, 2012).

El acido jasmdnico es una hormona vegetal que deriva de los acidos linoleico y
linolénico, este actlia como molécula de sefalizacién de la planta en respuesta al estrés
producido por diferentes factores, por lo tanto, induce a la acumulacion de metabolitos
secundarios (Portu, 2018). El 4cido jasmonico y sus derivados han sido considerados como
compuestos que inducen la biosintesis y acumulacion de metabolitos secundarios en algunas

especies vegetales (Amagua, 2020).
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Capitulo lll: Metodologia
Fase de Campo

Recoleccion del Material Vegetal

En la comunidad San Luis de la Carboneria, provincia de Imbabura, se recolect6 los
frutos del motilon (Hyeronima macrocarpa Schiltr.), para lo cual se recogieron los motilones y se
colocaron en fundas de polietileno con papel humedecido para conservar la muestra hasta ser
transportadas al laboratorio de cultivos vegetales de la Universidad de las Fuerzas Armadas-

ESPE, donde las muestras fueron procesadas.

Figura 7

Frutos del motilon (Hyeronima macrocarpa Schltr.) recolectados en la provincia de Imbabura.

Nota. Frutos del motilon recolectados en estado de inmadurez para su posterior introduccion.
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Fase de Laboratorio

Seleccién del explante

El porcentaje de induccion a callogénesis en frutos inmaduros es mayor comparada con
el porcentaje de induccién que se presenta los frutos maduros (Cérdova et al., 2014), por lo
cual se utilizé explantes inmaduros. En el laboratorio se seleccionaron los frutos inmaduros del
motilén que no presentaban golpes, contaminacién, aberturas y que se encontraban en buen
estado para su introduccion. Cada uno de los frutos se limpi6 con papel toalla para eliminar

suciedad y exceso de humedad.

Figura 8

Frutos del motilén (Hyeronima macrocarpa Schltr.) de 2 cm de longitud utilizados para la

induccioén a callogénesis in vitro.

Desinfeccion de Explante

Se realiz6 el protocolo de desinfeccion sugerido por Cérdova et al. (2014) con

modificaciones ya que este presentd contaminacion. Para ello se seleccioné los motilones
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inmaduros y se lavo tres veces con agua corriente durante dos minutos para eliminar los
residuos adheridos a las muestras, siguiendo con el protocolo los frutos fueron expuestos a una
solucién de detergente al 2% (p/v), la soluciéon debe mantenerse en agitacion a 150 rpm
aproximadamente durante 15 minutos, transcurrido el tiempo se realizé enjuagues con agua
destilada para retirar completamente el detergente. Posteriormente se colocé a los explantes
una solucién de fungicida-bactericida NATURAM al 3% (v/v) durante 10 minutos en agitaciéon a
150 rpm y se enjuagd con agua destilada. Se afadi6 fungicida al protocolo de desinfeccion ya
gue presentd contaminacién por hongo en la mayoria de los explantes introducidos.
Finalmente, los motilones fueron expuestos a una solucion de hipoclorito de sodio al 10% (v/v)
en agitacion constante a 150 rpm durante 10 minutos y se enjuagaron tres veces dentro de la

camara de flujo laminar con agua destilada estéril.

Figura 9

Protocolo de desinfeccion de los frutos del motilon (Hyeronima macrocarpa Schiltr.)

Nota. A) Explantes expuestos a una solucion de detergente al 2% (p/v), B) frutos del motilén
sumergidos en una solucion de fungicida-bactericida NATURAM a una concentracion de 3%

(v/v), C) motilones en una solucion de hipoclorito de sodio al 10% (v/v).
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Induccién de la callogénesis

Una vez realizado el protocolo de desinfeccion, en una cdmara de flujo laminar marca
ESCO modelo SHC-4A2 previamente desinfectada con etanol al 70% y esterilizada con
radiacion ultravioleta (UV) durante 45 minutos, se realiz6 la introduccion del material vegetal.
Con una pinza y bisturi estériles se retir6 el epicarpio del motilén para luego cortar alrededor de
1 cm? del mesocarpio del fruto. Seguiin Roca y Mroginski (1991), una alta concentracién de
reguladores de crecimiento auxina:citoquinina (4:1) en el medio de cultivo induce la
callogénesis, por lo tanto, para la induccién de callo del fruto motilén se utilizaron los medios de
cultivo Woody Plant Medium (WPM) y Murashige & Skoog (MS) afiadiendo dos reguladores de
crecimiento a diferentes concentraciones como se muestra en la Tabla 3. Una vez que se
obtuvo cuatro explantes estos fueron inoculados en medios de cultivo WPM y MS
suplementado con vitaminas, 30 gL de sacarosa, 7,8 gL de Bacto agar, diferentes
concentraciones de 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y de 6-Bencilaminopurina (6-BAP)

ajustado a un pHde 5,7 - 5,8.

Posteriormente los explantes inoculados se colocaron en el banco de germoplasma
durante 15 dias en oscuridad a una temperatura de 25+2 °C, transcurrido ese tiempo los
explantes fueron expuestos a un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad
(Cordova et al., 2014). Una vez introducidos los explantes se evalué cada ocho dias la
formacion de callogenésis in vitro y porcentaje de contaminacion considerando hongos y

bacterias como agentes contaminantes.
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Tabla 3

Concentracion de reguladores de crecimiento para la induccion a callogénesis del motilén

(Hyeronima macrocarpa Schltr.)

Reguladores de crecimiento

Tratamiento Medio de cultivo
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
TCO1 (control) MS 0 0

TC4 MS 3 0,75

TC5 MS 4 1

TC6 MS 5 1,25

Nota. La tabla muestra los diferentes tratamientos de induccién a callogénesis utilizados en el
ensayo, con los componentes de los medios de cultivo y diferentes concentraciones de

reguladores de crecimiento 2,4-D y 6-BAP con las que fueron enriquecidos.

Extraccion de Antocianinas de callo in vitro de motilon (Hyeronima macrocarpa Schltr.)

Para la extraccion de las antocianinas se utilizara el método de Tipaz et al., (2018) con

modificaciones, una vez que se indujo la formacion de callogénesis del motilon (Hyeronima



50

macrocarpa Schltr.), se pes6 3g de callo y se macerd en un mortero, posteriormente se separo
en tres vasos de precipitacion de 10mL, 1g de callo en cada uno, a estos se les afadio el
solvente de extraccion Metanol/Acido acético al 100 % 19:1 (v/v) hasta que cubra
completamente el callo macerado, el extracto debe permanecer en oscuridad durante 24 horas.
Transcurrido el tiempo de extraccién, los extractos se filtraron en un balén aforado de 10mL con
papel filtro. Finalmente, el extracto se filtr6 nuevamente con un Filtro Millipore Desechable de

0,20 um.

El mismo proceso se aplica para la extraccion de las antocianinas en el fruto inmaduro
del motilén, con el fin de comparar la concentracion que estos poseen frente a los del callo del

fruto fresco.

Figura 10

Proceso de extraccion de las antocianinas del fruto inmaduro del motilén (Hyeronima

macrocarpa Schltr.)

Nota. A) Se muestra el pesaje del mesocarpio del motilon, B) maceracion del mesocarpio del
fruto inmaduro, C) macerado del motilén con el solvente de extraccién y D) proceso de filtracion

después de las 24 horas de extraccion con el solvente.
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Cuantificacion de antocianinas del callo in vitro mediante el método espectroscopico
diferencial de pH
Para la cuantificaciéon de las antocianinas se utiliz6 el método espectroscopico
diferencial de pH sugerido por Lao & Giusti (2016), para lo cual se prepard una solucién tampon
de pH 1,0 con cloruro de potasio 0,025 M y una soluciéon amortiguadora de pH 4,5 de acetato
de sodio 0,4 M. Posteriormente se tomd 1mL del extracto y se colocd 9mL de la solucion de

cloruro de potasio, y 1ml del extracto del callo de motilon con 9mL acetato de sodio.

Se utiliz6 el Espectrofotometro Marca: Thermo, Modelo: GENESYS 10 UV/VIS junto con
el programa VisonLlite para medir las absorbancias a una longitud de onda de 520nm y 700nm
apH1,0ypH4,5. Ademas, se realizé un barrido de absorcién lo cual nos permite observar la
presencia de antocianinas ya que tienen un pico de absorcién entre los 465 y 550 nm,

dependiendo de la antocianina.

Segun Lao & Giusti (2016) la concentracion de antocianinas presentes en el extracto del

callo se calcula mediante las siguientes ecuaciones:

A = (As20 — A700)pH 1,0 — (As20 — A700)pH 4.5 Ecuacion 1

A XPM XDFx1000
ex1

Antocianinas (mg/L) = Ecuacién 2

Donde

A: Absorbancia

DF: Factor de dilucion
PM: Peso molecular

¢: coeficiente de extincion molar
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La cuantificacion de extractos de muestras bioldgicas es posible calculando la
concentracion de la antocianina predominante mediante los valores de absorbancia diferencial,
peso molecular (PM) y coeficiente molar de extincion (¢). Cuando la muestra es desconocida y
no caracterizada la cuantificacion se realiza utilizando la cianidina 3-glucésido como
equivalente para la estimacion de las antocianinas. Para lo cual, se utiliza PM=449,2 g/mol y

€=26000.

Figura 11

Extractos de callo del motilon (Hyeronima macrocarpa Schltr.)
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Nota. A) Se muestra el extracto de callo del fruto de motilén (por triplicado) y B) es el extracto

con la solucién tampén pH 1,0 y solucién amortiguadora pH 4,5 respectivamente.

Efecto del Manitol y Acido Jasmonico sobre la concentracion de antocianinas

Segun Mihai et al. (2011) el acido jasménico y el manitol en el medio de cultivo
promueven la biosintesis y acumulacion de metabolitos secundarios. Para lo cual se prepard un
medio de cultivo WPM afiadiendo diferentes concentraciones de manitol como se muestra en la

Tabla 4. Los callos de motilon (Hyeronima macrocarpa Schtlr.) fueron cambiados a este medio
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de cultivo y se dejo en fotoperiodo de luz 16 horas y 8 horas de oscuridad durante 30 dias.
Posteriormente se prepar6 un medio de cultivo con diferentes concentraciones de acido
jasménico, siguiendo con el ensayo los callos del motilon se cambiaron a este medio de cultivo

durante 7 dias, los tratamientos a realizar se muestran en la Tabla 4.

Transcurrido los 37 dias del tratamiento con el manitol y el &cido jasmdnico se pesé 3g
de callo de cada uno de los tratamientos y se macerd en un mortero, posteriormente se separé
en tres vasos de precipitacion de 10mL, 1g de callo en cada uno, se les afiadio el solvente de
extraccion Metanol/Acido acético 19:1 (v/v) hasta que cubra completamente el callo macerado,
el extracto debe permanecer en oscuridad durante 24 horas (Tipaz et al., 2018). Transcurrido el
tiempo de extraccion, los extractos se filtraron en un balén aforado de 10mL con papel filtro.

Finalmente, el extracto se filtré nuevamente con un Filtro Millipore Desechable de 0,20 ym.

Figura 12

Extractos de callo del motilén (Hyeronima macrocarpa Schitr.) expuesto a los elicitores manitol

y acido jasmoénico.

o
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Nota. Se muestra el extracto de callo del motilén (TE2), ademas, se muestra el extracto con

solucion de pH 1,0 y pH 4,5 respectivamente.
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Tabla 4

Concentraciones de elicitores para promover la biosintesis y acumulacién de antocianinas en

callo in vitro obtenido a partir de mesocarpio del motilon (Hyeronima macrocarpa Schiltr.)

Elicitores
Tratamiento Medio de cultivo
Manitol mM/L  Acido jasmoénico pM/L
TEO: WPM + 4mg/L 2,4-D + 1 mg/L 6-
0 0
(control) BAP
WPM + 4mg/L 2,4-D + 1 mg/L 6-
TE1l 1 20
BAP
WPM + 4mg/L 2,4-D + 1 mg/L 6-
TE2 2 40
BAP
WPM + 4mg/L 2,4-D + 1 mg/L 6-
TE3 3 60

BAP

Nota. Tratamientos aplicados para inducir la biosintesis y acumulacién de antocianinas en el
callo de motilon utilizados en el ensayo, con los componentes de los medios de cultivo y
concentraciones de (2,4-D y 6-BAP) ya establecidas y diferentes concentraciones de elicitores

(manitol y 4cido jasmanico) con las que fueron enriquecidos.

Se utiliz6 el Espectrofotdmetro y el programa VisonLlite para medir las absorbancias a
una longitud de onda de 520nm y 700nm a pH 1,0 y pH 4,5, para la cuantificacion de las
antocianinas. Ademas, se realizé un barrido de absorcién lo cual nos permite observar la

presencia de antocianinas ya que tienen un pico de absorcién maximo a 465 y 550 nm.
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Capitulo IV: Resultados

Desinfeccion del Explante

En la etapa de desinfeccion de los frutos maduros de Hyeronima macrocarpa Schltr., al
aplicar el protocolo de desinfeccidn sugerido por Cérdova et al. (2014) el porcentaje de
contaminaciéon que presentaron los explantes fue del 96%, la contaminacién se evidencid
desde el dia tres, por lo que se modificé el protocolo y se procedio a utilizar frutos en estado de
inmadurez. Con lo cual se obtuvo un porcentaje de contaminacion del 27%, mientras que el
73% de los explantes fueron viables y se continu6 con el proceso de induccién a callogénesis.
Dentro del 27% de contaminacién se pudo observar la presencia de contaminacion fungica
(17%) y bacteriana (10%) como se muestra en la Figura 13. Los explantes no presentaron

oxidacién ni necrosamiento con el protocolo aplicado.

Figura 13

Porcentajes de contaminacion presentes en el protocolo de desinfeccion de los explantes de

motilébn (Hyeronima macrocarpa Schitr.)

Porcentaje de contaminacién

@O

Nota. Se muestran los porcentajes de contaminacion fungica, bacteriana y viabilidad de los

explantes del fruto motilon.
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Figura 14

Representacion grafica de la contaminacion flngica y bacteriana que presentan los explantes

del motilébn (Hyeronima macrocarpa Schitr.)

Nota. Se muestra en A) la presencia de contaminacién por hongo a los siete dias de la siembra
de los explantes, sin embargo, en B) observamos la aparicion de contaminacion fangica a
pesar de que ha comenzado la formacién de callo a los 21 dias, lo que no permite que se siga
desdiferenciando el explante incubado, y en C) evidenciamos la presencia de un halo lechoso

en el explante, contaminacion bacteriana, a los siete dias de la introduccién de los explantes.

Ademas, algunos frutos del motilén presentaron un agujero en su tegumento y dentro de
la semilla se encontraron insectos. Segun Iglesias (2016) estos insectos pertenecen al orden

Himenoptera como se muestra en la Figura 15.
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Figura 15

Insecto perteneciente al orden Himendptera encontrado dentro de la semilla del motil6on.

Nota. Se muestra el insecto del orden Himendptera observado en un estereoscopio con

aumento (1X).

Induccién a Callogénesis in vitro

Las combinaciones de reguladores de crecimiento vegetal indujeron la formacién de
callo no friables en los explantes del fruto de Hyeronima macrocarpa Schiltr. Todos los
tratamientos presentaron formacion de callo, sin embargo, en el medio de cultivo MS se
observaron morfologias diferentes que en los callos incubados en el medio de cultivo WPM. El
medio de cultivo WPM suplementado con 4mg/L de 2,4-D y 1mg/L de 6-BAP (TC2) fue el mejor
tratamiento para la induccion del callo, ya que este empezd su formacién a los 21 dias (Figura
16C). El proceso completo de la formacion de callo desde el dia 1 hasta el dia 49 en el que se
completd su formacién se puede observar en la Figura 16. Los tratamientos TC1 y TC3 también
indujeron la formacion de callo, pero a partir de los 28 dias de su introduccion. Mientras que los

tratamientos TC4, TC5 y TC6 el inicio de la formacién de callo se evidenci6 a los 35 dias.
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Figura 16

Proceso de induccidn a callogénesis in vitro a partir de mesocarpio del motil6n (Hyeronima

macrocarpa Schiltr.) en el transcurso de 49 dias.

Nota. Se muestra el proceso de desdiferenciacion celular a partir del mesocarpio de Hyeronima

macrocarpa Schlitr. A) Dia uno de siembra, B) Al dia siete de su introduccion se observa el
cambio de color del explante, C) Dia 21, el explante toma otro color y empieza la formacion del
callo, D) El dia 28 el explante presenta la formacién del 50% de callo y toma un color rojizo, E)
Se ha formado un 75% del callo al dia 35, y F) El callo se ha formado por completo a los 49
dias de su introduccion y presenta un color morado-rojizo. Todas las figuras se observaron en

un estereoscopio con aumento (1X).
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Las caracteristicas morfoldgicas del callo se vieron influenciadas por el medio de cultivo,
ya que como se observa en la Figura 17A los explantes del mesocarpio de motilén que fueron
inoculados en medio de cultivo MS, mientras que la Figura 17B la introduccién de los explantes

fueron en medio de cultivo WPM. Evidenciando que los dos callos presentan colores diferentes.

Figura 17

Diferencias morfologicas que presentan los callos de motilon incubados en medios de cultivo

MS y WPM.

Nota. Se muestra el callo de motilon tomadas en el estereoscopio con aumento (1X). A)

Induccion de callo en medio de cultivo MS y B) induccién de callo en medio de cultivo WPM.

Estudios preliminares mostraron que la luz influye en la coloracién del callo, ya que el
callo de la Figura 18A no fue expuesto a la luz durante 28 dias y el callo es transparente,
mientras que la Figura 18B es el mismo callo, pero expuesto a luz fluorescente a partir del dia
29 durante ocho dias, evidenciando que este empieza a tornarse de color rojizo. Por lo que
para la induccion a callo se utilizé un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad a partir del

dia 15 de su introduccion.
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Figura 18

Incidencia de la luz sobre la coloracion del callo de Hyeronima macrocarpa Schltr.

Nota. A) Callo de 28 dias incubado en oscuridad. B) Callo que ha sido expuesto a luz

fluorescente durante ocho dias, posterior al periodo de incubacién sin luz.

Para evaluar estadisticamente los datos obtenidos del porcentaje de formacion de callo
se realiz6 un histograma (Figura 19A), el cual nos indica que los valores siguen una tendencia
normal, ademas se realiz6 un Q-Q Plot (Figura 19B) evidenciando que los valores no se alejan
de la linea de tendencia, corroborando la normalidad de los datos. Esto se corroboro realizando
la prueba de Shapiro-Wilks donde el valor P (0.8913) es mayor al nivel de significancia (0,05)
por lo cual los datos siguen una distribucion normal. En este caso al tener una tendencia

normal podemos utilizar la prueba paramétrica ANOVA donde se analizaron dos hipétesis:

e Hipotesis nula: El porcentaje de formacion de callo es igual en todos los tratamientos,
con 95% de confiabilidad.
e Hipdtesis alternativa: El porcentaje de formacién de callo es diferente en alguno de los

tratamientos, con el 95% de confiabilidad.
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Como muestra la Tabla 5 el valor P (0,00091) es menor al nivel de significancia (0,05)
por lo que se rechaza la hipétesis nula y se concluye que los porcentajes de formacion de callo

en los diferentes tratamientos presentan diferencias significativas.

Figura 19

Pruebas de normalidad de los datos obtenidos del porcentaje de induccién a callogénesis del

motilén.
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Tabla b

Analisis de varianza de la induccion a la callogénesis in vitro en los explantes del motilon.

Andlisis de varianza

Fuente Df SumSq MeanSqg Fvalue Pr(>F)

Ensayos 5 0,6694 0,13389 12,68 0,00091

Residuals 12  0,1267 0,01056
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El test de Duncan (Tabla 6) indica que hubo diferencias significativas en el porcentaje
de induccion a callo en los tratamientos. El medio de cultivo WPM suplementado con 4mg/l de
2,4-Dy 1Img/L de 6-BAP (TC2) fue el mas efectivo para inducir la formacion de callo del motilon
con un porcentaje de induccién del 80%, mientras que el tratamiento menos efectivo fue el
medio de cultivo MS suplementado con 5mg/l de 2,4-D y 1,25 mg/L de 6-BAP, con un
porcentaje de induccion del 27%. Esto se corrobor6 con el diagrama de barras (Figura 20)
donde se puede evidenciar las diferencias significativas entre tratamiento, siendo el tratamiento
TC2 el que tiene un mayor porcentaje de induccién a callogénesis. Ademas, se realizé el test

de Tukey (Anexo 1 Tabla 11).

Tabla 6

Test: Duncan Alfa=0.05 de la etapa de induccién a callogénesis.

Tratamientos n Medias E.E. Agrupacién
TC6 3 0,27 0,06 A
TC4 3 0,27 0,06 A B
TC5 3 0,37 0,06 A B
TC3 3 0,53 0,06 C
TC1 3 0,60 0,06 C

TC2 3 0,80 0,06 D




Figura 20
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Diagrama de barras de las medias de cada tratamiento utilizado en la induccion a callogénesis

de mesocarpio del motilon.

Induccion

0,894

0,70

0,524

0,23

0,53

0,37

027 0,27

014

TC1

TCZ

T
TC3 TC4 TCS TCE
Tratamientos

Nota. El diagrama de barras nos indica que la media mas alta de porcentaje de induccién a

callo lo tiene el tratamiento TC2.

Cuantificacion de antocianinas del callo in vitro mediante el método espectroscépico

diferencial de pH

Para la determinacion de antocianinas totales se tomo los callos de Hyeronima

macrocarpa Schltr. del tratamiento de inducciéon TC2, ya que fue el que obtuvo el mayor

porcentaje de formacién de callo, ademas, segun Alappat & Alappat (2020) las antocianinas

son de color rojo y morado, caracteristicas que presentaron los callos inducidos con el

tratamiento TC2.

Las antocianinas se analizaron aplicando espectroscopia de absorcién, cuantificando la

concentracion de las mismas. Segun Santacruz (2011) este compuesto tiene un pico de
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absorcion en un ancho de banda entre los 465 y 550nm dependiendo de la antocianina. Como
se utiliz6 el fruto en estado inmaduro para la induccién a callo, se realizé un extracto del mismo
para evidenciar la presencia de antocianinas. En la Figura 21A el extracto del fruto inmaduro no
presenta un pico de absorcién en el rango de banda establecido, esto se comprobd realizando
un espectro a pH 1,0 donde las antocianinas son estables, y a pH 4,5 donde las mismas se
degradan (Figura 21B), con lo cual podemos observar que el extracto no contiene este

metabolito secundario.

Figura 21

Caracteristicas espectrales de la antocianina del motilén (Hyeronima macrocarpa Schitr.)

inmaduro.

0.00
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Nota. A) Espectrofotometria UV-Vis del extracto de fruto del motilén inmaduro.

B) Espectrofotometria UV-Vis del extracto del fruto inmaduro del motilén a pH 1y pH 4,5.

Para evidenciar la presencia de antocianinas en el fruto de Hyeronima macrocarpa
Schiltr., realizamos un extracto con el fruto completamente maduro (Figura 22A), donde se
puede observar que hay un pico de absorcién en una longitud de onda de 530nm,
comprobando asi la presencia de este metabolito secundario en el fruto maduro. Por otra parte,

en la Figura 22B observamos el espectro del extracto del callo del mesocarpio del motilén,
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donde se puede observar un pico de absorcion a 520nm, rango en el que se encuentran las

antocianinas, con lo cual se corrobora la presencia de este metabolito secundario en el callo.

Figura 22

Caracteristicas espectrales de las antocianinas del fruto maduro y del callo del motilon

(Hyeronima macrocarpa Schiltr.)
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nm
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Nota. A) Espectro UV-Vis de la antocianina presente fruto maduro del motilén, y B) espectro

UV-Vis de la antocianina presente en el callo del motilon.

La cuantificacion espectrofotométrica de las antocianinas totales esta basada en la
absorbancia de luz, por lo cual se utilizé el método espectroscépico de diferencial de pH, el cual
consiste en medir las absorbancias a pH 1,0 y pH 4,5 en diferentes longitudes de onda, en este
caso se midié a 520nm y 700nm. Estos valores se midieron en el programa Thermo Scientific™
VISIONIlite™ Spectrophotometer Software (Anexo 2 Tabla 12). Cuando la muestra no ha sido
caracterizada la cuantificaciéon se realiza utilizando como marcador la cianidina 3-glucosido
equivalente para la estimacion de las antocianinas, por lo tanto, utilizando la ecuacién 1y 2 se
obtuvo que el fruto inmaduro contiene una concentraciéon de 0,049 + 0,02mg/g de fruto fresco,
mientras que la concentracion de antocianinas totales en el callo de motilén fue de 2,411 +

0,065mg/g de callo como se muestra en la Tabla 7.
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Tabla 7

Concentracién de antocianinas obtenidas en el fruto inmaduro y callo del motildn.

Concentracion Concentracion
Antocianinas mg/L Antocianinas mg/g
Fruto inmaduro 1 0,333 0,032
Fruto inmaduro 2 0,500 0,048
Fruto inmaduro 3 0,667 0,067
Callo T1 24,881 2,463
Callo T2 23,712 2,348
Callo T3 25,048 2,422

Nota. Se muestra las repeticiones de cada tratamiento aplicado en la investigacion

Efecto del Manitol y Acido Jasmoénico sobre la concentracion de antocianinas

Después de la aplicacién del manitol y el acido jasménico durante 37 dias se pueden
visualizar cambios morfoldgicos en los callos del motilon. Como se puede observar en la Figura
23 TEO (control) los callos luego de 37 dias de cultivo presentan un color café-rojizo, mientras
gue en la Figura 23B se muestran los callos expuestos a diferentes concentraciones de Manitol
(1, 2 y 3mM) durante 30 dias, estos presentan cambios en su color ya que son mas oscuros y
morados, y finalmente la Figura 23C se observa el callo de motilén en los que se aplico el acido
jasmonico a diferentes concentraciones (20, 40 y 60uM) durante siete dias, donde los callos se

tornan cafés-morados.
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Figura 23

Cambios que presentan los callos de Hyeronima macrocarpa Schltr. durante 37 dias de cultivo

con los diferentes tratamientos de elicitaciéon

TEO

TE1

TE2

TE3

Nota. Se muestra los cambios morfolégicos de los callos de Hyeronima macrocarpa Schiltr. con

B) manitol 30 dias, C) acido jasmonico siete dias.
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Para evidenciar la presencia de antocianinas en los callos expuestos a los diferentes
tratamientos se realiz6 un barrido espectrofotométrico UV-Vis utilizando el software Thermo
Scientific™ VISIONIlite™ Spectrophotometer. Se sabe que las antocianinas son estables a pH
acido (1,0) y se van degradando conforme se aumenta el mismo (4,5). Como se muestra la
Figura 24 A, B, C y D se puede observar que hay un pico de absorciéon a 520nm a pH 1,0
mientras que a pH 4,5 no se puede evidenciar el pico a dicha longitud de onda, con lo cual

podemos asegurar la presencia de antocianinas.

Figura 24

Caracteristicas espectrales de las antocianinas del motilén (Hyeronima macrocarpa Schltr.)

expuestos a diferentes concentraciones de manitol y acido jasmonico
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Nota. Espectrofotometria UV-Vis de la antocianina presente en callo. A) TEO, B) TE1, C) TE2 y

D) TES.
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El manitol y el acido jasmaénico estimulan la biosintesis y acumulacién de metabolitos
secundarios, para esta investigacion se utilizaron los dos elicitores para evaluar si aumentan la
concentracion de antocianinas en el callo del motilén. Mediante el método espectroscépico
diferencial de pH el cual consiste en medir las absorbancias a pH 1,0 y pH 4,5 a una longitud
de onda de 520nm y 700nm (Anexo 3 Tabla 13), se cuantificd la concentracion de antocianinas
presentes en cada uno de los extractos. Los resultados de las antocianinas totales del estudio

se presentan en la Tabla 8.

Al realizar el histograma (Figura 25A), podemos observar que los datos son dispersos y
no presentan una tendencia normal, esto se comprobd con la Figura 25B donde podemos ver
gue ciertos valores se encuentran alejados de la linea de tendencia. Para verificar este
supuesto se realiz6 la prueba de Shapiro-Wilk, donde el valor P (0,0192) obtenido de este test
es menor que el nivel de significancia (0,05) comprobando que los datos no tienen normalidad.
Por lo tanto se realiz6 pruebas no paramétricas para determinar si existen diferencias

significativas entre los tratamientos.

Figura 25

Pruebas de normalidad de los datos obtenidos de la cuantificacion de antocianinas en el callo

del motilén expuesto a manitol y 4cido jasménico.

A B Normal Q-Q Plot

Sample Quantiles

-1.5 -1.0 0.5 0o 05 1.0 1.5

Theoretical Quantiles

Concentracidn




Tabla 8

Concentracion de antocianinas totales presentes en el callo de motilén expuesto a los

diferentes tratamientos con los elicitores.

Concentracion Concentracién
Tratamientos
antocianinas mg/L  antocianinas mg/g

TEO.1 23,378 2,338
TEO.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

Nota. Se muestra la concentracién de antocianinas con sus repeticiones de cada tratamiento

aplicado en la investigacion.
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Se utiliz6 la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis donde el P valor (0,0155) es menor gque el
nivel de significancia (0,05), es decir la diferencia entre los tratamientos es estadisticamente
significativa. Ademas, se realizé el test de Duncan (Tabla 9), este test prueba las diferencias
entre las medias, empezando con la media de mayor valor contra la segunda mas grande, y asi
sucesivamente, evidenciando que el tratamiento TE2 tiene la media mas alta con una
concentracion de antocianinas totales de 6,290 + 0,160mg/g. Ademas, en la Tabla 10 se
muestra los valores de la prueba de intervalos de confianza, donde se muestran las medias de

la concentracion de cada uno de los tratamientos.

Tabla 9

Test: Duncan Alfa=0.05 de las concentraciones de antocianinas presentes en el callo del

motilén al ser expuestos a los diferentes tratamientos de elicitacion.

Tratamientos n Medias E.E. Agrupacion
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
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Tabla 10

Intervalos de confianza de los datos obtenidos en la cuantificacidn de antocianinas del callo de

motilén con los diferentes tratamientos de elicitacion.

Tratamientos Variable Parametro Estimacion E.E. n - -
(95%) (95%)
TEO Concentracion Media 2,27 0,04 3 2,11 2,42
TE1l Concentracion Media 5,88 0,03 3 5,76 6,01
TE2 Concentracion Media 6,29 0,04 3 6,13 6,45
TE3 Concentracion Media 4,16 0,01 3 4,12 4,20

En la Figura 26 se puede evidenciar que existen diferencias significativas en la
concentracion de metabolitos secundarios debido a la adicion de manitol y acido jasmodnico al
medio de cultivo. El tratamiento TE2 (2mM/L de manitol y 20puM/L de &cido jasmonico) fue la
mas efectiva para estimular la produccién de antocianinas en el callo de manera significativa
obteniendo una concentracién de 6,290 + 0,160 mg/g de callo, mientras que el tratamiento TE3
(3mM/L de manitol y 60uM/L de acido jasménico) tuvo menor acumulacion de este metabolito
teniendo una concentracion de 4,160 + 0,040 mg/g de callo, sin embargo esta concentracion es
mayor que del tratamiento control que se obtuvo una concentracion de antocianinas de 2,270+

0,155mg/g de callo.



Figura 26
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Concentraciéon de antocianinas en el callo in vitro de mesocarpio del motilén con los diferentes

tratamientos de elicitacion.
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Nota. El diagrama de barras nos indica que el tratamiento TE2 es el que logra inducir la

biosintesis y mayor acumulacién de antocianinas en los callos de motilén (Hyeronima

macrocarpa Schiltr.)
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Capitulo V: Discusién

Las antocianinas pertenecen a los flavonoides, una clase de compuestos con fuertes
propiedades antioxidantes. En las ultimas décadas se ha visto un aumento constante en el
interés de los consumidores en todas las especies de frutas ricas en compuestos bioactivos
con actividad antioxidante beneficiosa para la salud, asi como en la investigacion de estos
compuestos. Las bayas y drupas tienen una importancia especial entre otras frutas debido a
sus propiedades organolépticas Unicas, como color, sabor, olor, valor nutricional y la posibilidad
de diversas aplicaciones en la gastronomia, industria alimentaria, cosmética y farmacéutica
(Gundesli et al., 2019). El motilébn (Hyeronima macrocarpa Schitr.) se considera una fruta de
tipo drupa comestible el cual contiene altos niveles de antocianinas, las cuales presentan
caracteristicas antioxidantes (Martinez, 2019), ademas, se ha descubierto que las antocianinas
inhiben el crecimiento de las células cancerosas y previenen la aparicién de enfermedades
coronarias. Por lo que se ha visto impulsado el desarrollo de nuevas técnicas para la
produccion de antocianinas, el cultivo in vitro de células vegetales se ha sugerido como una

metodologia viable para la produccion de algunos metabolitos secundarios de interés.

En el presente proyecto de investigacion, se analizé distintas concentraciones de
reguladores de crecimiento vegetal para la induccién a callogénesis a partir del mesocarpio del
motilén, ademas, se evaluo el efecto del manitol y el &cido jasménico, ya que estos elicitores

intervienen en la sintesis y acumulacién de antocianinas totales.

Desinfeccion del fruto motilén (Hyeronima macrocarpa Schltr.)

Un requisito previo para la introduccion de cualquier material vegetal en cultivo in vitro
es la esterilizacion superficial del explante para eliminar los microorganismos adheridos, lo que

suele realizarse con soluciones acuosas de desinfectantes como hipoclorito de sodio y solucién
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de detergente (Wawrosch & Zotchev, 2021). Mediante la aplicacion del protocolo de
desinfeccion de los frutos de motilon se obtuvo un porcentaje de contaminacion del 27%. Al no
existir reportes bibliograficos de cultivo in vitro de esta especie, la contaminacion puede
deberse a que el motilén se encuentra en bosques silvestres del Ecuador. Ademas, segln
Iglesias (2016) el 29% de los frutos presenta un agujero en su tegumento, donde se encontrd
un insecto el cual pertenece al orden Himenoptera, este insecto ataca Unicamente a los frutos,
perfora el pericarpio y destruye los embriones, ya que se alimentan de los mismos. Este ataque
es mayor entre los meses de julio a octubre, fechas que coindicen con la recoleccion de los
explantes para su introduccién. Teniendo en cuenta estas observaciones y la contaminacién del
96% al aplicar el protocolo sugerido por Cordova et al. (2014), se modificé dicho protocolo
afadiendo una concentracion de Fungicida-Bactericida al 3% (v/v) e hipoclorito de sodio 10%

(VIV).

Induccién a callogénesis

Los explantes que han pasado por el proceso de desinfeccion son inoculados en un
medio de cultivo semisdlido que contiene cantidades adecuadas de nutrientes, sobre todo
reguladores de crecimiento vegetal, y se cultivan en condiciones ambientales controladas.
Dependiendo del material de partida y del medio de cultivo nutritivo, se pueden establecer
diferentes tipos de cultivos que se clasifican como cultivos celulares (suspensiones celulares,
protoplastos o células gaméticas), cultivos de tejidos (callos o tejidos diferenciados) o cultivos
de 6rganos (brotes, raices o embriones cig6ticos) (Wawrosch & Zotchev, 2021). Como se ha
visto un gran interés en el consumo de frutos de tipo baya y drupa ya que contienen una
concentracion alta de antocianinas, para este estudio se indujo la formacién de callo a partir del

mesocarpio del motilén, ya que segun Santacruz et al. (2012) encontré antocianinas en el fruto
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fresco, por lo que en este estudio se cuantificd el extracto a partir de callo del mesocarpio del

motilén para determinar su concentracion.

Segln Roca & Mroginski (1991) afirman que utilizar una alta proporcion de
auxina:citoquinina induce la formacion de callo. En esta investigacion los reguladores de
crecimiento indujeron la formacion de callo a partir del mesocarpio del fruto inmaduro de
Hyeronima macrocarpa Schltr. en los tratamientos TC1, TC2, TC3, TC4, TC5y TC®6, variando
el porcentaje de formacion de callo en todos los tratamientos, siendo TC2, el cual contiene una
proporcion de auxina:citoquinina (4:1) (4mg/L de 2,4-D y 1mg/L de 6-BAP) fue el que indujo
mayor formacion de callo (80%). Estos resultados concuerdan con Cérdova et al. (2014)
guienes obtienen callos tratando los explantes del mesocarpio de camu camu (Myrciaria dubia
Kunth.) con 2mg/L de 2,4-D y 0,1mg/L de 6-BAP. Por otra parte, Alayén et al. (2006) obtienen
callos del mesocarpio de manzana utilizando 1mg/L de 2,4-D y 0,1mg/L de 6-BAP. Sin
embargo, la formacién de callo en Myrciaria dubia fue del 8% al 55% utilizando medio de cultivo
MS, al igual que la formacion de callo en pulpa de manzana. Mientras que para la formacion de
callo de Hyeronima macrocarpa Schltr. se utiliz6 el medio de cultivo WPM, obteniendo un
porcentaje mayor (80%), sin embargo, en el medio de cultivo enriquecido con sales minerales
de MS la formacion de callo del motilén fue de 40%, el cual concuerda con la investigacion de
Cérdova et al. (2014). Por otra parte, Alayon et al. (2006) & Cérdova et al. (2014) afirman que al
utilizar frutos inmaduros logran inducir a callogénesis en un 20% y 30% mas que utilizando
frutos maduros. Ademas, los explantes de mesocarpio inmaduro son mas callogénicos que los

de mesocarpio maduro.

Por lo general, los cultivos se generan a partir de los érganos o tejidos vegetales en los
gue se acumula naturalmente el principio activo deseado. Por ejemplo, las raices se utilizan

para la produccion de ginsendsido (Rahimi et al., 2016), las semillas de Trigonella spp. se
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utilizan para la produccion de diosgenina (Chaudhary et al., 2015), las hojas de Catharanthus
roseus se utilizan para la produccién de vinblastina (Antonio et al., 2013; Parthasarathy et al.,
2020) y el callo a partir del pericarpio para la produccién de resveratrol (Mihai et al., 2011). En
esta investigacion para la produccién de antocianinas se indujo la formacion de callo a partir del

mesocarpio de Hyeronima macrocarpa Schitr.

La produccién de metabolitos secundarios mediante el cultivo de tejidos y 6rganos
vegetales ha sido muy estudiada. Se han realizado ensayos para mejorar la productividad de
dichos compuestos, composicién del medio de cultivo y exposicion a la luz (Ramakrishna &
Ravishankar, 2011), asi mismo se han hecho investigaciones para inducir la biosintesis y
acumulacion de antocianinas probando diferentes concentraciones de fitohormonas como 2,4-
D, acido indol acético (AlA) y acido naftalenacético (ANA) en suspensiones celulares de fresa
(Fragaria ananassa) (Nakamura et al. 1999), Daucus carota (Narayan et al. 2005) y Ipomoea
batatas (Nozue et al. 1997) las cuales ayudaron al crecimiento y sintesis de antocianinas.
Segun Ramakrishna & Ravishankar (2011), sefialan que una menor concentracién de 2,4-D en
el medio de cultivo limitd el crecimiento celular y mejor6 la produccién de antocianinas. Sin
embargo, en nuestra investigacion se utilizé una concentracion de 4mg/L de 2,4-D y 1 mg/L de
6-BAP, ya que a menor concentracion de reguladores de crecimiento no se indujo la formacién
de callo, a pesar de ello, al momento de la cuantificacion de los extractos de callo de
Hyeronima macrocarpa Schltr. se encontrd una concentracion de 2,42 mg/g utilizando dicha

concentracion de fitorreguladores.

Asi mismo, las condiciones de cultivo in vitro simulan una combinacién de factores de
estrés a las células vegetales cultivadas como heridas de tejidos extirpados, concentraciones
de reguladores de crecimiento, concentraciones bajas o altas de sal, niveles de bajos o altos de

luz. Esto puede llevar a la induccion de vias de los metabolitos secundarios, dependiendo del
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estado fisioldgico de las células vegetales (Isah, 2019). Por lo tanto, la elicitacion basada en el
principio de la induccion de estrés es la estrategia mas eficaz para aumentar la produccién de
los metabolitos mediante el uso de elicitores bibticos y abidticos que promueven la biosintesis

de las moléculas cuando se afiaden al medio de cultivo (Narayani & Srivastava, 2017).

La elicitacion es un método viable para aumentar el contenido de productos naturales y
mejorar la calidad de plantas, frutas y verduras. La obtencién de cultivos in vitro activa la
respuesta de defensa de la planta y aumenta la sintesis de metabolitos secundarios en
mayores proporciones. En este contexto, la luz se ha convertido en un elicitor Unico y eficaz
para mejorar la produccion in vitro de metabolitos secundarios farmacol6gicamente importantes
(Hashim et al., 2021). Las luces fluorescentes son una fuente importante de energia luminica
para estimular la produccién de metabolitos secundarios en cultivos in vitro, por lo cual para la
induccién de la callogénesis del motildn, los explantes fueron sometidos a un fotoperiodo de 16
horas luz y 8 horas de oscuridad, después de 15 dias de su introduccién, obteniendo asi un
callo de color morado-rojizo. Segun Hashim et al. (2021) en estudios anteriores han confirmado
gue, dependiendo de las especies de plantas, la calidad de la luz tiene un impacto directo en
las respuestas morfolégicas y fisiolégicas. Asi mismo en el estudio de Ahmad et al. (2016)
reporta que la mayor acumulacion de metabolitos secundarios en callos de Stevia rebaudiana

se dio cuando los callo fueron sometidos a luz azul.

La temperatura es otro factor importante que afecta la produccién de antocianinas,
segun Gomez & Jiménez (2011) las condiciones bajas de temperatura aumentan la sintesis de
antocianinas en petunias, por el contrario, en hibridos de Aster donde a temperatura promedio
de 25 °C la concentracion de antocianinas es mayor. Por lo que para la induccién de la

callogénesis del motilén la temperatura de incubacién fue de 25 = 2 °C. Sin embargo, Simbes et
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al. (2009) combiné la luz y la temperatura para la produccion de antocianinas en callo de

Cleome rosea, evidenciando el aumento de la concentracion de este metabolito secundario.

Como se menciond antes la produccién de metabolitos secundarios in vitro no sigue el
mismo modelo que los cultivos ex vitro, estas diferencias pueden deberse a la falta de
estimulos, a la maquinaria enziméatica, a la poca o nula expresion de los genes relacionados

con la biosintesis de antocianinas.

Cuantificacion de antocianinas del callo de Hyeronima macrocarpa Schltr.

Utilizando el método diferencial de pH el contenido de antocianinas en el fruto del
motilén fresco es de 2,4 mg/g (Rojas et al.,2017). Lo cual concuerda con el contenido de
antocianinas totales encontrado en el callo del motilon (Hyeronima macrocarpa Schiltr.) el cual
es de 2,41 mg/g, sin embargo esta concentracion es mucho menor a la reportada por
Santacruz et al. (2012) donde el extracto del fruto contiene 29,64 mg/g de antocianinas, esto
puede diferir dependiendo el método de extraccion y cuantificacion, ya que se utilizé HPLC
(cromatografia liquida de alta eficiencia), al contrario a nuestro estudio en el que se utilizé el

método espectroscopico diferencial de pH.

Al no existir informacion bibliogréfica sobre cuantificacién de antocianinas en callo de
motilén ni de otro género, los datos obtenidos son comparados con estudios realizados en
frutos frescos. Segln Ponder et al. (2021) las especies de bayas mas oscuras son las que
contienen mas antocianinas totales, la mora (Rubus L.) tiene un contenido de antocianinas
totales de 94,76 mg/100g, grosella negra (Ribes nigrum L.) 113,79 mg/100g, frambuesa (Rubus
ideus L.), arandano de arbusto alto (Vaccinium corymbosum L.) y en grosella roja (Ribes L.)

4,95 mg/100g. Sin embargo, dependiendo del cultivar el contenido total de antocianinas de
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grosella negra Titania acumulé el mayor contenido total de antocianinas (127,15 mg/100g).
Para la cuantificacion de los extractos de los frutos tipo baya se utilizé6 HPLC. En la
investigacion de Moyer et al. (2002), utilizando el método diferencial de pH, la grosella negra
(Ribes nigrum) contiene 411 mg/100g de antocianinas, uva de vid (Vitis vinifera L.) 35-750
mg/100 g (Bridle et al.,1997). Teniendo en cuenta estas investigaciones previas se puede
predecir que la produccion de antocianinas generadas difiere de forma significativa, por otra
parte, la variabilidad de las concentraciones de antocianinas en los diferentes estudios depende
del tipo de extraccion, condiciones fisicas, ambientales, geograficas y de luz en las que se
encuentra el fruto. Por lo que es necesario recurrir a estudios biotecnolégicos para investigar la
variacion de estos resultados. Por medio del cultivo de tejidos in vitro y la induccion a
callogénesis se puede controlar estas variables como la humedad, luz, temperatura,
concentracion de reguladores de crecimiento, concentracion de sal, las cuales influyen
directamente en la produccién de metabolitos secundarios, obteniendo asi resultados mas

reproducibles.

La extraccion de antocianinas es una parte fundamental para su cuantificacién, ya que
se debe tener en cuenta los factores que alteran la integridad de estos compuestos. Debido a
gue las antocianinas son compuestos solubles en solventes polares, estas se extraen utilizando
metanol o etanol junto con acido clorhidrico, &cido acético o acido férmico. La adicion del acido
evita la degradacion de las antocianinas (Santacruz, 2011). Para la extraccion del callo de
motilén se utilizé un compuesto polar (metanol) junto con acido acético (19:1) v/v acorde con lo
citado por Santacruz (2011) y Tipaz et al. (2018), de esta manera se evit6 la degradacion de las

antocianinas y se mantuvo su integridad para su cuantificacion.

Con lo mencionado anteriormente la sensibilidad de las antocianinas a los cambios de

pH se debe a que ejercen un efecto en su estructura y estabilidad. A un pH inferior a 2 el
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extracto es mas estable por que se encuentra en su forma de ion oxonio o cation flavilio el cual
presenta un color rojo, mientras que a un pH mas alto pierde el protén y al adicionar una
molécula de agua en la posicion 2 de la estructura de la antocianina da lugar a una pseudobase
o chalcona las cuales son incoloras e inestables (Santacruz, 2011). Para la cuantificacion del
extracto del motilén se utilizé el método diferencial de pH, donde el extracto se diluyd en
tampones a pH 1y a pH 4,5, evidenciando las diferencias que el pH 1 ejerce en el extracto, ya

gue toma un color rojo, mientras que a pH 4,5 se torna incoloro.

Efecto del manitol y el &cido jasménico sobre la biosintesis de antocianinas en el callo
de Hyeronima macrocarpa Schltr.
La elicitacion es un proceso para inducir la sintesis y acumulacion de principios activos
en plantas, con el objetivo de asegurar su supervivencia, persistencia y competitividad. La
presencia de elicitores bidtico y abidticos estimulan la formacion de metabolitos secundarios en

cultivo de células vegetales (Smetanska, 2008).

El &cido jasmdnico (JA) y el jasmonato de metilo (MeJ) actian como elicitores de varias
vias metabdlicas. Segun Ramakrishna & Ravishankar (2011) se ha demostrado que el MeJ y el
AJ son capaces de inducir la biosintesis y acumulacién de varios metabolitos secundarios como
alcaloides, terpenos, compuestos fendélicos, antocianinas, cumarinas y terpenoides en algunas
especies vegetales. Ademas, los jasmonatos han sido asociados con la acumulacion de
metabolitos secundarios, que también son parte de la respuesta de defensa de la planta. Esto
se evidencié en los callos de fruto del motilén ya que en un inicio estos presentaban una
concentracion de antocianinas de 2,270 + 0,155mg/g de callo, mientras que al estar en
contacto durante siete dias en un medio de cultivo semisoélido el cual contenia una
concentracion de 40uM de 4cido jasmonico, la concentracidén de antocianinas incremento a

6,290 = 0,160mg/g de callo, comprobando asi que el AJ estimula la biosintesis de antocianinas.
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El &cido jasmdnico ha sido propuesto como un compuesto clave de la via de
transduccién de sefiales involucrada en la elicitacion de la biosintesis de metabolitos
secundarios, que participan en las reacciones de defensa de la planta. La aplicacion de acido
jasmonico en los cultivos de células vegetales puede inducir la acumulacién de metabolitos
secundarios (Mihai et al., 2011). Esto podria ser una explicacion para la mayor cantidad de
antocianinas reportadas en las células de callo cultivadas en el sistema de dos etapas que
implica la exposicion de manitol durante 30 dias y acido jasménico por siete dias. Ademas, los
elicitores bidticos y abidticos tienen diferentes mecanismos de elicitacién y cuando se utilizan
en combinacién, aumentan la biosintesis y acumulacion de metabolitos en las células
cultivadas, este es también el caso de la acumulacion de antocianinas en el cultivo de callos del
Hyeronima macrocarpa Schltr., ya que al utilizar el manitol y el acido jasménico estos

estimularon la sintesis de este metabolito secundario incrementado su concentracion.

Analogamente Zhang et al. (2002) analizaron las suspensiones celulares de Vitis
vinifera tras la adicién del 4cido jasmaénico, la biosintesis de antocianina se inhibié
significativamente cuando se traté con 100 mM de &cido jasmonico y dio lugar a los niveles
mas bajos de contenido de antocianina, mientras que los cultivos tratados con 1 mM de acido
jasmonico produjeron un 43% mas de antocianina que el control no elicitado. Ademas, el
crecimiento celular no se vio afectado significativamente en los cultivos tratados con acido
jasmodnico 1y 10 mM. Sin embargo, el contenido maximo de antocianinas en la suspension
celular se vio al dia siete de haberse afiadido el acido jasménico (20 uM) y al estar expuesto a
una intensidad luminica de 8000lux, la concentracion de antocianinas fue 13,9 veces superior al
del control. En este estudio al aplicar diferentes concentraciones de manitol (1, 2 y 3mM)
durante 30 dias y acido jasmonico (20, 40 y 60uM) durante siete dias, ademas, del fotoperiodo

de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad, el tratamiento que contenia 2mM de manitol y 40uM de
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acido jasmonico incrementd la concentracién de antocianinas en 2,77 veces en comparacion
con su control. Comprobando asi que combinando el tratamiento con acido jasmonico y luz
fluorescente dio como resultado una mejora sinérgica significativa en la acumulacion de
antocianinas. Twaij et al. (2022) en su estudio de produccién de metabolitos secundarios en
callos de Datura inoxia indica que la adiciéon de manitol en pequefias cantidades induce el
crecimiento del callo, mientras que, al afiadir una mayor concentracion de manitol, disminuye el
crecimiento del mismo, ademas el manitol provoca estrés en las células vegetales y conduce a

un aumento de la produccion de compuestos secundarios.

Ozeki & Komamine (1986) identificaron en cultivos celulares de zanahoria que la auxina
2,4-D tiene un efecto inhibidor sobre la produccién de antocianinas, ya que al afiadir 2,4-D al
medio de cultivo este promovia la desdiferenciacion celular, en cambio disminuyé la
acumulacion de antocianinas. Segun Nozue et al. (1993) los cultivos celulares de camote
expuestos a un medio de cultivo desprovisto de 2,4-D promovieron la biosintesis de
antocianinas. Por el contrario, el afadir citoquininas (6-BAP, kinetina, zeatina) al medio de
cultivo estas promovieron la sintesis de antocianinas. Mizukami et al. (1998) observaron que la
adicion de 2,4-D al medio de cultivo induce la acumulacién de antocianinas en callos de
Hibiscus sudariffa, ademas la combinacion de auxina:citoquinina increment6 en mayor grado la
sintesis del compuesto en comparacion de cuando se afiadia solo la auxina. Teniendo en
cuenta estas investigaciones, el 2,4-D y 6-BAP estimularon la biosintesis de antocianinas en el
callo de Hyeronima macrocarpa Schltr., ya que el fruto inmaduro del motilén de donde se parti6
para la formacién de callo presenta una concentracion de antocianinas de 0,049 + 0,02mg/qg,
mientras que el callo de motilon contiene 49,20 veces mas antocianinas que el fruto inmaduro.
Evidenciando que, no todas las plantas tienen el mismo comportamiento, estas difieren segun

su familia, género y especie.
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Un factor importante que se debe tener en cuenta en la produccion de metabolitos
secundarios de callos es su edad, ya que segun Keskin & Kunter (2008) la mayor produccion
de trans-resveratrol la obtuvieron en callos de Cabernet Sauvignon (Vitis vinifera L.) de 12 dias
(62,66 + 0.40 ug/g), mientras que a los 15 dias esta concentracion bajo drasticamente
obteniendo una con concentracion de 18,12 + 0.10 ug/g de este metabolito. Estos callos fueron
sometidos a luz UV durante 15 minutos. Por otra parte, Zhang et al. (2001) encontr6 que el
mayor contenido de antocianinas en la suspension celular de Vitis vinifera se obtuvo a los dos
dias de la elicitacion con 10 mM de acido jasmdnico, mientras que la concentracion de
antocianinas en el dia cuatro fue menor. En el caso del callo de motilén se determiné su
concentracion a los 49 dias de su induccion obteniendo una concentracion de 2,411 + 0,065
mg/g de antocianinas siendo esta mayor en comparacion con los callos de 97 dias donde la
concentracion de antocianinas fue de 2,270 £ 0,155mg/g. Cabe sefialar que la concentracién
del metabolito no presenta cambios drasticos, sin embargo, el callo de 147 dias de cultivo
empieza a perder el color morado rojizo caracteristico del callo del motilén tornandose café y su

concentracion de antocianinas disminuye a 0,771 mg/g.

La concentracion de antocianinas en los callos expuestos a los elicitores presentaron
diferencias significativas entre cada tratamiento: TE1 (5,88 + 0,125 mg/g), TE2 (6,29 + 0,16
mg/g) y TE3 (4,16 + 0,04 mg/g), donde la concentracién menor de antocianinas la presenta el
tratamiento TE3 (medio de cultivo WPM + 4mg 2,4-D + 1mg de 6-BAP + 3mM de manitol +
60uM de acido jasmonico). Este hecho se debe a lo reportado por Belchi (2012), donde en su
estudio de suspensiones celulares de callo de Vitis vinifera cv Monastrell al aplicar una mayor
concentracion de acido jasmonico (270 y 450 uM) la acumulacién del metabolito no incrementa
en cuanto al control, mientras que con una concentracion de AJ (5y 25 uM) aumenta 1,7 veces
con comparacién con su control. Sin embargo, el mejor resultado lo obtiene con una

concentracion de AJ (100uM) siendo esta 3,1 veces superior al control. Con lo cual se
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corrobora este hecho, ya que el tratamiento que contiene menor contenido de antocianinas
totales es el que presenta mayor concentracion de AJ. Ademas, se debe tener en cuenta que
son diferentes metabolitos secundarios y para el estudio del resveratrol se parte de

suspensiones celulares, mientras que el contenido de antocianinas se analiza en callo.

El cultivo de células y tejidos vegetales es una alternativa para la extraccion de
metabolitos secundarios a partir de material vegetal. Por medio de investigaciones se ha visto
gue los sistemas de cultivo in vitro de plantas como el cultivo de callos, suspensiones celulares
y los cultivos de érganos vegetales, tiene un potencial prometedor como fuentes de principios
activos. Es importante el progreso que ha tenido la biotecnologia en la actualidad para aclarar y
comprender las rutas biosintéticas de diferentes compuestos, ademas, la manipulacién
genética ha ampliado las posibilidades de utilizar la ingenieria metabdlica para la produccion de

un sinfin de metabolitos secundarios.
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Capitulo VI: Conclusiones

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

Se establecié 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 motildn, mientras que el medio de cultivo MS suplementado con 5mg/L
de 2,4-D y 1,25mg/L de BAP presenté el menor porcentaje de induccién de callo (27%).
Mediante el método espectroscépico diferencial de pH se cuantifico la concentracion de
antocianinas totales presentes el fruto inmaduro y en el callo de Hyeronima macrocarpa
Schiltr., para lo cual se realizé un extracto con el solvente (metanol:acido acético 19:1)
donde la concentracion del fruto inmaduro es 0,049 + 0,02mg/g y en el callo de motilén
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 produccion 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 jasmonico (40uM) dio lugar a la acumulacion de antocianinas en la biomasa del
callo, obteniendo mediante el método espectroscépico diferencial de pH una
concentracion 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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Capitulo VII: 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 aln no descritos.

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

Establecer suspensiones celulares del callo del motilén, ya que segun la bibliografia los
metabolitos secundarios se producen en mayor cantidad por esta técnica de cultivo de
tejidos.

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 motilén en donde ya se ha
demostrado su presencia. De esta manera se podria usar las antocianinas extraidas
para la produccion de tabletas, jarabes, o soluciones que aumenten la biodisponibilidad

al momento de ingerirlas.
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