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1. RESUMEN

La obtencién de metabolitos secundarios de importancia para el hombre a través de los
sistemas de cultivo in vitro, tienen en la actualidad una gran importancia, tanto en el
aspecto econdémico como sustentable. El objetivo de este trabajo fué producir
metabolitos secundarios de Pachycereus schottii y Stenocereus pruinosus, con actividad
biolégica por medio de cultivo in vitro. Se prepararon diferentes medios de cultivo, a los
cuales se vario la concentracion y/o el tipo de regulador de crecimiento, posterior a esto
se realizaron los extractos obtenidos de tejido in vitro utilizando diferentes solventes, a
cada extracto se le realizaron pruebas de tamizaje fitoquimico, actividad bioldgica
(toxica, bactericida, fungicida), antioxidante (DPPH y ABTS), cuantificacion de fenoles
totales, ademds de comparar mediante cromatografia en capa fina los extractos obtenidos
in vitro y de planta silvestre de las especies seleccionadas. Los resultados obtenidos en
cuanto a la respuesta morfogenética fue la formacion de callo, brotes, raices y pigmento,
las pruebas de tamizaje fitoquimico fueron positivas en su mayoria para
sesquiterpenlactonas, lactonas, esteroles, triterpenos, flavonoides, saponinas, oxidrilos
fendlicos, y alcaloides. Con A. salina se obtuvo una DLsy de 282.2 ug/mL para
Pachycereus schottii, y para Stenocereus pruinosus fue 79.6 ng/mL. Los extractos
resultaron activos sobre las bacterias de Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Listeria monocytogenes y Bacillus cereus. En cuanto a la
actividad antioxidante, la prueba de DPPH obtuvo una ECsy de 3.7 pg/mL y para
Stenocereus pruinosus, la ECsy fue de 1.59 pg/mL. Los resultados para el bioensayo de
ABTS, sobre Pachycereus schottii fue de 122.7 pg/mL equivalentes de trolox. Para la
cuantificacion de fenoles totales sobre Pachycereus schottii se obtuvo 58.9 pg/mL
equivalentes de acido gélico. La comparacion de la cromatografia en capa fina revel6 la
presencia de esteroles y aceites esenciales. Se recomienda dar seguimiento al cultivo in

vitro de ambas especies para optimizar la obtencién de metabolitos de interés.



ABSTRACT

The obtaining of secondary metabolites side of importance for the man through them
systems of cultivation in vitro, have currently a great importance, both in the appearance
economic as sustainable. The objective of this work was to produce secondary
metabolites with biological activity by a system of in vitro culture of Pachycereus
schottii and Stenocereus pruinosus. The in vitro culture was establish, performing
different culture media, where the concentration and type of growth regulator was
varies. Then, the extracts from in vitro tissue was obtain using different solvents. The
extracts were subjected to various tests: phytochemical screening, biological activity
(toxic, bactericide, fungicide), antioxidant (DPPH and ABTS), quantification of total
phenols, in addition to comparing by thin layer chromatography extracts obtained in
vitro and wild plant. The results in terms of response was morphogenetic callus
formation, shoots, roots and pigment, phytochemical screening were positive for the
most of functional groups like: sesquiterpenlactones, lactones, sterols, triterpenoids,
flavonoids, saponins, phenolic oxidrilos, and alkaloids. Assay of A. salina was obtain a
LDso of 282.2 mg/mL for Pachycereus schottii and for Stenocereus pruinosus was 79.6
ug/mL. The extracts were active on the follow bacteria: Staphylococcus aureus,
Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Listeria monocytogenes and Bacillus cereus.
As for the antioxidant activity, DPPH test obtained an ECsy of 3.7 .mg / mL and for
Stenocereus pruinosus ECsyp was 1.59 mg/mL. The result for assay of ABTS on
Pachycereus schottii was 122.7 g/mL Trolox equivalent. For quantification of total
phenolic on Pachycereus schottii, was obtain 58.9 ug/mL of gallic acid equivalents.
Comparison of the thin layer chromatography revealed the presence of sterols, and
essential oils. It is recommended to follow up on the in vitro culture of both species to

optimize the production of metabolites of interest.



2. INTRODUCCION

Un gran nimero de especies vegetales y otros grupos de organismos, son fuente
importante de una amplia variedad de metabolitos secundarios, los cuales tienen
diversas funciones en los organismos, sin embargo, para el hombre son relevantes ya
que pueden tener ciertas propiedades de importancia en el 4rea de la salud y en otros
sectores de la industria y pueden emplearse como: farmacos, insecticidas,
saborizantes, aromatizantes, colorantes, cosméticos, etc. Los metabolitos secundarios
en plantas se encuentran en raiz, tallo, hojas, flores y frutos, el tipo, asi como su
efectividad para producirlos, varian de acuerdo a distintos factores como: manejo,
posicién taxondmica, condiciones ambientales y fisioldgicas. La obtencion de estos
compuestos, ademds de que deteriora el medio ambiente y pone en riesgo a las
especies silvestres, no asegura el suministro constante de estas sustancias ya que los
rendimientos se ven afectados por los factores antes mencionados. El desarrollo de
técnicas biotecnoldgicas como el cultivo de células vegetales es una alternativa para
solucionar esta problemdtica, y obtener asi una produccién de manera continua y
homogénea de metabolitos secundarios de interés industrial.

Pachycereus schottii y Stenocereus pruinosus, son especies pertenecientes a la
familia Cactacea, que se desarrollan en los climas aridos de Norte y Noreste de
Meéxico, esta familia presenta una amplia gama de metabolitos secundarios de
importancia para el hombre. Trabajos anteriores han reportado en estas especies
actividad citotoxica relevante, antioxidante, antifiingica y antibacteriana, sin
embargo, no se tiene informacién sobre su comportamiento in vitro, por lo que es
importante conocer si estas caracteristicas también se presentan en los tejidos

regenerados y asi tener una opcion para su obtencion.



3. ANTECEDENTES

3.1 Cultivo de Tejidos Vegetales

El cultivo de tejidos vegetales es una técnica mediante la cual podemos
desarrollar, células vegetales, tejidos y 6rganos aislados de la planta madre, en medios
artificiales (George et al. 2008), en condiciones asépticas e incubarlos en condiciones
ambientales controladas (Roca y Mroginski, 1991), por medio de esta técnica, se puede
demostrar la totipotencialidad de las células y explotarla para multiples aplicaciones,
como la mejora genética del cultivo (producciéon haploide y triploide, fertilizacién in
vitro, rescate de embriones hibridos), propagacién clonal (micropropagacion),
eliminacion de virus, conservacion del germoplasma, produccién de fitoquimicos a nivel
industrial, regeneracion de plantas a partir de células manipuladas genéticamente por
tecnologia de ADN recombinante (ingenieria genética) o la fusién de células (Bhojwani

y Dantu, 2013).

Los primeros experimentos utilizando el cultivo de tejidos vegetales fueron

realizados por Haberlandt en 1902 (Neumann et al. 2009a).

Una ventaja del cultivo in vitro es que puede utilizar cualquier parte de la planta
(tallo, hoja, semilla, fruto, embrién, cotiledones, raiz, etc.). Las partes meristematicas son
las mds utilizadas ya que se encuentran en division activa. Existen diversas técnicas
dentro del cultivo de tejidos vegetales, de las cuales, las més utilizadas para la obtencién
de metabolitos secundarios, son el cultivo de tejidos y las células en suspension, el
primero consisten en la obtencidn de pequefios segmentos de tejido inoculados en medios
semisolidos, en los cuales, de acuerdo a los reguladores de crecimiento utilizados, es
posible inducir con cierta facilidad la formacién de callos, mientras que las células en
suspension, consiste en mantener en agitacion continua los callos en un medio liquido
(Ochoa-Alejo. 1990). Los cultivos en suspension tienen la ventaja de ser facilmente

manipulables, ademds de obtenerse de manera rdpida y simple, esta capacidad es



conferida por la uniformidad y nimero limitado de tipos celulares, obteniendo asi
metabolitos secundarios. Esta técnica se ha empleado para la produccién de nuevos
productos quimicos expresados unicamente en los cultivos in vitro (Santos-Diaz et al.,

2005)

El cultivo de células vegetales ha surgido como una alternativa para la obtencién
de metabolitos de alto valor agregado, producidos en las plantas en bajas
concentraciones y para los cuales, no existen procesos de sintesis quimica conocidos; sin
embargo, para la implementacion de esta tecnologia es necesario el desarrollo de
estrategias que permitan incrementar la productividad de los cultivos in vitro (Arias

Zabala et al. 2009).

Los reguladores de crecimiento vegetal son empleados para inducir el proceso de
diferenciacion celular, existen varios tipos, entre los que destacan las auxinas,
citocininas, giberelinas, dcido abscisico y etileno (Feher et al., 2003). Las auxinas y
citocininas se emplean sobre todo en los sistemas de cultivo de tejidos vegetales para
regular la division celular y la diferenciacion en los explantes (Jiménez, 2005), como es
el caso en la organogénesis y multiplicacion de Ortegocactus macdougallii, en donde el
efecto de la adicién de 4cido naftalenacético y benciladenina fue evaluado obteniendo
una abundante proliferacién y formacién de raices (Arellano-Perusquia et al., 2013) Por
otro lado Elias et al., (2014) al utilizar BAP y ANA obtuvieron formacion de raices en
un cultivo de Echinocereus cinerascens, ademas de formacion de callo.

Para la induccién de callo de Cereus peruvianus, Karimi et al., (2010) utilizaron los
reguladores de crecimiento 2.,4-Diclorofenoxiacético y d4cido naftalenacético,
demostrando que al ser utilizados por separado, en una concentracion de 4 mg/L, se
produce mayor cantidad de tejido calloso.

Bhau y Wakhlu (2015) trabajaron con Coryphantha elephantidens en donde obtuvieron
formacidn de brotes al adicionar al medio de cultivo BAP.

Ramirez-Malagén et al., (2007) al usar diferentes combinaciones de auxinas Yy

citocininas (AIA y K) obtuvieron formacién de brotes en 10 especies de Mammillaria.



3.1.1 Cultivo de callo

El callo, es un conjunto de células amorfas desorganizada, el cual comienza a
formarse en las regiones de corte de los explantes, y continda su proliferaciéon con la
adicién de reguladores de crecimiento vegetal. Las raices, brotes, embriones, etc.,
también pueden desdiferenciarse a callo en condiciones adecuadas (Neumann et al.,
2009b). Para el inicio del crecimiento del callo, se deben de tomar en cuenta tres factores
principales: (1) la selecciéon de explantes, (2) la eleccion de un medio de cultivo
adecuado, y (3) las condiciones ambientales adecuadas para su desarrollo (Robledo-Paz
et al., 2006). Estas agregaciones celulares son una de las estrategias para favorecer la
acumulacién de compuestos quimicos (Trejo-Tapia G y Rodriguez Monroy M., 2007).

El mejor factor para controlar la formacion de callo es la adicién de reguladores
de crecimiento vegetal (auxinas, citocininas, giberelinas, etileno etc.), las concentraciones
a utilizar pueden variar segin la especie y la respuesta morfogenética dependera del
genotipo, edad del explante, el estado nutricional, etc. Las condiciones del medio de
cultivo (temperatura, medio sélido o liquido, luz, etc.) también son importantes en la
formacién de callo (Smith, 2013). Opatrny en el 2014 demostré que un balance adecuado
de auxinas y citocininas da como resultado la formacién de callo, ademas segun Nick y
Opatrny (2014), el éxito de esta tecnologia depende de los componentes esenciales y
opcionales que contengan el explante y el medio de cultivo. Los nutrientes esenciales
consisten en las sales inorgdnicas, fuentes de carbono y energia, vitaminas y
fitohormonas (Bhojwani y Dantu, 2013). Otros componentes importantes pero opcionales

son los compuestos nitrogenados, dcidos organicos y sustancias complejas

Una vez que el callo asociado con el tejido original ha crecido por un tiempo
determinado, es necesario subcultivarlo a un medio fresco, para permitir la multiplicacién
de este (Bhojwani y Dantu, 2013) ya que el crecimiento en el mismo medio lleva al
agotamiento de los nutrientes en un tiempo determinado, asi como a la gradual
desecacion del agente gelificante y a la acumulacién de metabolitos que pueden resultar

toxicos para el callo (Dodds y Roberts, 1995).



Los subcultivos usualmente son llevados a cabo cada tres a cuatro semanas
(Bhojwani y Dantu, 2013) pero en realidad este tiempo varia con la tasa de crecimiento
del callo. (Dodds y Roberts, 1995), por lo que es muy importante realizar curvas de

crecimiento y determinar los periodos de resiembra (Nogueira et al., 2007).

Una alternativa para la produccién de metabolitos de alto valor agregado es el
cultivo de tejidos (Robles-Martinez et al., 2016). Es comprensible entonces el interés de
grandes industrias en la producciéon de compuestos naturales de importancia comercial,
cuya calidad y costos no se afecten por condiciones climdticas, sanitarias o politicas de la
region de produccidn. Es en este contexto, donde los avances de la biotecnologia vegetal,
especialmente el cultivo de células y tejidos constituyen una alternativa para la

produccién de metabolitos secundarios de gran interés (Vanisree y Tsay, 2007).

Existen multiples trabajos donde se describe la induccion de este tejido, como el
realizado por Trevifio Neavez en el 2000, en donde se logré la induccién de callo en
Stenocereus griseus mediante el uso de medio MS (1962) adicionado con: de 4c. 2,4-D y
K. En la especie Lophophora williamsii se logr6 la induccion de este tejido al adicionar
al MS, una citocinina, la Kinetina, en una proporcion de 4.0 mg/L y acido Indolacético
en 2.0 mg/L (Esparza Izunsa R. 2004), también se reporta la induccién de callo, a partir
de explantes cultivados in vitro, donde se realizan cortes trasversales delgados, los
cuales son colocados en caja petri con MS (1962) adicionado con 5 mg/L de ac. 2,4-D y

0,25 mg/1 de Kinetina, los cuales son puestos en obscuridad durante 30 dias a 25 °C.

Aifra et al., (2006) propagaron in vitro Notocactus magnificus, obteniendo formacion de
callo al adicionar al medio de cultivo dcido 2,4-D., BAP y tiamina HCL. Con la adicién
de BAP y ANA, Elias et al., (2014), obtuvieron formacion de raices en un cultivo de
Echinocereus cinerascens, ademds de formaciéon de callo, para la especie Cereus
peruvianus, Karimi et al., (2010) utilizaron los reguladores de crecimiento 4c. 2,4-
diclorofenoxiacético y 4cido naftalenacético, demostrando que al ser utilizados por
separado, en una concentracion de 4 mg/L, se produce mayor cantidad de tejido calloso,

sin embargo



3.1.2 Produccion in vitro de metabolitos secundarios

Las plantas son fuente de una amplia variedad de compuestos quimicos, conocidos como
metabolitos secundarios. Un aspecto importante para la productividad de los sistemas in
vitro es la diferenciacion y compartamentalizacion celular como eventos necesarios para
la sintesis de metabolitos secundarios en las plantas. La agregacion celular en los
cultivos in vitro es una de las estrategias para favorecer la acumulacién de estos
compuestos quimicos. Este efecto positivo podria ser explicado como consecuencia de la
formacion de estructuras morfogénicas y/o por una condicién de estrés por limitaciones
de oxigeno al interior de los agregados. Se ha visto que la combinacién de la agregacion
con otras estrategias tales como la selecciéon de lineas celulares, la elicitaciéon y la
adicion de precursores constituye una alternativa para desarrollar bioprocesos a partir de
células vegetales in vitro para la producciéon de compuestos quimicos de alto valor
agregado (Trejo-Tapia G y Rodriguez Monroy M., 2007). Su acumulacién en las plantas
es baja y lenta, ya que estd regulada espacial y temporalmente. Es decir, ocurre en
células, 6rganos y tejidos especificos, en fases determinadas del ciclo de vida de la

planta, bajo condiciones estacionales o de estrés (Verpoorte et al., 2002).

La optimizacién del medio y las condiciones de cultivo pueden incrementar la
productividad del compuesto de interés. Sin embargo, se ha demostrado en varios
trabajos que las condiciones de cultivo y nutrientes necesarias para el desarrollo de la
biomasa no coinciden con las necesarias para la producciéon del compuesto de interés
(Wilken et al., 2005). Este aspecto ha promovido el desarrollo de un sistema de cultivo en
dos etapas, una primera que estimule el crecimiento de la biomasa y la segunda que

favorezca la biosintesis del metabolito deseado.

Con respecto a la producciéon comercial de compuestos de interés, la capacidad
de cultivar células en medio liquido ha sido una importante contribuciéon a la

biotecnologia vegetal (Yesil-Celiktas et al., 2010).



Existen diversas estrategias para incrementar la produccién de metabolitos
secundarios, dentro de las mds importantes se encuentran la seleccién y mejoramiento de
la linea celular, la cual consiste en usar la parte de la planta en donde se halla observado
la acumulacién del metabolito, pues se ha demostrado que lineas obtenidas de diferentes
partes de la planta, presentan una produccién diferente de metabolitos secundarios
(Oncina et al., 2000; Fedoreyev et al., 2000). Otra estrategia para incrementar la
produccién de metabolitos, es utilizar ingenierias genéticas y metabdlicas ya sea
incrementando el flujo por una ruta biosintética, incrementando el nimero de células

productoras o por inhibicion de la degradacion de los productos de interés.

Los nutrientes para el medio de cultivo, es también una de las estrategias mads
importantes para el incremento de los metabolitos, en todos ellos se encuentran
macroelementos, microelementos, vitaminas Yy fitohormonas, por medio de la
concentracion y composicion de estos, es posible inducir cambios en el crecimiento y en
la produccién, manipulando el medio de cultivo (Raval et al., 2003). A continuacidn se
detallan diversos efectos que tiene la manipulacién de algunos componentes del medio de

cultivo sobre el crecimiento y la produccion de metabolitos secundarios:

o Fuente de carbono. Se ha encontrado que la concentracién inicial de sacarosa

afecta el crecimiento, el consumo de nutrientes y la produccién de metabolitos
secundarios (Akalezi et al., 1999); sin embargo, estos efectos son especificos y
dependen de la linea celular con la que se esté trabajando.

o Fuente de fosfato. Estd directamente relacionado con el crecimiento y el

metabolismo energético, pues participa en la biosintesis de nucledtidos,
fosfolipidos y otras biomoléculas (Thorpe et al., 2013). Las concentraciones bajas
de fosfato (en las cuales el fosfato esta por debajo de 1,04 mM) pueden llegar a
estimular el metabolismo secundario ya sea por la disminucién de la tasa de
crecimiento que favorece el flujo de nutrientes hacia la produccién de metabolitos
secundarios (Raval et al., 2003, Sato et al., 1996), o por la activacion de enzimas
relacionadas con la biosintesis de estos metabolitos (Ramachandra y Ravishankar,

2002).



o Fuente de nitrégeno. Es un componente fundamental para el crecimiento celular

pues es utilizado en la sintesis de proteinas y dcidos nucleicos (Thorpe et al.,
2013)

o Microelementos. Se han encontrado tres mecanismos por los cuales estos

compuestos pueden estimular la produccién cuando es incrementada su
concentracion en el medio de -cultivo: favoreciendo el aumento en la
concentracion de biomasa, si el micronutriente limita el crecimiento (Liu y Zhong,
1996); elicitando la sintesis del metabolito de interés mediante el incremento de la
presion osmotica en el medio (Kartosentono et al., 2002) y/o incrementando la
disponibilidad de cofactores enzimdticos cuando actiia como grupo prostético,
observandose en los dos ultimos casos, un incremento en el contenido intracelular
del metabolito (Huang et al., 1995).

o Fitohormonas. Tienen diversos efectos que pueden llegar a afectar el crecimiento
de las plantas, la produccion de metabolitos secundarios estd estrechamente ligada
a la adiccién de auxinas y citocininas, (Machakova et al., 2008).

o Condiciones fisicas. También tienen efecto sobre las condiciones de crecimiento y

produccion de metabolitos secundarios, entre ellas destacan: cualquier tipo de

estrés, temperatura, presion osmaética, pH, iluminacién y elicitacion.

Para la produccién de metabolitos secundarios in vitro existen multiples trabajos,
destacando el cultivo de Opuntia robusta, en donde al adicionar al medio 4c. 2,4-D, BA,
biotina, caseina hidrolizada y prolina, se logré la produccién de callo, posteriormente al
adicionarle 4cido jasmoénico se increment la produccién de compuestos fendlicos.
Robles-Martinez et al, (2016), lograron establecer el cultivo de callo y de suspensiones
celulares en tres especies del genero Opuntia (Opuntia streptacantha, Opuntia
megacantha, Opuntia ficus-indica) adicionando al medio MS diferentes concentraciones
de Ac. 2,4-D y BA, demostrando que la concentracién de antioxidantes fue tres veces

mayor en este tipo de cultivo que en las plantas silvestres,

De Aguilar et al., (2015), lograron la produccion de un pigmento (betalaina) en la

cactacea Pereskia aculeata Miller, este pigmento es de suma importancia ya que es
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utilizado en la industria alimenticia y recientemente se ha demostrado su importancia

medicinal.

3.2 Caracteristicas de las especies estudiadas

3.2.1 Ubicacion taxonémica y caracteristicas de P. schottii

Orden: Cactales

Familia: Cactaceae

Subfamilia: Cactoidea

Tribu: Pachycereus

Género: Pachycereus (Lophocereus segin Bravo-Hollis y
Sénchez Mejorado, 1978).

Especie: schottii (Engelmann) Britton and Rose.

Nombre vulgar: “Muso”, “Senita”, “Musaro”, “Viejo”, “Tuna barbona”.

Pachycereus schottii (Figura 1), es una planta arborescente con ramas que salen desde la
base. Los tallos son mas o menos erectos de 1 a 3m de altura, de color amarillo verdosos
y de 5 a 10 cm de didmetro. Espinas centrales de 1 a 3, de color gris y de 1 a 3 cm de
longitud, las radiales de 3 a 15, de color gris y de 0.5 a 1.5 cm de longitud. Pseudocefalia
terminal, consistente en el desarrollo de espinas abundantes, grises y flexibles. Flores
infundibuliformes, que surgen lateralmente en la pseudocephalia, hasta como de 4 cm de
largo y 3 cm de ancho, blanquecinas o con tinte rosa, que abren por la noche. Fruto rojo,
carnoso, globoso hasta ovalado u oblongo, de 1 a 3 cm de ancho, con pulpa roja.
Semillas pardas, casi negras, brillantes, ovaladas, de 2 a 3 mm de largo y 1.5 a 2 mm de
ancho, hilo casi basal. Distribucién noreste de México, Baja California, Sonora, y Sur de
Texas, Nuevo México, Arizona. (Bravo Hollis y Sdnchez Mejorada, 1978); (Anderson

E, 2001).
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Fig. 1 Planta de
P. schottii

3.2.2 Ubicacién taxonémica y caracteristicas de S. pruinosus
Orden: Cactales
Familia: Cactaceae
Subfamilia: Cereoideae
Tribu: Pachycereae
Subtribu: Stenocereinae Buxab.
Género: Stenocereus Berger
Especie: pruinosus (Otto) Buxbaum

bR Y9

Nombre vulgar: “pitayo de octubre”, “pitayo”.

Stenocereus pruinosus (Figura 2), es una planta arborescente, con tronco bien
definido, de 5 a 6 m de alto, ramificado. Ramas de 8 a 12 cm de diametro, de color
verde obscuro, hacia la extremidad de las ramas azuloso, con una pruinosidad
blanquecina. Costilla 5 a 8 prominentes, separadas. Espinas radiales de 5 a 8 cm de 1
a 2 cm de largo, de color gris. Espinas centrales, de 1 a 4 cm, de color gris, de 2 a 3
cm de longitud. Flores infundibiliformes que abren durante el dia y la noche, blancas
de 9 cm de longitud, con tubo receptacular largo; escamas y segmentos exteriores del
perianto de color verdoso. Fruto ovoide, de 5 a 8 cm de largo, de color variable rojo
purpura, anaranjado verdoso, con pulpa carnosa, del mismo color que el pericarpelo;
las areolas grandes, lanosas y espinosas, se desprenden con facilidad cuando el fruto
madura, es colectado a nivel regional por su sabor. Semillas pequefias de 2 a 2.5 mm

de largo, y 1.8 mm de ancho; amplio hilo basal; negras con gruesas puntuaciones. Se
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distribuye en los estados de Tamaulipas, Veracruz, Puebla, Guerrero, Oaxaca y

Chiapas. (Bravo y Sanchez, 1978 y Anderson, 2001).

Fig. 2 Planta de
S. pruinosus

3.2.3 Usos Etnobotanicos de las especies en estudio

Dentro de los usos para P. schottii podemos destacar el dado por los indios
mayos de Ahome, Sinaloa para tratar la tuberculosis, ademds en Sonora se usa el tallo
para curar heridas, llagas, tlceras estomacales, cdncer estomacal y diabetes.

http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/monografia.php?1=3&t=&1d=7982

Bravo y Scheinvar, (1995) reportan que en la medicina tradicional esta especie es
empleada como un medicamento efectivo para combatir algunos tipos de céancer, ulceras,
diabetes y reumas. Se recomienda tomar los tallos en infusion.

L. schottii florece de abril a agosto, la fructificacion ocurre de julio a octubre. Las
frutas se comen frescas, en jarabe o conserva. El grupo étnico de los Cochimi de Baja
California central valora esta planta mads por sus tallos, ya que los utilizan como un

veneno para los peces. http://desertplants.clawz.com/index.htm.

No se encontraron reportes etnobotéanicos de S. pruinosus.

3.3 Actividad biolégica

Las plantas medicinales constituyen una importante fuente en la bisqueda de nuevos
compuestos con actividades farmacoldgicas a partir de productos naturales (Guerra et
al., 2004). Actualmente en el mundo se realizan diversos trabajos destinados a respaldar

cientificamente el uso empirico de las plantas en medicina natural, incluyendo su
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utilizacion con fines antimicrobianos (Biradar er al.,, 2008), ademas los extractos de
plantas se han convertido en potenciales alternativas tanto para la industria de
medicamentos como para la alimentaria debido a la actividad antioxidante de los

compuestos naturales (Falco et al., 2011).

3.3.1 Actividad bactericida

La resistencia a los antibidticos es ahora considerado como un importante problema de
salud publica con una tendencia creciente a resistencia en aislados clinicos (Davison et
al., 2000), recientemente, con la aceptacion de la medicina tradicional como una
alternativa del cuidado de la salud y el desarrollo de la resistencia microbiana a los
antibidticos disponibles han reafirmado la necesidad de su investigacién (Taylor P. W.
2013). Shaza et al., (2014), evaluaron la actividad antibacterial de varios extractos de
plantas resistentes a los antibidticos contra Aeromonas hydrophila, destacando el
extracto de Thymus vulgaris. Correa et al., en el 2012, comprobaron la actividad
antibacteriana de FEleutherine plicata, Geissospermum vellosii y Portulaca pilosa,
concluyendo su uso potencial, como farmacos antibacterianos en el futuro. Rodriguez et
al., 2010, demostraron la actividad bactericida contra Bacillus subtilis, de varios
extractos de Ariocarpus retusus. Sdnchez et al., 2014, utilizaron 8 cultivares de Opuntia
ficus-indica comprobando su concertacion minima bactericida contra Campylobacter
Jjejuni, Vibrio cholera y Clostridium perfringens, concluyendo que estos cultivares

podrian ser utilizados como preventivos en la contaminacion de alimentos

3.3.2 Actividad fungicida

En los ultimos afios se ha incrementado el nimero de casos de infecciones
causadas por hongos, por lo que el buscar nuevos compuestos es de suma importancia
(Mesa et al., 2004), ademds algunos farmacos antifingicos utilizados en la actualidad
(Girois et al., 2005), son poco efectivos e inducen frecuentemente resistencia (Zhang et
al., 2005), numerosas investigaciones han surgido hacia la busqueda de nuevos
compuestos (Fenner er al., 2005) tal es el caso de los productos naturales (Navarro

Garcia et al., 2003). Davicino et al., (2007), probaron 10 extractos de plantas contra 4
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cepas de hongos de las cuales, Larrea divaricata, Gnaphalium gaudichaudianum,
Baccharis trimera y Schinus terebenthifolius mostraron actividad. Rodriguez et al.,
2010, comprobaron la actividad antifingica de Ariocarpus kotschoubeyanus 'y
Ariocarpus retusus obteniendo la Clsp sobre los hongos dermatofitos Microsporum
gypseum 'y Microsporum nanum la cual fue de 263.68 y 738.00 mg/mL respectivamente.
La actividad antiftingica sobre el extracto etandlico del fruto de Opuntia stricta sobre
Candida albicans fue comprobada obteniendo MIC de 40 mg/mL (Shafiei et al., 2013).
Se evalud la actividad bioldgica de compuestos bioactivos aislados de Mammillaria
huitzilopochtli contra 8 hongos fitopatdgenos, resultando una inhibicion de 100% contra
Phoma sp, a una concentracion de 400ug/mL, pudiendo ser este extracto una fuente de
compuestos antiflingicos contra esta especie que ataca la papa (Robles-Zepeda et al.,

2009).

3.3.3 Actividad antioxidante

Las propiedades antioxidantes de las plantas tienen una amplia gama de
aplicaciones en salud humana. En los ultimos afios, la prevencion de cancer y
enfermedades cardiovasculares se ha asociado con la ingestion de frutas frescas,
verduras o tés ricos en antioxidantes naturales (Johnson, 2001). Los antioxidantes tienen
la capacidad para disminuir la carga de radicales en el organismo (Bendich, 1990),
ya que nuestro cuerpo es incapaz de neutralizarlos, siendo necesaria la ingesta de estos.
Estos compuestos actian liberando electrones en nuestra sangre que son captados
por los radicales libres convirtiéndose asi en moléculas estables (Desmarchelier, 1998).
Existen diversos estudios mediante los cuales puede comprobarse la presencia de
antioxidantes, entre los que destacan: DPPH (2,2-difenil-1-picril hidracil), ABTS 4cido
2,2-azinobis-(3-etilbenzotioazolin-6-sulfonico) y conteo de fenoles totales por el método
de Folin Ciocalteu. Numerosos trabajos destacan la presencia de antioxidantes, Prateek
et al., (2008), comprobaron la actividad antioxidante de 10 plantas medicinales,
destacando la ICsy, por el método del DPPH de Emblica officinalis. Se comprobd la
actividad antioxidante por medio del método del DPPH de Terminalia chebula, Salvia

officinalis L., Calamintha incana, Thymus vulgaris L., Matricaria chamomilla, y Nigella
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sativa (El-Agbar et al., 2007). Floegel et al., (2011), realizaron un estudio en el cual
evaluaron las 50 frutas, verduras y bebidas mds utilizadas en Estados Unidos por ser
ricos en antioxidantes, y concluyeron que la capacidad antioxidante es reflejada mejor
por el ensayo del ABTS que por el DPPH, por lo que sugieren que este ensayo es mas
util para la deteccion de la capacidad antioxidante. La actividad antioxidante de
extractos de guayaba fue evaluada por Thaipong et al., (2006) por los métodos ABTS,
DPPH, FRAP, ademas de la cuantificacion de fenoles totales, obteniendo resultados
relevantes para los extractos metandlicos. Sanchez et al., (2014), utilizaron 8 cultivares
de Opuntia ficus-indica comprobando su actividad antioxidante concluyendo que pueden

ser utilizados como nutracéuticos, o como fuente de compuestos antioxidantes.

3.4 Actividad biolégica de Pachycereus schottii y Stenocereus pruinosus

Lophocereus schottii tiene importancia ya que se ha descubierto su actividad
contra bacterias y lineas celulares cancerosas, Morales et al., (2007), evalu6 extractos
metandlicos de ésta cacticea contra lineas celulares de cdncer mamario y cérvico
uterino, resultando muy relevante la actividad contra las células HeLa de céncer cérvico
uterino, ya que presentaron una DIsy 11.44 pg/mL, con la linea celular MCF-7 la
citotoxicidad no fue relevante; ademds, comprobd la actividad téxica de extractos crudos
acuosos y metandlicos de L. schottii sobre Artemia salina obteniendo para el extracto
metandlico una DLsy de 64.57 pg/mL sobre este crustaceo, lo que indica que contiene

compuestos activos.

El extracto metandlico de Lophocereus schottii presentd actividad antibacteriana

relevante sobre Salmonella typhi, Enterobacter aerogenes 'y Listeria monocitogenes

(Morales, 2006).

Kazuko et. al., (2005) seleccionaron a L. schottii para un estudio sobre toxicidad,
por tener compuestos bioactivos reportados por Kircher (1969), el trabajo consistié en
evaluar la toxicidad de los extractos de Lepechinia hastata, Haplopappus sonorensis,

Lophocereus schottii 'y un animal marino Lophogorgia rigida sobre 2 organismos
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invertebrados, obteniendo una CLsy de 9.1 pg/mL a las 48 horas del extracto etandlico
de P. schottii sobre Daphnia magna, a diferencia del efecto no téxico sobre Panagrellus

redivivus.

Morales-Rubio et al., (2010), demostraron la actividad amebicida contra

Entamoeba histolytica para el cultivo de callo L. schottii con una Clso de 19.5 pg/mL.

Orozco-Barocio et al., (2013), probé el extracto etandlico de L. schottii sobre
linfoma en ratones, demostrando que al administrar 10mg/Kg aument6é su tasa de
supervivencia, ademas al administrar 50 mg/Kg y 100mg/Kg se demostré una evolucion
mads lenta del tumor concluyendo que el extracto de L. schottii inhibe en un 63% el

crecimiento de células de linfoma.

Wani et al., (1980), realizaron estudios con L. schottii para inhibir tumores,
aislando dos compuestos: pilocereina y lofocina, alcaloides reportados con actividad
citotoxica. En 1971 Bruhn J., menciona que el compuesto pilocerina, es uno de los

alcaloides mas complejos encontrados en las cactaceas.

La actividad antioxidante de extractos metandlicos de L. schottii fue determinada
por tres métodos diferentes, DPPH, TEAC, FRAP, mostrando en todos los ensayos una
actividad antioxidante significativa, lo que nos indica que el extracto crudo de esta

especie es una fuente para la obtencion de dichos compuestos (Morales et al., 2010)

Trevifio et al., (2011) evaluaron la actividad antifingica de Stenocereus
pruinosus para hongos dermatofitos, presentando una inhibicién en dosis inferiores a
125 mg/mL, ademds reportaron la presencia de alcaloides, triterpenos, saponinas y
flavonoides.

La actividad antioxidante, asi como el conteo de fenoles y betalainas totales fue
demostrado por Garcia-Cruz et al., (2016) sobre frutos de S. pruinosus y Stenocereus
stellatus, demostrando que la actividad antioxidante mds relevante se da en los frutos

rojos de S. pruinosus.
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3.5 Bioensayo de Letalidad de Artemia salina

El Instituto Nacional del Céancer (INC) de los E.U.A., desarrollé un bioensayo para
la deteccion y aislamiento de productos naturales bioactivos conocido como “letalidad
de larvas de Artemia salina” el cual consiste en la determinacion de la DLsg de los
extractos de las plantas, aquellos que presentan una DLso<1000 ppm, es probable que
contengan uno o varios compuestos activos (Lagarto Parra et al., 2001), posteriormente
es necesario fraccionar los extractos para repetir los bioensayos a concentraciones
menores. El bioensayo con Artemia salina, no es especifico para actividad antitumoral,
ni otra accion fisioldgica particular, pero es posible usarlo, previo a bioensayos
citotoxicos, que consumen mds tiempo y costo. Los resultados obtenidos mediante este
ensayo nos permiten la deteccion de compuestos bioactivos (antitumoral, antibiético) y
representa una ventaja en un cuanto a simpleza, rapidez y bajo costo (McLaughlin et al,

1988).

3.6 Determinacion de grupos funcionales

Segun Kuklinski (2000), existen diferentes grupos de metabolitos secundarios, los
cuales se dividen en: a) isoprenoides: terpenos, aceites esenciales, saponinas,
cardiotdnicos; b) derivados fendlicos: fenoles y 4cidos fendlicos, cumarinas, lignanos,

flavonoides, antocianinas, taninos, quinonas, antracendsidos; c) alcaloides.

Cannell (1998) menciona que la identificacion de grupos funcionales indica la
presencia visual de ciertos metabolitos secundarios. Las pruebas quimicas mas comunes
son las utilizadas para identificar grupos funcionales, que dan una indicacién visual de
su presencia, cuando un reactivo reacciona con un metabolito y se produce un

compuesto colorido.

Para la identificaciéon de metabolitos secundarios existen diferentes pruebas
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quimicas, como la prueba del BrZ/CCl . (bromo en tetracloruro de carbono) o del KmnO .

(permanganato de potasio) para insaturaciones; para grupo carbonilo, la prueba de 2-4-

dinitrofenilhidracina; para oxidrilos fendlicos: la reacciéon con FeCl3(cloruro de fierro);

para esteroles y terpenos la prueba de Liebermann-Burchard (que diferencia entre
saponinas, triterpénicas y esteroideas, cuando las primeras dan una coloracién rosada-
purpura, y las segundas azul-verde) y la prueba de Salkowski; para la detecciéon de

carbohidratos la prueba de Molish, etc. (Kuklinski, 2000).

Segin Dominguez (1973), los extractos alcohdlicos son importantes para
averiguar la presencia de los principios activos de interés, para esto, se toman fracciones
de los extractos para determinar alcaloides con los reactivos de Mayer, Dragendorff y
acido tungstico. Otra fraccion es tomada para diluirse en agua (2 veces el volumen de
esta), sacudiéndola por 30 segundos, si forma espuma, la cual si permanece por dos
minutos, nos indica la presencia de saponinas, también la hemolisis es una prueba util
para indicar la presencia de éstas. Las saponinas y sus sapogeninas insaturadas o con
varios hidroxilos dan coloraciones con varios reactivos dcidos, de los empleados con los
esteroles, como el de Liebermann-Burchard, Salkowski, cloruro de tionilo y tricloruro de
antimonio. Las saponinas cuando son glicosiladas dan positivas las pruebas para
carbohidratos como la de Molish. Los taninos se detectan con solucién de gelatina.
Algunos flavonoides se localizan al afiadir a una alicuota Mg y HCI y observando si hay
espuma rojiza. La presencia de aceites esenciales se averigua si se tritura una parte de la
planta y se huelen los aceites esenciales liberados o si se hierve en agua y aparece la

formacion de gotas aceitosas en agua.
3.7 Cromatografia en capa fina

Una técnica utilizada para la separaciéon de mezclas y sustancias es la
cromatografia, descubierta por el botanico ruso Michael Tswett en 1903, quien
descubri6é que por adsorcion selectiva, los pigmentos de las plantas podian separarse al

filtrarlos con éter de petréleo en una columna con carbonato de calcio (Dominguez,
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1973). Es una técnica utilizada para el estudio de productos naturales, mediante
comparaciones fitoquimicas, cominmente utilizada para el aislamiento de productos
naturales (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008) funciona por polaridad de los disolventes,
la saturacién de la atmdsfera en el experimento, la polaridad de las sustancias a separar
asi como la correcta aplicacion de la muestra en la placa de silice, explicandose de esta
manera el principio de la separacion. Esta prueba indica la pureza, el nimero de

sustancias y la polaridad de las mismas (Dominguez, 1973).
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4. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

Ha sido reportada por varios autores y por nuestro grupo de trabajo la presencia de
metabolitos secundarios en extractos de tallos de Pachycereus schottii y Stenocereus
pruinosus, su actividad citotoxica (contra células Hel.a) y bactericida para la primera
especie, y antifingica (contra dermopatégenos), para la segunda, sin embargo, sobre la
actividad de extractos obtenidos de cultivo in vitro, no existen reportes, por lo que con
éste trabajo nos proponemos implementar el cultivo in vitro de ambas especies y
confirmar las propiedades reportadas en las plantas silvestres, esto representaria una
alternativa sustentable para la obtencién de metabolitos con actividad bioldgica sin el
deterioro de las especies en estudio. El cultivo in vitro es una alternativa biotecnoldgica
para obtener metabolitos de importancia, sin los problemas que conlleva la obtencién de
estos productos de manera natural, mediante el manejo de los constituyentes de los
medios, se logra que las células eficientizen la produccién de un metabolito especifico y

a largo plazo disminuiria en gran medida los costos de obtencidn.
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5. HIPOTESIS

El cultivo in vitro de Pachycereus schottii y Stenocereus pruinosus
producird metabolitos secundarios con la actividad bioldgica referida para los

tallos de estas especies.
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6. OBJETIVO GENERAL

Producir metabolitos secundarios con actividad bioldgica por medio de cultivo in

vitro de Pachycereus schottii y Stenocereus pruinosus.

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES

e Establecer el cultivo in vitro y la induccion de callo en Pachycereus schottii y
Stenocereus pruinosus.

e Obtener la respuesta morfogenética, en base a los reguladores y concentraciones
adicionadas a los medios.

e Obtener los extractos de los tejidos desarrollados in vitro de ambas especies.

e Mantener la proliferacion de callo friable, sin oxidacion.

e Determinar la presencia de los metabolitos secundarios de los extractos por
métodos quimicos.

e Evaluar la toxicidad de los extractos mediante el bioensayo de Artemia salina.

e Evaluar la actividad bactericida de los extractos de P. schottii y S. pruinosus.

e Evaluar la actividad antifingica de los extractos de P. schottii y S. pruinosus.

e Determinar la actividad antioxidante de los extractos obtenidos.

e Evaluar la cuantificacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

e Comparar mediante cromatografia en capa fina los compuestos presentes en los

tejidos in vivo e in vitro de ambas especies.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Material Biolégico
Se emplearon plantulas cultivadas in vitro de Pachycereus schottii (Fig. 3) y
Stenocereus pruinosus de 3 afios de edad (Fig. 4), para inducir como respuesta

morfogenética la induccién de callo.

Fig. 3 Explantes in vitro de Fig. 4 Explantes in vitro de
Pachycereus schottii Stenocereus pruinosus

Para la evaluacion de actividad bioldgica, se utilizaron huevecillos de Artemia salina
(Brine Shrimp Eggs San Francisco Bay Brand INC). Cepas bacterianas del cepario del
laboratorio: Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes. Y los hongos
dermatopatdgenos: Trichopyton tonsurans, Trichophyton rubrum, Trichophyton
mentagrophytes, Epidermophyton floccosum, Microsporum canis, Microsporum cookei,
Aspergillus niger, Aspergillus flauus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus,

Rhizopus spp., del cepario del laboratorio.

7.2 Métodos

7.2.1 Medios de cultivo

El medio de cultivo que se selecciond, para esta etapa fue el Murashige y Skoog
(1962), el cual se elabor6 en base a soluciones stock de sales inorgdnicas
(macronutrientes y micronutrientes) y componentes organicos (Tabla I), como fuente de

energia se empled sacarosa (30g/L) y como agentes solidificantes agar (7g/L) o phytagel
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(2 g/L), segin el medio de cultivo, ademds de combinaciones y concentraciones de

reguladores de crecimiento que se describen en la Tabla II.
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Tabla I

MS(1962)

Macroelementos
NH4NO; Nitrato de amonio
KNO; Nitrato de potasio
CaCl,. 2H,0 Cloruro de calcio
MgSO,. 7TH,0O Sulfato de magnesio
KH,PO, Fosfato de potasio

Microelementos
Na,EDTA EDTA-disédico
FeS0O,4.7H,0 Sulfato ferroso
H;BO; Acido bérico
MnSO,.H,0O Sulfato de manganeso
ZnSO,. 7TH,0O Sulfato de zinc
KI Yoduro de potasio
Na,MoO,. 2H,0 Molibdato de zinc
CuS0,. 5SH,O Sulfato de cobre
CoCl,. 6H,O Cloruro de cobalto

Compuestos Organicos
Mio-inositol
Tiamina
Acido nicotinico
Piridoxina
Polivinilpirrolidona (PVP)
Acido ascérbico
Sacarosa
Agar
Phytagel

Reguladores de crecimiento
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Sales basicas y compuestos organicos del medio

(mg/L)
1650
1900
440
370
170
(mg/L)
37.3
27.8
6.2
16.9
8.6
0.83
0.25
0.025
0.025

100 (mg/L)
4 (mg/L)
1(mg/L)
1(mg/L)
150(mg/L)
50(mg/L)
30g/L
Tg/L
2 g/l

Ver Tabla II



MS

(1962)
Ml

M2

M3

M4

M5

M6

M7

M8

M9

MI10

Ml1

*M12

M13

M14

*M15

Ml16

Tabla II

Regulador de crecimiento

(mg/L)
IBA 0.5 + BAP 1.0

IBA 0.5+ BAP 1.0
liquido
Ac.2,4,D2.0

ANA 0.5 +
Antioxidantes

MS/ SR

K 1.0 + Antioxidantes

24D1.0 +KO0.5 +
Antioxidantes
24D20 +K 1.0
+ Antioxidantes
2,4.D0.22 +K0.22
+ Antioxidantes
2,4.D2.20 +K2.20
+ Antioxidantes
24D40 +K 4.0+
Antioxidantes
24D0.11 +BAP 10 +
Antioxidantes
ANA 1.0 mg/L +
Antioxidantes

ANA 2.0 + BAPO.1

2,4D0.22 + BAP 10 +
Antioxidantes
24D 125 + K 0.0625 +

Antioxidantes

Antioxidante (mg/L)

Ac.

Medios de cultivo probados

PVP 150

. Ascérbico 50

NA

NA

PVP 150

. Ascérbico 50

NA

PVP 150

. Ascérbico 50

PVP 150

. Ascérbico 50

PVP 150

. Ascérbico 50

PVP 150

. Ascérbico 50

PVP 150
Ascorbico 50
PVP 150

. Ascérbico 50

PVP 150

. Ascérbico 50

PVP 150

. Ascorbico 50

NA

PVP 150

. Ascérbico 50

PVP 150

. Ascorbico 50
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Agente solidificante

(g/L)
Phytagel 2

NA

Phytagel 2

Phytagel 2 y liquido

Phytagel 2

Phytagel 2

Phytagel 2

Phytagel 2

Phytagel 2

Phytagel 2

Phytagel 2

Phytagel 2 y liquido

Phytagel 2

Phytagel 2

Phytagel 2

Phytagel 2



M17 K 2.0+AIA 1.0+ PVP 150 Phytagel 2

Antioxidantes Ac. Ascérbico 50
M18 ANA 0.1 + BAP 2.0 NA Agar 7 y liquido
M19 AIA 09+ BAP 0.9 + NA Phytagel 4

Hemisulfato de Adenina
2.0
M20 ANA 4 + Antioxidantes PVP 150 Agar 7
Ac. Ascérbico 50

*M21 ANA 0.1 + BAP 2.0 NA Medio liquido

*M12: cambia la adicién de vitaminas, solo tiene tiamina 0.04 mg/L
*M15: cambia la adicién de vitaminas, solo tiene tiamina 0.04 mg/L
*M21: cambia la concentracion de macro y micronutrientes, estos fueron

agregados a la mitad de la concentracion normal.

7.3 Induccion de callo

Los medios antes descritos se probaron para la inducciéon de la respuesta
morfogenética deseada en cada especie, se sembro en Campana de Flujo Laminar 1
explante de brote cultivado in vitro por tratamiento en frascos tipo conserva de 250 mL,
10 frascos por tratamiento, los contenedores se etiquetaron e incubaron en el drea de
cultivo donde se mantuvieron bajo condiciones de luz (12 h) y temperatura (22°C+/-2)

constantes. Se monitorearon los cultivos cada semana.

7.4 Obtencion de extractos
7.4.1 Obtencion de extractos de planta

Se pesé de P. schottii 78.2g de tallo y 200g de tallo de S. pruinosus,
posteriormente se molieron en mortero, agregando 175 y 400 mL de metanol
respectivamente, se dejaron en obscuridad durante 1 semana, al cabo de este tiempo se

filtraron y evaporaron, y se guardaron en refrigeracion, hasta su uso posterior.
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Se realiz6 un extracto de tallo de S. pruinosus acidificado, la planta se seco en estufa,
obteniéndose un peso seco de 204.9 g, posteriormente se moli6 en un mortero,
agregando 300 mL de etanol acidificado con &cido clorhidrico al 3%, se dej6 en
obscuridad durante 1 semana, al cabo de este tiempo se filtré y evaporo, y se almacen6

en refrigeracion.

A cada uno de los extractos se les realiz6 las pruebas preliminares de

identificacién de metabolitos y actividad bioldgica, en base a rendimiento.

7.4.2 Obtencion de extractos in vitro

Los tejidos regenerados, brotes y callos se retiraron del medio y por separado, se
molieron en un mortero y se colocaron en un matraz con 100 mL de etanol, se dejo en
obscuridad durante 1 semana, al cabo de este tiempo se filtré y evapor6 y se almacend

en refrigeracion

7.5 Pruebas de tamizaje fitoquimico

* Materia organica

Prueba de la flama. Se utiliza para diferenciar un compuesto orgdnico de un inorgénico.
Se colocé una pequefia cantidad de muestra en una asa de platino y se lleva a la flama, si
quedan cenizas se concluye que el compuesto es inorganico.
* Insaturaciones

Prueba del KMnO,. Se disolvié 1-2 mg. de la muestra en 1 mL de agua, acetona o
metanol y se afiadié gota a gota una soluciéon de KMnOy al 2% en agua. La prueba es
positiva si se observa decoloraciéon o formacion de precipitado café, resultado de la
formacion de diéxido de manganeso.

* QGrupo carbonilo

Prueba de la 2-4 Dinitrofenilhidracina. De 1 a 10 mg. de la muestra se disolvié en
etanol, se le afiadié una solucidon saturada de 2-4- Dinitrofenilhidracina en HCI 6N, la

formacion de un precipitado amarillo o naranja indica la presencia del grupo carbonilo.
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* (Oxhidrilos fendlicos (taninos vegetales)

Prueba del FeCls. Se disolvié 1-2 mg. de la muestra en 1 mL de agua o etanol y
después se afadi6 unas gotas de cloruro de fierro al 12.5% en agua. La apariciéon de un
precipitado rojo, azul-violeta o verde es considerado positivo.

* Esteroides vy triterpenos

Prueba de Liebermann-Buchard. Se mezclé 1 mL de anhidrido acético y uno de
cloroformo, se enfri6 a 0° y se les afiadié una gota de 4cido sulftrico. Se afiadi6 gota a
gota este reactivo a la muestra o su solucion cloroférmica. Si hay formacién de colores
azul, verde, rojo, anaranjado, etc., los que cambian con el tiempo, la prueba serd
positiva. El orden y tiempo de aparicién (0, 1, 5, 20, 60 minutos) tiene cierto valor
diagndstico; asi una coloracion amarilla después de 15 minutos, parece corresponder a
C-14-metilo y una variacién —7 insaturacion. La prueba es positiva con esteroides que
contienen 2 enlaces dobles conjugados, que los pueden formar por una o dos
deshidrataciones con isomerizacion.
Prueba de Salkowski. Similar a la de Liebermann-Burchard, la muestra (1-2 mg) en
contacto con 1 mL de 4cido sulftrico, da coloraciones amarillo o rojo para esteroles y
metilesteroles.

*  Carbohidratos
Prueba de Molish. A 1-2 mg. de la muestra se le agregd gota a gota el reactivo de
Molish (alfa-naftol al 1% en etanol), luego 1 mL de acido sulftrico por las paredes. La
prueba es positiva cuando se forma un anillo coloreado en la interfase de color purpura.
Prueba de las cumarinas. Se disuelve 1-2 mg de muestra en NaOH al 10%, si aparece
una coloracion amarilla que desaparece al acidular es positiva.

*  Sesquiterpenlactonas

Prueba de Baljet. A 2-3 mg. del compuesto se le agreg6 3-4 gotas de la solucion mezcla,
siendo positiva si se torna de color naranja a roja oscura. La solucién mezcla 1:1
consiste de una soluciéon A que contiene: 4cido picrico al 1% en etanol y una B: NaOH
al 10%.

* Flavonoides

Prueba del H,SO4.  Una pequena cantidad de muestra se disolvié en H,SO4 da una
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coloracién amarilla para flavonoles, naranja-guinda para flavonas, rojo-azuloso para
Chalcona y rojo-pudrpura para quinonas.

Prueba de Shinoda. LLa muestra disuelta en etanol, se pone en contacto con limaduras de

Mg, se aplicé temperatura (flama) y después se le agregdé unas gotas de HCI. Se
considera la prueba positiva si se presentan colores naranja, rojo, rosa, azul y violeta.

Leucoantocianinas. Se disuelve una porcion del residuo con HCl 2N en propanol-1,

durante 15 a 30 minutos. La aparicién lenta de una coloracién roja o violeta se
considerara positiva.
*  Alcaloides

Prueba de Dragendorff. Modificacion de Munier y Machelobuf. Se prepararon 2
soluciones. Para la solucién A se disolvié en 0.85 g de nitrato de bismuto, en una mezcla
de 10 mL de 4cido acético glacial y 40 mL de agua. Para la solucién B se disolvi6 8 g de
yoduro de potasio en 20 mL de agua. El reactivo se prepara mezclando 5 mL de la
solucion A, 4 mL de la solucién B y 100 mL de agua y es estable por un afio, la prueba
es positiva para alcaloides al dar la placa coloracion rojo o naranja, persistentes por 24

horas.

*  Saponinas

Prueba de la agitaciéon. Una porcioén del residuo se disolvié con agua en un tubo de
ensayo de 75 X 12mm y luego se agitd vigorosamente durante 3-5 minutos. La
formaciéon de espuma con apariencia de panal de abeja, estable por 30 minutos, se

considerard prueba positiva. (Molina-Salinas, 2001).

7.6 Actividad biolégica
7.6.1 Bioensayo de letalidad de A. salina

Se prepar6 agua de mar artificial para incubar los huevecillos del crustidceo. Para
cada extracto de las plantas se prepararon diluciones de 1000, 500, 240, 120, 80, 60
mg/L, cada concentracion se realizé por triplicado. Después de 48 h cuando las larvas
crecen aproximadamente 3mm, se toman entre 15-20 con una micropipeta y se depositan
en los pozos de la microplaca, y se afiaden las diluciones de los extractos, como control

positivo se empleé Dicromato de Potasio y como negativo agua de mar. Al cabo de
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otras 24 h de incubacidn se contaron los nauplios y se registra el niimero de muertes. Los
datos obtenidos se analizaron mediante un andlisis Probit para determinar la DLsp.

(McLaughlin et al, 1988).

7.6.2 Actividad Bactericida

7.6.2.1 Cepas

Las cepas bacterianas fueron obtenidas de aislados clinicos de pacientes, se
utilizaron los siguientes microoorganismos: Bacillus cereus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Listeria

monocytogenes.

7.6.2.2 Tincion Gram
En un portaobjetos limpio (con alcohol, papel de filtro y flameado) se coloca una
gota de agua destilada a la que, con el asa de siembra, previamente esterilizada a la
llama, se lleva una pequefa cantidad de suspension de bacterias o, en su caso, de una
colonia.
Con el asa se extiende la gota y las bacterias sobre el porta y se fija la extension por el

calor, calentando suavemente a la llama del mechero hasta que se seque (Benson, 2001).
Para la coloracion se sigue la técnica siguiente:

a) Inmersion en Cristal Violeta (20 s) (colorante inicial)
b) Lavado con agua destilada (2 s)

¢) Inmersion en lugol (30 s) (mordiente)

d) Inmersién en etanol de 95° (10-20 s) (decolorante)

e) Lavado con agua destilada (2 s)

f) Inmersién en Safranina (20 s) (colorante de contraste)
g) Lavado con agua destilada (2 s)

h) Secado suavemente y sin frotar con papel de filtro
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Se observo al microscopio compuesto, con objetivo de inmersion, las Gram + se

ven de un color ptrpura a violeta y las Gram - de color rojo a rosado.

7.6.2.3 Activacion de bacterias

Para la activacion de las bacterias se utilizé medio liquido preparado con 5.5 g de
ICC (Brain heart infusién) en 150 mL de agua bidestilada. Para el ensayo se utilizaron
tubo de ensaye 18 x 150 mm a lo que se les agregaron 5 mL de medio, se esterilizaron a
15 Lb/10 min, se inocularon con las diferentes cepas adicionando una asada a cada tubo

previamente identificado y se incubaron durante 12-18 h a 37°C (Silva, 1999).

7.6.2.3.1 Cinética de bacterias

Para realizar la cinética bacteriana se prepar6 el inéculo, al cual fue adicionado
100puL de la bacteria en ICC liquido, realizdndose esto por triplicado. Se midi6 la
absorbancia del blanco y la del indculo, siendo este el tiempo cero, para posteriormente
ser cuantificado cada hora. Se utiliz6 un espectrofotdometro marca Spectronic

Instruments modelo Spectronic Benesys 5, en una longitud de onda de 635nm.

7.6.2.3.2Método de difusion en placa

Las pruebas bioldgicas se realizaron mediante el método de difusion en placa
colocando 20 puL de cada extracto en cada disco de papel filtro (Whatman No. 1), los
cuales se prepararon a una concentracion de 100 mg/mL, en el solvente utilizado
(hexano, metanol, metanol acuoso al 50 %). Los discos impregnados fueron colocados
en una placa con medio ICC previamente inoculadas con la cepa por medio de un hisopo
de una suspensién bacteriana de 1 x 10 ® UFC. Como control negativo se utilizé cada
uno de los solventes empleados, impregnando los discos en la misma proporcion que el
extracto, es decir 20 uL y como control positivo se utiliz6 gentamicina a una
concentracion de 10 mg/mL. Las placas se dejaron incubar durante 18-24 h; después de
este periodo se midieron los halos de inhibicién en milimetros (Rios et al. 1988; Sin et

al, 2008; Murphy, 1999).
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7.6.3 Actividad antifiingica
7.6.3.1 Cepas

Las cepas flingicas fueron obtenidas de aislados clinicos de pacientes y de
muestras de suelo, se utilizaron los siguientes microorganismos: Trichopyton tonsurans,
Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Epidermophyton floccosum,
Microsporum canis, Microsporum cookei, Aspergillus niger, Aspergillus flauus,

Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Rhizopus spp.

7.6.3.2 Activacion de las cepas

A partir de los aislados clinicos que se encontraban en caldo PDA, en
condiciones de esterilidad, se tom6 una alicuota con la ayuda de un hisopo y se realizé el
estriado en las placas con PDA, las cuales se guardaron a temperatura ambiente (24°-
31°C) durante 7 dias, posterior a este tiempo se realizaron cortes de aproximadamente 1
cm, con la ayuda de un bisturi, en condiciones de esterilidad colocando el inéculo en
placas con PDA con el corte invertido al nuevo medio de cultivo, estas siembras fueron
realizadas por triplicado para asegurar que no existiera contaminaciéon durante el
crecimiento del hongo, posterior a estas siembras se realizd un corte del indculo de
aproximadamente lcm que fue colocado en un tubo que contenia PDA, el cual se agit6

para disgregar la alicuota y posterior a esto se procedié a estriar las placas.

7.6.3.3 Método de difusion en placa

Las pruebas bioldgicas se realizaron mediante el método de difusion en placa
colocando 20 puL de cada extracto en cada disco de papel filtro (Whatman No. 1), los
cuales se prepararon a diferentes concentraciones, en base al rendimiento del extracto
(Tabla V), en el solvente utilizado (Acuoso, metanol y etanol). Los discos impregnados
fueron colocados en una placa con medio PDA previamente inoculadas con la cepa por
medio de un hisopo de una suspension fingica. Como control negativo se utilizé cada
uno de los solventes empleados, impregnando los discos en la misma proporcién que el
extracto, es decir 20 uL. y como control positivo se utiliz6 fuconazol a una concentracion
de 2 mg/mL. Las placas se dejaron incubar durante 48-120 h; después de este periodo se

midieron los halos de inhibicién en milimetros.
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7.6.4 Actividad Antioxidante
La actividad antioxidante fue realizada por los métodos DPPH y ABTS, a

aquellos extractos de mayor rendimiento, y que se describen en la Tabla III.

Tabla III. Extractos de mayor rendimiento , probados con los métodos

DPPH, ABTS y FOLIN CIOCALTEU

Numero de extracto Solvente Especie Origen

Extracto 7 MeOH Stenocereus pruinosus MI18
Extracto 11 MeOH Pachycereus schottii MI18
Extracto 13 MeOH Stenocereus pruinosus Planta in vivo
Extracto 14 MeOH Pachycereus schottii Planta in vivo
Extracto 17 MeOH Stenocereus pruinosus Mi12
Extracto 18 Acuoso Pachycereus schottii

Extremo apical Planta in vivo
Extracto 19 Acuoso Pachycereus schottii

Extremo basal Planta in vivo
Extracto 26 MeOH Pachycereus schottii M19
Extracto 27 EtOH + HCL 3% Stenocereus pruinosus Mi12
Extracto 31 EtOH + HCL 3% Stenocereus pruinosus MI18

7.6.4.1 Actividad antioxidante por el método del 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH).
Se utiliz6 el método de Cottele et al., (1996), cominmente conocido como el método
del 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH), obtenido por la empresa Sigma-Aldrich el cual
reduce el radical 2,2-difenil-1-picrilhidracil en la 2,2-difenil-1-picril hidracina por la
accion antioxidante de compuestos que contienen grupos —OH que decoloran el reactivo
DPPH. Se realizaron diluciones seriadas del extracto disuelto previamente en MeOH
80% (1mg/mL), los cuales fueron colocados en una microplaca de 96 pozos. Como
control positivo se utiliz6 la vitamina C (1 mg/mL) y como control negativo DPPH con
MeOH 80%. El DPPH fue preparado en una proporcién de 0.12 mg/mL. Se anadié a
cada uno de los pozos después de ser colocado el extracto y se dejé incubar en

obscuridad durante 30 minutos.
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Se utiliz6 un lector de microplaca marca BioTek modelo Epoch, obteniéndose la

lectura a 517 nm. Se obtuvo la concertacién efectiva media (ECsy).

7.6.4.2 Actividad antioxidante por el método de descolorizacion del cation radical

ABTS.

El ensayo del 4cido 2,2-azinobis-(3-etilbenzotioazolin-6-sulfénico) (ABTS) se basa en
la captacién de los antioxidantes por el radical cation ABTSe. El radical cation del
ABTS posee una coloracion verde con un méaximo de absorcion a 415 nm y una serie de
maximos secundarios de absorcion a 645, 660, 734, 815 y 820 nm (Re et al., 1999). La
generacion del radical ABTSe por reacciones quimicas, se hace mezclando persulfato
potasico con 2,2’-azo-bis-(2-amidinopropano) (ABAP), el cual debe ser puesto en
obscuridad durante 12-16 h a temperatura ambiente. Posteriormente el radical ABTSe
fue diluido en etanol al 80% hasta obtener un valor de absorbancia de 0,700 + 0,100 a
754 nm (longitud de maxima absorcién). Como control positivo se utilizé el reactivo de
trolox elaborado en proporcién volumen/volumen. Se utilizaron microplacas de 96
pozos, a las cuales se le adicionaron 180 puL de la dilucion del radical ABTSe, se mezcld
con 20 pL de la muestra y se determino la absorbancia a 754 nm a 25°C. El resultado se
expresa como la Capacidad Antioxidante Equivalente en Trolox (CAET o TEAC por
sus siglas en inglé€s).

Se utiliz6 un lector de microplaca marca BioTek modelo Epoch.

7.6.5 Cuantificacion de fenoles totales
7.6.5.1 Actividad antioxidante por el método de cuantificacion de fenoles

totales (Folin-Ciocalteu).

La cuantificacién de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu es una
reaccion colorimétrica de 6xido-reduccidn, en la cual el extracto a evaluar es disuelto en
etanol al 80%, se utilizaron 100 pl del reactivo de Folin-Ciocalteu 1N, colocédndolo en
pozo). Como control positivo se utiliz6 el 4cido galico realizando una curva de

calibracién. El reactivo de Folin-Ciocalteu es amarillo y al estar en contacto con los
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extractos cambia a azul. Los resultados son expresados como la capacidad antioxidante

de 4cido gélico.

7.7 Cromatografia en capa fina

Se utilizaron placas de Silica gel 60 F,s4 Fisher que fueron colocadas dentro de
una cuba cromatogréfica. Se colocaron aproximadamente 50 pL de cada extracto
mediante un capilar, el extracto se aplicé aproximadamente a 1cm de la parte inferior.
Se aplicaron varios extractos para hacer comparaciones entre estos, asegurando que al
poner cada gota se dejara secar entre cada una, antes de poner la siguiente. Después de
secar las gotas, las placas se colocaron en las cubas cromatogréficas con diferentes
mezclas de eluentes para su corrimiento y de esta manera encontrar el que separe mejor
las fracciones de cada uno de los extractos obtenidos. (Dominguez, 1973).

Los sistemas de eluentes utilizados fueron: Benceno- Acetona, en proporcion 9:1,
Cloroformo- Metanol, en proporcién 9:1, cloroformo-metanol en proporcién 7:3.

Los extractos analizados por cromatografia en capa fina, se detallan en la Tabla
IV. El Rf fue calculado midiendo la distancia del punto de aplicacion de la muestra a la
mitad de la mancha detectada y se dividi6 el valor obtenido sobre la distancia del punto

de aplicacién de la muestra y la distancia recorrida por el eluente.

Tabla IV. Extractos estudiados por cromatografia en capa fina

Niimero de extracto Solvente Especie Origen

Extracto 1 MeOH Stenocereus pruinosus MS
Extracto 4 Hexano Stenocereus pruinosus MS
Extracto 6 Hexano Pachycereus schottii M4
Extracto 11 MeOH Pachycereus schottii M18
Extracto 12 MeOH Stenocereus pruinosus Fruto
Extracto 13 MeOH Stenocereus pruinosus Planta in vivo
Extracto 14 MeOH Pachycereus schottii Planta in vivo
Extracto 15 MeOH Stenocereus pruinosus M6
Extracto 16 MeOH Stenocereus pruinosus M7
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Extracto 17

Extracto 18

Extracto 19

Extracto 26
Extracto 27
Extracto 28
Extracto 29

Extracto 31

MeOH

Acuoso

Acuoso

MeOH
EtOH + HCL 3%
EtOH + HCL 3%
EtOH + HCL 3%
EtOH + HCL 3%

7.8 Analisis estadistico

En cuanto a la evaluacién de la respuesta morfogenética de los medios de cultivo
elaborados, se realiz6 un andlisis de normalidad de Kolmogorov Smirnov y

posteriormente un andlisis de Kruskal-Wallis para concluir si existe diferencia

significativa entre los tratamientos.

El anélisis de datos se llevé a cabo con el método estadistico Probit para las pruebas de

Stenocereus pruinosus
Pachycereus schottii
Extremo apical
Pachycereus schottii
Extremo basal
Pachycereus schottii
Stenocereus pruinosus
Stenocereus pruinosus
Stenocereus pruinosus

Stenocereus pruinosus

M12

Planta in vivo

Planta in vivo
M19
M12
M6
M7
M18

actividad biolédgica, calculando la concentracion inhibitoria media en Artemia salina.
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8. RESULTADOS

A continuacién se muestran los resultados obtenidos en los diferentes ensayos.
8.1 Rendimiento de extractos in vitro

8.1.1 Rendimiento de extractos de callo in vitro

La Tabla V muestra los resultados del rendimiento obtenido de los extractos de
callo de ambas especies asi como el solvente empleado y del medio de cultivo de donde
se cultivaron. Siendo el de mayor rendimiento el extracto metanodlico cultivado en el
medio 19 de P. schottii, con 11.3 g, y el de menor el extracto metandlico cultivado en el

medio 4 de P. schottii con 0.15 g.

Tabla V. Rendimiento de callo en gramos

Extracto/Especie = Solvente Origen g

1-- S. pruinosus MeOH M8 2.347
2-- P. schottii MeOH M4 8.162
3-- S. pruinosus MeOH M7 4.818
4-- S. pruinosus Hexano MS 2.347
6-- P. schottii Hexano M4 8.162
7-- S. pruinosus MeOH MI18 8.170
8-- P. schottii MeOH M4 0.154
9-- P. schottii MeOH 2,4, D (2 mg/mL) 1.000
11-- P. schottii MeOH M18 6.285
26-- P. schottii MeOH M19 11.339
30-- P. schottii EtOH + HCL 3% M18 6.285
31-- S. pruinosus EtOH + HCL 3% Mi18 4.502

8.1.2 Rendimiento de extractos de brote in vitro

En cuanto a los rendimientos de los extractos de brote de ambas especies asi
como el solvente empleado y del medio de cultivo de donde se cultivaron, los resultados
se muestran en la Tabla VI. Siendo el de mayor rendimiento el extracto metandlico
cultivado en el medio 12 de. S. pruinosus, con 49.5 g, y el de menor el extracto

metanolico cultivado en el medio 6 de P. schottii con 0.15 g.
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Tabla VI Rendimiento de brote pigmentado en gramos

Extracto/Especie
10-- P. schottii
15-- S. pruinosus
16-- S. pruinosus
17-- S. pruinosus
27--S. pruinosus
28-- S. pruinosus

29-- S. pruinosus

Solvente Origen g
MeOH M6 0.154
MeOH M6 7.288
MeOH M7 1.977
MeOH MI12 49.595
EtOH + HCL 3% MI12 42.962
EtOH + HCL 3% M6 7.288
EtOH + HCL 3% M7 1.998

8.1.3 Obtencion de extractos de planta in vivo

Se obtuvieron los siguientes rendimientos (Tabla VII) de los extractos

metanolicos. Para P. schottii se obtuvo 3.4 % y para S. pruinosus se obtuvo 6.8 %. Para

el fruto de S. pruinosus se obtuvo un rendimiento de 2.8%. Para el extracto de S.

pruinosus etandlico acidificado (3% de HCL) se obtuvo 3.4 %.

Tabla VII Rendimiento en % obtenido para los extractos in vitro e in vivo
Especie Medio de cultivo donde | Solvente empleado Rendimiento en porcentaje
se obtuvo el explante
S. pruinosus M8 MeOH 12.7311
P. schottii M4 MeOH 1.3734
S. pruinosus M7 MeOH 2.0025
S. pruinosus M8 Hexano 30.1874
P. schottii M4 Hexano 3.8923
S. pruinosus MI18 MeOH 8.1700
P. schottii M6 MeOH 0.154
P. schottii 2,4, D (2 mg/mL) MeOH 7.0500
P. schottii M6 MeOH 0.154
P. schottii M18 MeOH 12.5202
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S. pruinosus Fruto MeOH 2.8493
S. pruinosus Planta MeOH 3.4052
P. schottii Planta MeOH 3.4660
S. pruinosus M6 MeOH 3.4522
S. pruinosus M7 MeOH 2.4424
S. pruinosus Mi2 MeOH 89.1398
P. schottii Planta extremo apical Acuoso 1.6

P. schottii Planta extremo basal Acuoso 1.6

P. schottii M19 MeOH 0.4670
S. pruinosus Mi2 EtOH + HCL 3% 2.2840
S. pruinosus M6 EtOH + HCL 3% 2.2990
S. pruinosus M7 EtOH + HCL 3% 7.1370
P. schottii M18 EtOH + HCL 3% 0.6872
S. pruinosus MI18 EtOH + HCL 3% 18.9626
S. pruinosus Planta EtOH + HCL 3% 3.4104

8.2 Respuesta morfogenética

En la Tabla VIII se muestran los resultados de la respuesta morfogenética de los

explantes sembrados en los diferentes medios de cultivo, donde se puede apreciar desde

la formacién de callo con diferentes pigmentaciones, brotes, enraizamiento, desarrollo

de areolas o nula respuesta.

Tabla VIII Respuesta morfogenética de los explantes ante los diferentes tratamientos

Medio de

cultivo

Ml

M2 Liquido

M3

Regulador de crecimiento Especie
(mg/L)

IBA0.5+BAP 1.0 P. schottii

IBA0.5+BAP 1.0 P. schottii

2,4,D.2.0 P. schottii
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Respuesta

Formacién de raices, algunos explantes
pigmentados, formaciéon de areolas y se
observa multiple brotacion.

No se observo cambio alguno, al cabo de 1
mes y por esto fue desechado.

Raices abundantes y largas, con gran cantidad




M4

M5

M6

M7

M8

M9

MI10

Ml1
M12

M13

M14

M15

ANA 0.5

Sin reguladores

K 1.0

24D.1.0+K0.5

24,D.2.0+K 1.0

2,4,D.0.22+K 0.22

24,D.2.22+K2.22

24,D.40+K4.0
Smith 2,4,D 0.11 + BAP
10.0

ANA 1.0

ANA 2.0+ BAP 0.1

Smith 2,4,D 0.22 + BAP
10.0

P. schottii y S.

pruinosus

P. schottii y S.
pruinosus

S. pruinosus

S. pruinosus

S. pruinosus

S. pruinosus

S. pruinosus
S. pruinosus

P. schottii y S.

pruinosus

P. schottii y S.

pruinosus

P. schottii y S.

pruinosus

P. schottii y S.

pruinosus
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de pelos radicales.

P. schottii: Proliferacién de callo. Raiz muy
larga y tnica.

S. pruinosus: Formacién de raices largas y
ramificadas.

Medio empleado para mantener la
proliferacion del cultivo de ambas especies.
Formacién de pigmento, algunos explantes
con poca formacién de callo en la regién del
corte.

Raices muy cortas y engrosadas, poca
formacién de callo en algunos explantes,
ademds de pigmento y miltiple brotacién.
Raices abundantes, cortas y engrosadas,
brotacion mudltiple. Formacién de callo en
algunos explantes.

Formacién de pigmento, y raices engrosadas.
Formacion de pigmento, que se dispersé en el
medio de cultivo.

Formacion de pigmento.

P. schottii: Areolas hinchadas y engrosadas,
algunos explantes se diferenciaron a callo y
con el tiempo forman brotes.

S. pruinosus: Formacion de callo en la regién
de corte.

P. schottii: Formacién de raices largas y
anchas con escasa formacién de callo.

S. pruinosus: Solo algunos explantes con

formacién de raices y pigmento.

P. schottii: Pocos explantes presentaron
escasa pigmentacion.

S. pruinosus: Abundante formacién de raices
largas y gruesas.

P. schottii: Escasa formacién de callo en

region de corte y areolas hinchadas.



M16

M17

M18

MI19

M20

24,D.5.0+K0.25 P. schottii y S.
pruinosus

K4.0+AIA20 P. schottii y S.
pruinosus

ANA 0.1 + BAP 2.0 P. schottii y S.
pruinosus

AIA (0.9) + BAP (0.9) + P. schottii y S.

Hemisulfato de adenina @ pruinosus

@)

ANA 4 + Antioxidantes P. schottii y S.

pruinosus

S. pruinosus: Pigmentado en regién de corte,
poca formacién de callo.

P. schottii: Formacién de raices, oxidacion
escasa.

S. pruinosus: Solo un explante desarrolld
escaso callo en la regién del corte, los otros
explantes se pigmentaron.

P. schottii: Explantes con enrrulamiento y
formacién de callo en la regién de corte.

S. pruinosus: Escasa formacién de callo en la
region de corte, todos los explantes se
observan muy pigmentados.

Para ambas especies, gran proliferaciéon de
callo en la region de corte. Ademds para S.
pruinosus produccién de pigmento.

Para P. schottii, formacién de callo color
amarillo en la region de corte.

S. pruinosus: formacién de callo en herida
expuesta y pigmento en algunos explantes.

P. schottii: Explantes no reaccionaron al
medio de cultivo.

S. pruinosus: formaciéon de pigmentos,

algunos explantes presentan oxidacion.

En las figuras siguientes se muestra la respuesta morfogenética para cada uno de los

tratamientos probados para Pachycereus schottii: En la figura 5 el tratamiento M1, se

muestra brotacion y desarrollo de raices, la figura 6 corresponde a el tratamiento M3 dio

como resultado la formacién de abundantes raices y pelos radiculares, la figura 7,

perteneciente al tratamiento M4, se observa la formacién de callo en la regién de corte

del explante, en la figura 8, se observa la proliferacion del cultivo, perteneciente este

tratamiento al M5, la figura 9 muestra la diferenciacion a brotes, en el medio M12, la

figura 10 correspondiente al tratamiento M13 muestra la formacion de raices largas y

anchas, la figura 11, muestra la formacién de pigmento en la region de corte siendo esta
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del tratamiento M14, la figura 12, muestra las areolas hinchas para el tratamiento M15,
la figura 13 correspondiente al tratamiento M 16, muestra la formacion de raices, en la
figura 14, se observan los explantes enrrulados y formacién de callo en herida expuesta,
perteneciendo este al tratamiento M 17, en la figura 15 perteneciente al tratamiento M 18,
se observa gran formacién de callo en la regién de corte que no estd en contacto con el
medio de cultivo, en la figura 16, se observa gran proliferacién de callo, pertenece al

tratamiento M19, los explantes sembrados en el tratamiento M20, no tuvieron cambios.

Fig. 5 P. schottii en MI1, se Fig. 6 P. schottii en M3. Raices
observa el desarrollo de raices muy abundante y larga, con gran
largas ligeramente engrosadas, cantidad de pelos radicales.

areolas y brotacion.

Fig. 8 P. schottii en M5. Germinacion
y proliferacién del cultivo.

Fig. 7 P. schottii en M4. Formacién de
callo en la regi6n de corte.
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Fig. 10 P. schottii en MI13.
Formacion de raices anchas y largas.

Fig. 9 P. schottii en M12. Abundantes
brotes difenciados.

Fig.11 P. schottii en M14 presencia de Fig. 12 P. schottii en M15 con areolas
pigmento, en la regién de corte expuesta. hinchadas.

L 8

Fig. 14 P. schottii M17 enrrulamiento
de explante y formacién de callo en herida

I .
Fig. 13 P. schottii en MI16 formacién de expuesta.
raices.
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Fig. 15 P. schottii en MI8 gran Fig. 16 P. schottii en M19. Presencia de
proliferaciéon de callo en zona de la herida. callo en la regién de corte.

La respuesta morfogenética para cada uno de los tratamientos probados para
Stenocereus pruinosus, se manifestd de diversas formas. En la figura 17, tratamiento
MS, se observa la proliferacion del explante, con formacién de raices y desarrollo
areolar, la figura 18, donde se puede apreciar la formacién de pigmento, incluso
suspendido en el medio de cultivo, y que corresponde al tratamiento M6. Mientras que
para el tratamiento M7, figura 19, se observa la formacién de raices cortas y anchas,
ademds de pigmento y brotacién multiple. La figura 20, tratamiento M8, muestra la
formacion de raices engrosadas, ademds de brotaciéon mdltiple. En los tratamientos M9,
M10 y M11, correspondientes a las figuras 21, 22, 23 y 26, se observa la formacién de
pigmento en la regién de corte. Otros explantes ademds de la formacién de pigmento
hubo una desdiferencion a callo como en los tratamientos M12, M15, M17, M18, M19,
que corresponden a las figuras 24, 25, 27, 30 y 31. Los explantes colocados en el medio

M20 correspondiente a la figura 31, produjeron pigmento, pero también desarrollaron

oxidacion.

Fig. 17 §. pruinosus en M5 formacién Fig. 18 S. pruinosus en M6
de raices y desarrollo de areolas. 4 6pigmento suspendido en el medio.



Fig. 19 S. pruinosus en M7 formacién de Fig. 20 S. pruinosus en M8 formacién
raices cortas y anchas, pigmento vy de raices cortas y engrosadas y
brotacion multiple. brotacién multiple.

Fig. 21 S. ) M9 f i0
dlg . p rumosu.s,en cor formacton Fig. 22 S. pruinosus en M10 pigmento
e pigmento en region de corte. . .
disperso en el medio.

Fig. 23 S. pruinosus en MII, Fig. 24. S. pruinosus en MI2. Con
formacién de pigmento formaciéon de callo pigmentado en la
region de corte.

Fig. 25 S. pruinosus en M15. Formacion de47  Fig. 26. S. pruinosus en M16. Explantes
callo y pigmento en herida expuesta. pigmentados



Fig. 27. S. Pruinosus en M17. Formacién Fig. 28. S. pruinosus en M18. Callo en
de callo en regién de corte y pigmento. regién de corte y pigmento.

Fig. 29. §. pruinosus en M19. Con
formacioén de callo y pigmento en
herida expuesta.

Fig. 30 S. pruinosus en M20. Explantes
pigmentados y con oxidacion.

8.3 Analisis estadistico para respuesta morfogenética

La normalidad fue comprobada mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov y
posteriormente por la prueba de Kruskal-Wallis para P. schottii fueron evaluados los
tratamientos M1, M4, M12, M13, M15, M17 y MI18, y para S. pruinosus fueron
evaluados los tratamientos M4, M6, M7, M8, M10, M12, M17, M18, demostrando

cuales tratamientos fueron diferentes significativamente. (Tabla IX).

Tabla IX. Analisis estadistico de la respuesta morfogenética para P schottii y S. pruinosus

Respuesta Significancia Desv. Std Significancia Desv. Std

morfogenética P. schottii P. schottii S. pruinosus S. pruinosus
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Brote .000 +.215 .193 +.340

Raiz .004 +.377 .000 +.309
Pelos radiculares 815 +.120 .059 +.094
Pigmento .000 +.276 .000 +.501
Callo .000 +.501 105 +.496
Areolas .000 +.244 .023 +.216

Para Pachycereus schottii, la produccién de pigmento, desarrollo de brote,
diferenciacién de callo y areolas en proceso de diferenciacion a callo, son diferentes
significativamente; para la produccion de raices existe diferencia no significativa y para
la producciéon de pelos radiculares no existio diferencia (figuras 31-36). En cuanto a
Stenocereus pruinosus la produccion de raiz y pigmento los tratamientos son diferentes
significativamente, mientras que para la produccién de areolas en proceso de
diferenciacion de callo, los tratamientos fueron diferentes y para la produccién de brotes,
pelos radiculares y callo, no lo fueron. A continuacién se muestran las figuras (37-42) de

cada variable evaluada.
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Fig. 31 Influencia de auxinas y citocininas en la formacién
de brote.
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Respuesta morfogenética de raiz P. schottii
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Fig. 32 Influencia de auxinas y citocininas en la formacién
de raices.
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Fig. 33 Influencia de auxinas y citocininas en la formacion
de pelos radiculares.
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Fig. 34 Influencia de auxinas y citocininag@n la formacién

de pigmento.




Respuesta morfogenética de callo P. schottii
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Fig. 35 Influencia de auxinas y citocininas en la formacion
de callo.
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Fig. 36 Influencia de auxinas y citocininas en la
formacion de areolas.
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Fig. 37 Influencia de auxinas y citocininas en la formacion
de brote.
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Fig. 38 Influencia de auxinas y citocininas en la formacién de
raiz.
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Fig. 39 Influencia de auxinas y citocininas en la formacion de
pelos radiculares.
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Fig. 40 Influencia de auxinas y citocininas en la formacién
de pigmento.
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Respuesta morfogenética de callo de S.
pruinosus

6000

4000 m callo
2000 -

0000 -

Media/Tratamiento

4 6 7 8 10 12 17 18
Tratamiento

Fig. 41 Influencia de auxinas y citocininas en la formacién
de callo.
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Fig. 42 Influencia de auxinas y citocininas en la formacion
de areolas.

8.4 Pruebas de tamizaje fitoquimico
8.4.1 Pruebas fitoquimicas de extractos metandlicos in vitro
Las pruebas de tamizaje fitoquimico que resultaron positivas, para los extractos

metanolicos de callo, se presentan en la Tabla X.
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Tabla X. Pruebas para la determinacién de grupos funcionales en extractos metanolicos

Extracto Sp.en Ps.en Sp. en Ps en Ps en Ps. . en S p. | P Sp. en Ps. en Sp. en Sp. en
Pruebas M8() M4@2) M73) M4@) (O Mi18 planta planta MI12 (17)  M19 (26) MI12 (27) MI18 (31)
quimicas (11) (13) (14)
Instauraciones - - + + + - + + + + + -
KMnO4
Grupo carbonilo + + + + + - + + - - + +
Liberman- Burchard - - + + - + + + + + + +
Molish + + + + + + + + + - + -
Flavonoides H2SO4 + + + + + + + + + - - +

Chalcona = Chalcona

Bicarbonato de sodio + + + - - - + - - - + -
Salkowski para + - - + + - + - + + + +
saponinas

Shinoda - - - + - - - - - - + -
Lactonas - - - + + - + - + - + +
Oxidilos fendlicos - - - - - + + + + + + -



Cumarinas
Baljet
Agitacién

Aromaticidad
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8.4.2 Pruebas fitoquimicas de extractos hexanicos in vitro

Las pruebas de tamizaje fitoquimico que resultaron positivas, para los extractos

hexanicos in vitro, se presentan en la Tabla XI

Tabla XI Pruebas para la determinacion de grupos funcionales extractos hexanicos (irn vitro)

Pruebas quimicas S. pruinosus S. pruinosus P. schottii
MBS (ext. 4) M7 (ext. 3) M4 (ext. 6)
Molish para carbohidratos + + +
H,S0O, Ac. Sulftrico + + +
(flavonoides)
Bicarbonato de sodio + + +
Salkowski para saponinas + + -
Ac sulfirico Formaldehido + + +
Lactonas + + +

8.4.3 Pruebas fitoquimicas del extracto etanélico acidificado (EtOH + HCI 3%) de
S. pruinosus in vivo
Las pruebas de tamizaje fitoquimico que resultaron positivas, para el extracto

etandlico acidificado de S. pruinosus se presentan en la Tabla XII.

Tabla XII Pruebas de tamizaje fitoquimico, extracto etandlico acidificado de

S. pruinosus

Metabolito Extracto acidificado de S.
pruinosus
Cumarinas +
Flavonoides (prueba de H,SO,) +

Rojizo (quinonas)

Shinoda +

56



Alcaloides +

Salkowski +

Aromaticidad +

8.5 Actividad bioldgica

8.5.1 Toxicidad sobre A. salina

Los resultados mds relevantes del ensayo sobre Artemia salina se muestran en la
Tabla XIII, los extractos probados en su mayoria mostraron DLs, por arriba de los 1000
ug/ml, lo cual segin Lagarto Parra et al., (2001), son extractos no téxicos; sin embargo
cinco de los extractos obtuvieron DLsy menores a 1000 pg/ml, siendo estos una posible

fuente de compuestos bioactivos.

Tabla XIII Resultados del ensayo sobre A. salina

Extracto DLs (ug/mL)
P. schottii M19 en MeOH 282.240
S. pruinosus M12 en EtOH + HCL 3% 735.54
S. pruinosus M7 en EtOH + HCL 3% 946.78
S. pruinosus M18 en EtOH + HCL 3% 152.45
S. pruinosus de planta en EtOH + HCL 3% 79.64

8.5.2 Actividad antibacteriana
8.5.2.1 Tincion de Gram

Para la identificacién preliminar de las bacterias se utilizé la tincién gram, en la

cual se obtuvieron los siguientes resultados, los cuales son anexados en la Tabla XIV.
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Tabla XIV. Resultado de la tincion Gram.

Bacteria

Staphylococcus aureus

Salmonella typhimurium

Listeria monocytogenes

Escherichia coli

Bacillus cereus

Enterobacter faecalis

8.5.2.2 Cinética bacteriana

La cinética bacteriana implica el cédlculo del nimero de células que existen en
una suspension. Para las diferentes cepas bacterianas se realizé este proceso y los
resultados se presentan a continuacion.

Staphylococcus aureus 1nicia la fase logaritmica a las 2h de realizar la siembra, y

llega a la estacionaria a las 7h. En la fig. 43 se muestra la grafica con la cinética de

crecimiento.
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Fig. 43 Cinética de crecimiento de S. aureus
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Salmonella typhimurium inicia la fase logaritmica a la hora de realizar la
siembra, y llega a la estacionaria a las 3 horas de sembrar el indculo. En la fig. 44 se

muestra la gréafica con la cinética de crecimiento.
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Fig. 44. Cinética de crecimiento
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Listeria monocytogenes inicia la fase logaritmica a las 3h de realizar la siembra,
y llega a la estacionaria a las 8 horas de sembrar el in6culo. En la fig. 45 se muestra la

gréfica con la cinética de crecimiento.
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Fig. 45 Cinética de crecimiento de L. monocytogenes

En la figura 46 se muestra la gréfica con la cinética de crecimiento de E. coli, la cual

presento una fase logaritmica muy larga no llegando al periodo estacionario.
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Fig. 46 Cinética de crecimiento de E. coli
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Enterobacter faecalis inicia la fase logaritmica a las 2h de realizar la siembra, y
llega a la estacionaria a las Sh de sembrar el inéculo. En la fig. 47 se muestra la grafica

con la cinética de crecimiento.
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Fig. 47 Cinética de crecimiento de E. faecalis

Bacillus cereus inicia la fase logaritmica a las 3h de realizar la siembra, y llega a
la estacionaria a las 7 horas de sembrar el indculo. En la fig. 48 se muestra la gréifica con

la cinética de crecimiento.
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Fig. 48 Cinética de crecimiento
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8.5.2.3 Actividad bactericida

En cuanto a la determinacion de la actividad antibacteriana de los extractos

probados, los resultados se muestran en la Tabla XIV, observandose que el extracto con

el mayor halo de inhibicién fue el extracto metandlico, perteneciente a S. pruinosus

proveniente del medio de cultivo M8 (fig. 49) y el extracto hexdnico de P.

schottii

obtenido del medio de cultivo M4 para S. aureus y S. typhimurium (fig. 50)

respectivamente. Después de estos, los extractos mds activos se observan con un halo de

inhibicién de 1.2 cm tanto (extracto metandlico de P. schottii en medio M4) para S.

aureus (fig. 51) como para E. coli (extracto hexédnico de P. schottii obtenido del medio

de cultivo M4), siendo este tltimo bacteriostatico.

Tabla XV. Actividad antibacteriana de los extractos probados de ambas especies

Bacteria Halo de | Halo de | No. De | No. De | Control (-) | Control (+)
inhibicién en | inhibicién en | extracto de | extracto de S. | solvente Gentamicina
cm. de P.|cm. de S. | P. schottii pruinosus
schottii pruinosus

S. aureus 1.2 1.4 solo 1|2 1 0 2.36

repeticion

S. aureus 0.8 4 0 2.36

S. aureus 0.76 8 0 2.36

S. aureus 0.9 10 0 2.36
bacteriostatico

S. aureus 0.75 12 0 2.36

bacteriostatico

S. aureus 0.9 17 0 2.36

bacteriostatico

S. aureus 0.8 13 0 2.36
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S. typhimurium 0.9 2 0 1.9
S. typhimurium 1.47 6 0 1.9
S. typhimurium 1.0 6 0 1.9
S. typhimurium 0.8 16 0 1.9
S. typhimurium 0.9 19 0 1.9
L. monocytogenes 1.0 1 0 2.65
L. monocytogenes 0.95 15 0 2.65
L. monocytogenes 1.05 17 0 2.65
E. coli 0.9 4 0 1.9
E. coli 1.2 6 0 1.9
(bacteriostatico)
B. cereus 0.97 4 0 3.25
B. cereus 1.07 6 0 3.25
E. faecalis - - --- - 0 1.4

En La Figura 49, se observan los halos de inhibicién sobre S. aureus, siendo el de mayor
relevancia el extracto a) Metandlico de S. pruinosus proveniente de M8 con 1.4 cm de
inhibicioén, como control negativo se utilizé el metanol (M) y como control positivo

gentamicina (G).
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Fig. 49. Efecto inhibitorio de los extractos sobre S. aureus a) Extracto metandlico
de S. pruinosus proveniente de M8, b) extracto hexanico de P. schottii proveniente
de M4, c) extracto metandlico de S. pruinosus proveniente de M7, d) extracto
hexdnico de S. pruinosus proveniente de M8, control negativo M metanol, control
positivo G gentamicina.
En La Figura 50, se observan los halos de inhibicién sobre S. typhimurium, siendo el de
mayor relevancia el extracto hexédnico de P. schottii proveniente de M4, con 1.47 cm de
inhibicién, como control negativo se utilizé el metanol (M) y como control positivo

gentamicina (G).

Fig. 50 Efecto inhibitorio de los extractos sobre S. typhimurium a)
extracto hexdnico de P. schottii proveniente de M4, control negativo
M metanol, control positivo G gentamicina.

En La Figura 51, se observan los halos de inhibicion sobre E. coli, siendo el de mayor

relevancia el extracto hexdnico de P. schottii proveniente de M4, con 1.2 cm de
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inhibicién, como control negativo se utilizé el metanol (M) y como control positivo

gentamicina (G).

Fig. 51 Efecto inhibitorio de los extractos sobre E. coli a) extracto hexanico
de P. schottii proveniente de M4, control negativo M metanol, control
positivo G gentamicina.

8.4.3 Actividad antifiingica

En cuanto a la determinacion de la actividad fungicida de los extractos probados, estos

no mostraron inhibicion en ninguna de las cepas probadas

8.5.3 Actividad Antioxidante
8.5.3.1. Método DPPH

En la Tabla XVI se muestran los resultados obtenidos para la actividad antioxidante de
los extractos metandlicos en la reaccion con DPPH, en donde se observa que el extracto
metanodlico perteneciente a S. pruinosus y el extracto de planta in vivo mostraron mejor
actividad comparada con los demads extractos, teniendo una CE5y de 1.59 y 1.50 mg/mL
respectivamente. En comparacién con el control positivo (vitamina C) que fue de 14.86

mg/mL.
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Tabla XVI. Actividad antioxidante por el método del DPPH

Extracto metandlico = Especie Origen CEsp (ug/mL)

Extracto 7 S. pruinosus MI18 1.59

Extracto 11 P. schottii M18 3.7

Extracto 13 S. pruinosus 13.16
Silvestre ---

Extracto 14 P. schottii 1.50
Silvestre ---

Extracto 17 S. pruinosus Mi2 4.9

Vitamina C 14.86

8.5.3.2. Actividad antioxidante por el método de descolorizacion ABTS

La figura 52 muestra la curva de trolox, donde se obtuvo una R?* de 0.9467. Los

equivalentes en trolox dieron como resultado 62.5 ug/mL.
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La Tabla XVII muestra los resultados para la prueba de descolorizaciéon de

ABTS que mostraron actividad relevante, todos pertenecientes a P. schottii, ya

Fig. 52 Curva de equivalentes de trolox.

que para S. pruinosus no lo fue.

Extracto metandlico

14

26

18

19

Tabla XVII. Actividad antioxidante por el método de ABTS

Especie Obtenido del medio Eq. de trolox (ug/mL)
Pachycereus schottii Planta silvestre 121.22
Pachycereus schottii M19 122.75
Pachycereus schottii Planta silvestre 123.44
Pachycereus schottii Planta silvestre 123.39
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8.5.3.3 Cuantificacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu
La siguiente figura (53) muestra la curva de los equivalentes de acido gélico,

donde se obtuvo una R2, de 0.9573

Curva estandar acido galico

2.5
y=0.0041x+0.1225
R2=0.9573
2 B

£

1.5
S v
[Ty}
M~ .
é 1 4 Seriesl
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0.5 A
07 T T 1

0 200 400 600
Acido galico pg/ml

Fig. 53 Curva estandar de equivalentes de Ac. Gilico.

La Tabla XVIII muestra los resultados para la cuantificaciéon de fenoles totales.

Tabla XVIII Cuantificacion de fenoles totales

Extracto metandlico | Especie Obtenido del medio Eq. Ac. Gilico (ug/mL)
Extracto 14 Pachycereus schottii Planta silvestre 176.78

Extracto 26 Pachycereus schottii MI19 58.46

Extracto 18 Pachycereus schottii Planta silvestre 129.81

Extracto 19 Pachycereus schottii Planta silvestre 173.93
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8.6 Cromatografia en capa fina

En el sistema Benceno: Acetona (9:1), los extractos de S. pruinosus en M8
(extracto 1), y el extracto de planta in vivo de P. schottii (extracto 14), se
observo una banda morada, la cual indica la posible presencia de esterol, ademas
se observan los resultados para los extractos de S. pruinosus en M8 hexdnico
(extracto 4) y P. schottii en M4 hexdnico (extracto 6) donde se revela la posible

presencia de aceites (figura 54).

@

Fig. 54. Cromatografia en capa fina. Extracto 1 y 14 se observa la presencia de esterol,
en el extracto 4 y 6 la presencia de aceites. Las manchas rojas son distintos tipos de
clorofila.
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9. DISCUSION

El propésito principal de este trabajo fue implementar el cultivo in vitro de P.
schottii 'y S. pruinosus 'y confirmar algunas de las propiedades reportadas en las plantas
silvestres comparandolos con los extractos obtenidos del cultivo in vitro.

En cuanto a la respuesta morfogenética para P. schottii se observa que en el
medio M1, con IBA y BAP, se logra el desarrollo de abundantes raices, brotes y areolas,
por otro lado Garcia-Rubio y Malda-Barrera, (2010) al utilizar estos reguladores del
crecimiento, en diferente concentracion obtuvieron abundante callo para Mammillaria
mathildae, por lo que los resultados obtenidos difieren ya que este tejido indiferenciado
no fue observado. Para el medio M3, adicionado con ac. 2-4, D, la respuesta observada
fue la formacion de abundantes raices y pelos radiculares, contrario a lo reportado con
Aparecida et al.,, 1995, en Cereus peruvianus donde al adicionar este regulador de
crecimiento obtienen formacion de callo.

El desarrollo de raices y callo es observado en la region de corte en los medios
M4 y M13, estos resultados difieren con los reportados por Elias et al., (2014) sobre
Echinocereus cinerascens, quienes al adicionar esta auxina (ANA) al medio de cultivo
obtienen formacidén de brotes. Con la adicién de 2, 4, D y BAP (M12 y M15), las aréolas
se desdiferencian a callo, concordando con Angulo-Bejarano y Paredes-Lopez, (2011) en
donde al adicionar al medio de cultivo estos reguladores obtienen proliferacion de callo,
en un cultivo de Opuntia ficus-indica. Con el uso de 2, 4, D y K se logré la formacién de
raices, concordando con la reportada por Karimi et al., (2010). La presencia de pigmento
y callo es observada en el medio M17, donde se combinaron, auxinas y citocininas (AIA
y K) estos resultados difieren con los obtenidos por Ramirez-Malagén et al., (2007)
quienes al adicionar estos reguladores de crecimiento obtuvieron formacion de brotes en
10 especies de Mammillaria. Al adicionar ANA y BAP (M18), los explantes producen
gran cantidad de tejidos calloso, resultados que concuerdan con Elias et al., (2014) sobre
Echinocereus cinerascens.

Con AIA, BAP y Hemisulfato de adenina (M19) se obtiene formacién de callo,

concordando con Torres-Garcia, (2011) en donde al adicionar estos reguladores de
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crecimiento en un cultivo de Mammillaria huitzilopochtli obtuvieron abundante
proliferacién de callo.

En cuanto a la respuesta morfogenética para los explantes de Stenocereus
pruinosus, en el M4 y M13 la adicion de auxinas (ANA) al medio de cultivo, permite que
los explantes desarrollen abundantes raices, pigmentacion e incipiente formacién de
callo, difiriendo con Elias et al, (2014) ya que obtuvieron mayores porcentajes de
formacidn de raices y callo al combinar ANA con BAP en Echinocereus cinerascens que
al utilizarlos por separado. En el M6 (K) la respuesta morfogenética fue la formacion de
callo y pigmento, contrario a lo obtenido por Bhau y Wakhlu, (2015) quienes obtuvieron
proliferacion de brotes en Coryphantha elephantidens. Los resultados en cuanto a la
formacion de raices para los tratamientos adicionados con éc. 2,4, D y K (M7, M8, M9,
M10 y M11) concuerdan con Karimi et al, (2010), ya que al usar estos reguladores y al
adicionar ademads al medio de cultivo agua de coco, obtienen altos porcentajes de raiz.
Para el tratamiento M12 y M15 (BAP y 2, 4, D) la formacién de callo concuerda, con lo
reportado por Aira et al., (2005) sobre Notocactus magnificus Con el uso de 2, 4, D y K
(M16) se logré la formacion de callo, por lo que se difiere con lo reportado por Karimi et
al, (2010). En el M17 (AIA y K) la presencia de pigmento y callo es observada, estos
resultados difieren con los obtenidos por Ramirez-Malagon et al., (2007) quienes al
adicionar estos reguladores de crecimiento obtuvieron formacién de brotes en 10 especies
de Mammillaria.

En cuanto a la formacion de pigmento para el tratamiento M18 los resultados difieren
con Elias et al., (2014) en donde se utilizan los mismos reguladores de crecimiento
(ANA y BAP) aunque en diferente concentracion. Al adicionar al medio de cultivo los
reguladores AIA, BAP y Hemisulfato de adenina (M19) se obtiene formacién de callo,
concordando con Torres-Garcia, (2011), en donde al adicionar estos reguladores de
crecimiento en un cultivo de Mammillaria huitzilopochtli obtuvieron abundante
proliferacién de callo.

Con respecto a los resultados de las pruebas quimicas para identificacién de grupos
funcionales de los extractos de P. schottii, los resultados de la prueba de Baljet para
detectar sesquiterpenlactonas resultd positiva solo para el extracto (11) metandlico,

obtenido del medio 18 (ANA+ BAP) concordando con Morales, (2006), este grupo de
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trabajo realizé estas pruebas de P. schottii de planta silvestre, sin embrago para la
deteccion de lactonas obtuvieron resultados negativos, contrario a lo encontrado en el
cultivo in vitro de los extracto metandlico (8) obtenidos del M4 (ANA) y del extracto
obtenido a partir del medio de cultivo que contenia 2, 4, D (ext. 9), en cuanto a la prueba
de Molish para la deteccién de carbohidratos el extracto (26) metandlico obtenido a
partir del M19 (hemisulfato de adenina, AIA y AIB), resulto negativo, sin embargo el
resto de los extractos metandlicos probados fueron positivos (2, 8, 9, 11 y 14)
concordando con Morales, (2006). La prueba de Salkowski para esteroles y triterpenos
resulté positiva para los extractos metandlicos (2, 11 y 14) obtenidos de los extractos M4
(ANA), M18 (ANA y BAP) y planta silvestre respectivamente y negativa para los
extractos metandlicos 8, 9 y 26 obtenidos del medio M4 (ANA), del medio adicionado
con 2, 4, D y el medio M19 (hemisulfato de adenina, AIA y AIB) respectivamente esto
ultimo concordando con Morales, (2006). Para la prueba del H,SO4 para detectar
flavonoides los extractos metandlicos 2 y 8 (obtenidos del M4, ANA) 9 (2, 4, D), 11
(M18, ANA+ BAP) y 14 (Obtenido de planta silvestre) resultaron positivos y el extracto
26 (Obtenido del M19, Hemisulfato de adenina, IBA, IAA) fue negativo al igual a lo
obtenido por Morales, (2006). La prueba de Shinoda para detectar flavonoides fue
positiva para el extracto 8 (obtenidos de M4, con Morales, (2006).En cuanto a la prueba
de Lieberman-Burchard para la deteccion de triterpenos los extractos metandlicos que
resultaron positivos fueron los extractos 8 (obtenidos de M4, ANA), 11 (obtenido del
M18, ANA + BAP), 14 (obtenido de planta silvestre) y 26 (Obtenido de M19,
hemisulfato de adenina, IAA, IBA), los extractos 2 (Obtenido de M4, ANA) y 9 ( MS
sin reguladores) resultaron negativos al igual que en el trabajo realizado por Morales,
(2006). Para la prueba de Dragendorff para detectar alcaloides fue negativa para todos
los extractos probados, contrario a lo obtenido por Morales, (2006).La prueba de
bicarbonato de sodio para la deteccion de saponinas fue positiva para el extracto 2
(Obtenido de M4, ANA) , y negativa para los extractos 8 (obtenidos de M4, ANA), 9
(Obtenido de MS sin reguladores), 11 (obtenido del M18, ANA + BAP), 14 (obtenido de
planta silvestre) y 26 (Obtenido de MI19, hemisulfato de adenina, IAA,
IBA)concordando esto dltimo con Morales, (2006).
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Las pruebas fitoquimicas del extracto hexanico No. 6 (Obtenido de M4, ANA) de P.
schottii resultaron positivos para la prueba de carbohidratos de Molish y lactonas,
bicarbonato de sodio y Salkowski para saponinas, H;SO4 para detectar flavonoides y
aromaticidad prueba de acido sulfirico-formaldehido

Con respecto a los resultados de las pruebas quimicas para identificacién de grupos
funcionales de los extractos metandlicos de S. pruinosus la prueba de insaturaciones de
KMnOys resulto positiva para los extractos metanodlicos: 3 (Obtenido de M7 (2,4, D +
K)), 13 (Obtenido de planta), 17( Obtenido de M12 (2, 4, D y BAP)) y el extracto
acidificado 27 (obtenido del M12, (BAP + 2, 4, D)) concordando con el extracto
metandlico de planta silvestre reportado por Trevifio, (2009), en cuanto a la prueba 2, 4-
Dinitrofenilhidracina para el grupo carbonilo los extractos metandlicos que resultaron
positivos fueron los extracto 1 (Obtenido de M8 (2, 4, D + K)), 3 (obtenido del medio
M7 (2,4, D + K)), 13 (obtenido de planta silvestre) ademds de los extractos acidificados
27 (obtenido de M12 (2,4, D + BAP)) y 31 (obtenido de M18 ( BAP + ANA)) contrario
a lo obtenido por Trevifo, (2009). La prueba de FeCl; para oxidrilos fendlicos fue
positiva para los extractos metandlicos 13 (Obtenido de planta silvestre) y 17 (obtenido
de M12 (2,4, D + K)) y el extracto acidificado 27 (obtenido de M18 ( BAP + ANA))
concordando con Trevifio, (2009),en cuanto a la prueba de Lieberman-Buchard para
esteroles y triterpenos, los resultados fueron positivos para los extractos metandlicos 13
(Obtenido de M7 (2,4, D + K)), 13 (Obtenido de planta), 17( Obtenido de M12 (2, 4, D
y BAP)) y el extracto acidificado 27 (obtenido de M18 ( BAP + ANA)) y 31, al igual
que Trevifio, (2009), la prueba de cumarinas fue positiva para los extractos metandlicos
13 (Obtenido de plata silvestre) y 17 ( Obtenido de M12 (2, 4, D y BAP)) a diferencia
de lo obtenido por Treviiio (2009), para la deteccién de lactonas los resultados fueron
positivos para los extractos metandlicos 13 (Obtenido de planta), 17 ( Obtenido de M12
(2,4, D y BAP)) y los extracto acidificados 27 (obtenido del M12, (BAP + 2,4, D)) y 31
(obtenido de M18 ( BAP + ANA)) al igual que lo obtenido por Treviio, (2009), en
cuanto a la prueba de Baljet para sesquiterpenlactonas los extractos metandlicos
positivos fueron el extracto 13 (Obtenido de planta) y el extracto 17 ( Obtenido de M12
(2, 4, D y BAP)), concordando con Trevifio, (2000), para la prueba de Salkowski para

saponinas los extractos metandlicos positivos fueron el 1 (Obtenido de M8 (2, 4, D +
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K)), 3 (obtenido del medio M7 (2, 4, D + K)), 13 (obtenido de planta silvestre) ademas
de los extractos acidificados 27 (obtenido de M12 ( 2, 4, D + BAP)) y 31 (obtenido de
M18 ( BAP + ANA)) al igual que el extracto de planta silvestre reportado por Trevifio,
(2000), la prueba de Dragendorff para la deteccién de alcaloides fue negativa en todos
los extractos metandlicos in vitro contrario a lo reportado por Trevifo, (2009).

Las pruebas fitoquimicas de los extractos hexanicos No. 4 (obtenido del medio M7 (2, 4,
D + K)), y 6 (Obtenido de M4 ( ANA)), en cuanto a la prueba de insaturaciones de
KMnO; resulté negativa contrario a lo obtenido por Trevifio (2009), donde es evaluado
el extracto hexdnico de S. pruinosus de planta silvestre, en cuanto a la prueba 2, 4-
Dinitrofenilhidracina para el grupo carbonilo los extractos resultaron negativos al igual
que lo obtenido por Trevifio, (2009), de igual manera ocurrié para oxidrilos fendlicos, en
cuanto a la prueba de Lieberman-Buchard para esteroles y triterpenos, los resultados
fueron negativos, difiriendo con Trevifio, (2009),la prueba de cumarinas fue negativa a
diferencia de los reportado por Trevifio, (2009), para la deteccion de lactonas los
resultados fueron positivos para los extractos concordando con Treviiio, (2009), en
cuanto a la prueba de Baljet para sesquiterpenlactonas los extractos fueron negativos
contrario con Trevifio, (2009), para la prueba de Salkowski para saponinas los extractos
fueron positivos al igual que el extracto reportado por Trevifio, (2009), la prueba de
Dragendorff para la deteccién de alcaloides fue negativa concordando con lo reportado
por Trevifio , (2009). Para S. pruinosus ademas se realizé un extracto de planta etandlico
acidificado con HCI 3% (extracto 32, obtenido de planta silvestre), y en cuanto a las
pruebas de tamizaje fitoquimico destaca la prueba de Dragendorff para la deteccion de
alcaloides.

Esta diferencia en los resultados, puede deberse a la naturaleza del solvente utilizado ya
que Valverde (2000) indica que segun el tipo de solvente utilizado se extraerdn
diferentes compuestos, ademds estas discrepancias de los resultados comparando los
extractos de planta silvestre a los obtenidos a partir del cultivo in vitro se deben en gran
medida a los reguladores de crecimiento utilizados, ya estudios recientes indican que las
auxinas juegan un papel critico en las respuestas de las plantas al estrés (Liu et al. 2014)

y con ello a la produccion de metabolitos secundarios.
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La prueba de A. salina para el extracto acidificado No. 32 (proveniente de planta
silvestre de S. pruinosus) se obtuvo una DLsy de 79.6 ug/mL lo que permite suponer que
esta especie puede presentar compuestos activos (Lagarto Parra et al., 2001), contrario
con lo reportado por Trevifio, (2009), que aun que fue un extracto metandlico y
hexanico, se obtuvo nula actividad téxica. Maldonado (2008) determiné la DLsy, del
extracto metandlico de S. pruinosus por medio de este bioensayo el cual no mostré un
efecto toxico al observarse una DL 50 de 826.72 mg/mL. Este tipo de extraccion
(acidificada) fue la adecuada, ademds teniendo en cuenta que los factores ambientales
afectan el tipo y concentraciéon de los metabolitos secundarios (Valares 2011), para P.
schottii la actividad toéxica sobre Artemia salina, de los extractos 31 obtenido de M18 (
BAP + ANA), 29 (Obtenido de M19 (Hemisulfato, AIA, AIB)) y 27 (obtenido de M12 (
2,4, D + BAP)) se obtuvieron resultados menores a 1000 pg/mL con una DLsy 152.4,
946.7 y 735.5 ug/mL respectivamente lo que indica que los extractos probados pueden
presentar compuestos activos (Lagarto Parra et al. 2001), el extracto metandlico No. 26
obtenido a partir del cultivo in vitro (obtenido de M19 ( hemisulfato de adenina, AIA y
AIB)) presenté una DLsy de 282.2 pg/mL contrario a lo reportado por Morales,
(2006).con una DLspde 64.57 pg/mL.

En cuanto a la actividad bactericida para P. schottii, las cepas que sufrieron inhibicién
fueron: S. aureus, a partir de los extractos metandlicos 2, 8 (obtenidos del M4, ANA) y
10( obtenido de M6, K), S. typhimurium a partir del extracto metandlicos 2 (obtenido del
M4, ANA), del extracto hexdnico 6 (obtenido de M4, ANA) y del extracto acuoso 19
(obtenido a partir de planta silvestre), E. coli y B. cereus a partir del extracto hexénico 6
(obtenido del M4, ANA), resultados que difieren con lo reportado por Morales, (2006)
ya que el extracto de planta silvestre tuvo inhibicion sobre L. monocitogenes, y para los
extractos del cultivo in vitro no fue activo.

Para los extractos de S. pruinosus la actividad bactericida relevante fue sobre las cepas:
S. aureus, a partir de los extractos metandlicos 1 (obtenido a partir de M8, 2, 4, D + K),
12 (obtenido a partir de fruto), 13 (obtenido de planta silvestre), 17 (obtenido a partir de
Mi12, 2, 4, D+ BAP) y del extracto hexadnico 4 (obtenido a partir de M8, 2, 4, D + K)

para S. typhimurium a partir del extracto metandlico 16 (Obtenido a partir de M7,
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2,4,D+K), para E. coli a partir del extracto hexdnico 4 (obtenido del M4, ANA) y L.
monocytogenes, a partir de los extractos metandlicos 1 (obtenido a partir de M8, 2, 4, D
+ K), 15 ( obtenido de M6, K) y 17 (obtenido a partir de M12, 2, 4, D+ BAP) resultados
que concuerdan con lo obtenido por Treviiio (2009), en el cual evaluaron extractos de
planta silvestre de dicha especie.

En cuanto a la actividad fungicida ambas especies no presentaron actividad, difiriendo
con Trevifio, (2009) para extractos de planta silvestre en donde obtuvieron halos de
inhibicién sobre T. tonsurans y M. nanum. 'y con Maldonado (2008).

En cuanto a la actividad antioxidante por el método de DPPH para P. schottii los
extractos que mostraron mejor actividad fue el extracto metandlico in vitro No 11 el cual
se obtuvo a partir del M18 (ANA+ BAP) teniendo una mejor ECsy que el obtenido por
Morales et al.,(2010b), en cuanto S. pruinosus los extractos que presentaron una menor
ECsy fueron el extracto metandlicos in vitro 7 (obtenido de M18, ANA+ BAP) y 17
(obtenido de M12, 2, 4, D + BAP) difiriendo con Trevifio, (2009), ambas especies
incluso tuvieron una ECsy menor al control (vitamina C) utilizado, por lo que para ambas
especies el componente probable de la actividad antioxidante son los compuestos
fendlicos particularmente los flavonoides, los cuales han sido aislados de cactaceas y
pueden contribuir directamente en la accién antioxidante (Qui et al., 2002).

La prueba de descolorizaciéon de ABTS, el extracto metandlico 11 (Obtenido a partir del
M18 (ANA+ BAP)) e P. schottii obtuvo 122.7 equivalentes de trolox (ug/mL) y la
cuantificacion de fenoles totales dio como resultado 58.6 pg/mL equivalentes de acido
gélico contrario a lo obtenido por Morales et al.,, (2010b) el cual fue de 73 pg/mL
equivalentes de dcido galico.

Para la comparacién de los extractos silvestres e in vitro de P. schottii mediante la
cromatografia en capa fina, se obtuvo que el extracto 1 (obtenido de M8, 2,4, D + K) y
14 (obtenido de planta silvestre) perteneciente a extracciones de planta in vitro y
silvestre respectivamente, presentan una banda de color morado la cual, puede ser
probable que se trate de un esterol, concordando con (Orozco-Barocio et al., 2013) el
cual indica la presencia de este compuesto para P. schottii. En cuanto a S. pruinosus se

observé en el extracto hexdnico 4 (obtenido a partir de M8, 2, 4, D+ BAP) la presencia
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de aceites, asi como en el extracto 6 de P. schottii (obtenido a partir del M4, ANA) esto
puede ser debido a la naturaleza del compuesto (Valverde, 2000).

Los resultados de este estudio son muy prometedores, ya que se garantiza el resguardo
de las especies silvestres, sin embargo en cuanto a las diferencias de la actividad
biolégica comparando los extractos silvestres con los obtenidos a partir del cultivo in
vitro, en algunas pruebas resultaron con mayor actividad los extractos silvestres, es
recomendable el uso de elicitores para incrementar el contenido de metabolitos

(Lucchesini y Mensuali-Sodi., 2010).
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10. CONCLUSIONES

» P. schottii y S. pruinosus cultivadas in vitro desarrollaron: raiz, brote,
callo y pigmento.

» Las pruebas de tamizaje fitoquimico de los extractos hexanicos,
metanodlicos y acidificados de P. schottii determind la presencia de
sesquiterpenlactonas, lactonas, esteroles, triterpenos, flavonoides, Yy
saponinas, y para S. pruinosus de oxidrilos fendlicos, esteroles,
triterpenos, cumarinas, lactonas, sesquiterpenlactonas, saponinas y
alcaloides.

» Para la prueba de toxicidad sobre A. salina, el mejor resultado lo obtuvo
P. schottii, a partir del extracto 26 (obtenido de M19, Hemisulfato de
adenina + AIA + BAP) Los extractos de P. schottii resultaron
bactericidas, sobre las cepas de S. aureus, a partir de los extractos
metanodlicos 2, 8 (obtenidos del M4, ANA) y 10 (obtenido de M6, K), S.
typhimurium a partir del extracto metandlicos 2 (obtenido del M4, ANA),
del extracto hexénico 6 (obtenido de M4, ANA) y del extracto acuoso 19
(obtenido a partir de planta silvestre), E. coli y B. cereus a partir del
extracto hexdnico 6 (obtenido del M4, ANA) S. typhimurium, E. coli y B.
cereus. Los de S. pruinosus resultaron activos, sobre las cepas, S. aureus,
a partir de los extractos metandlicos 1 (obtenido a partir de M8, 2, 4, D +
K), 12 (obtenido a partir de fruto), 13 (obtenido de planta silvestre), 17
(obtenido a partir de M12, 2, 4, D+ BAP) y del extracto hexanico 4
(obtenido a partir de M8, 2, 4, D + K) para S. typhimurium a partir del
extracto metandlico 16 (Obtenido a partir de M7, 2,4,D+K), para E. coli a
partir del extracto hexdnico 4 (obtenido del M4, ANA) y L.
monocytogenes, a partir de los extractos metandlicos 1 (obtenido a partir
de M8, 2, 4, D + K), 15 ( obtenido de M6, K) y 17 (obtenido a partir de
M12, 2, 4, D+ BAP).

» La actividad antioxidante con el método de DPPH, fue relevante para

ambas especies.
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» En cuanto al ensayo de ABTS vy la cuantificacion de fenoles totales por el
método de Folin Ciocalteu solo el extracto acidificado No.26 (obtenido a
partir del M19, (hemisulfato de adenina + IBA + BAP) de P. schottii,
result6 relevante.

» La cromatografia en capa fina, revel6 la posible presencia de esteroles en
los extractos 1 (obtenido de M8, 2, 4, D + K) y 14 (obtenido de planta
silvestre) de P. schottii, y la posible presencia de aceites esenciales en los
extractos 4 (obtenido a partir de M8, 2, 4, D+ BAP) y 6 (obtenido a partir
del M4, ANA) de P. schottii y S. pruinosus respectivamente.
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