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RESUMEN

Algunos compuestos naturales han sido sustituidos por compuestos sintéticos y esto ha
ocasionado problemas al medio ambiente o a la salud; de tal modo que organizaciones
como la FDA han limitado el consumo de los mismos; debido a lo anterior, en la actualidad
las cactaceas han retomado importancia en diversas industrias como lo son la
farmacéutica, cosmetologica y alimentaria, por la gran cantidad de metabolitos
secundarios presentes de manera natural; lo que ha ocasionado que diversos especimenes
estén bajo proteccion (NOM-059-SEMARNAT-2010), tal es el caso del género
Mammillaria. Ante esta situacion, el cultivo in vitro es una alternativa que, en condiciones
asépticas, medios definidos y ambientes controlados, permite conservar, regenerar y a su
vez producir metabolitos secundarios, sin el deterioro de la especie.

Se establecid el cultivo in vitro de Mammillaria heyderi utilizando plantulas germinadas
in vitro con la finalidad de obtener explantes asépticos que fueron desdiferenciados en un
medio MS (Murashige & Skoog, 1962) sin reguladores, posteriormente se realizo la
produccion de biomasa a través de la adicion de diferentes auxinas: Acido Naftalenacético
(ANA), Acido indolacético (AIA) y 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) en concentraciones
de 1, 3 y 5 mg/L cada una, consecutivamente, se indujo estrés abidtico a través de la
adicion de sacarosa (15 a 60 g/L) para favorecer la produccion del pigmento y se realizo
la extraccion de los metabolitos secundarios, para su posterior cuantificacion de actividad
antioxidante asi como la prueba de toxicidad en Artemia salina. Los resultados mostraron
que el medio con 3 mg/L de AlA fue el mejor tratamiento para la produccién de biomasa
con una media de 10.30 g de callo, y mostrando un mejor crecimiento en la semana 7 y
que el medio MIII (45 mg/L Sacarosa) obtuvo mejor produccion de betalainas: 1.327 y
2.274 mg/100 g tejido fresco para betacianinas y betaxantinas, respectivamente. El ensayo
de letalidad de A. salina se obtuvo una DLso de 5.315 mg/mL, mientras que la actividad
antioxidante obtuvo una Clso 0.177 mg/mL, este resultado no se considera toxico, sin

embargo, presenta actividad antioxidante.



ABSTRACT

Some natural compounds have been replaced by synthetic compounds and this has
caused problems for the environment or health; in such a way that organizations such as
the FDA have limited their consumption; Due to the above, cacti have now regained
importance in various industries such as pharmaceuticals, cosmetology and food, due to
the large number of secondary metabolites naturally present; which has caused various
specimens to be under protection (NOM-059-SEMARNAT-2010), such is the case of the
genus Mammillaria. Faced with this situation, in vitro culture is an alternative that, under
aseptic conditions, defined media and controlled environments, allows the preservation,
regeneration and in turn the production of secondary metabolites, without the deterioration
of the species.

The in vitro culture of Mammillaria heyderi was established using in vitro germinated
seedlings in order to obtain aseptic explants that were dedifferentiated in an MS medium
(1962) without regulators, subsequently biomass production was carried out through the
addition of different auxins: Naphthaleneacetic Acid (ANA), Indoleacetic Acid (IAA) and
2,4-Dichlorophenoxyacetic Acid (2,4-D) at concentrations of 1, 3 and 5 mg/L each,
consecutively, abiotic stress was induced through the addition of sucrose (15 to 60 g/L) to
favor the production of the pigment and the extraction of the secondary metabolites was
carried out, for its later quantification of antioxidant activity as well as the toxicity test in
Artemia salina. The results showed that the medium with 3 mg/L of IAA was the best
treatment for biomass production with an average of 10.30 g of callus and showing better
growth at week 7 and that the MIIl medium (45 mg/L Sucrose) obtained better production
of betalains: 1,327 and 2,274 mg/100 g fresh tissue for betacyanins and betaxanthins,
respectively. The A. salina lethality test obtained an LDso for the aqueous extract of 5.315
mg/mL, while the antioxidant activity obtained an I1Cso of 0.177 mg/mL, given the result

it is not considered toxic, but with antioxidant activity.



1. INTRODUCCION

En la actualidad, las cactaceas han incrementado su importancia en diversas industrias
por la gran cantidad de metabolitos secundarios presentes como lo son la farmacéutica
(Shetty et al., 2012), cosmetoldgica (Corrales-Garcia, 2009) y alimentaria (Gengatharan
et al., 2015), sumado al deterioro de areas silvestres, hace necesario investigar y

desarrollar tecnologias que permitan preservar estas especies.

Las cactaceas poseen usos muy diversos como proveedores de material para construir
cercas, ornamentos y a su vez son utilizadas como plantas medicinales, ejemplo de ello,
algunos grupos indigenas como los tarahumaras emplean los frutos de una especie del
género Mammillaria como tratamiento contra el dolor y sordera, ademas de ser utilizado
durante las practicas magico-religiosas, ya que contiene  N-metil-3,4-
dimetoxifenetilamina que posee efectos psicoactivos (Anderson, 2001).

El género Mammillaria es uno de los géneros mas diversos, siendo México su principal
centro de diversificacion y que contiene méas de 200 especies (Elansary et al., 2019). El
nombre del género proviene del latin "mammilla”, mama, debido a que las aréolas se
disponen en tubérculos conicos en vez de estar organizados en costillas como en muchos
otros cactus; en general, son plantas de forma globosa o cilindrica con tamafios que varian
desde 1 a 20 cm de didmetro y de 1 a 40 cm de altura (Bravo-Hollis & Sanchez-Mejorada,
1991).

Algunas cactaceas se encuentran amenazadas por la pérdida de habitat, saqueo
intensivo, asi como la agricultura (Garcia-Rubio & Malda-Barrera, 2010) es por ello que
el cultivo de tejidos vegetales ofrece la produccion de plantas de libres de patdgenos,
mejora en rendimientos, independencia del clima, suelo y distribucion geogréfica,
capacidad de establecer un sistema de produccion definido en relacion con las demandas
del mercado y conservacion de plantas de interés comercial o en vias de extincion en

tiempos mas cortos que los cultivos (Phillips & Garda, 2019).



Por lo anterior, el cultivo in vitro es una alternativa para la preservacion de las cactaceas

y la produccion de metabolitos secundarios de utilidad para la poblacion.

En el presente trabajo se propone establecer un protocolo de cultivo in vitro de
Mammillaria heyderi para favorecer la produccion de metabolitos secundarios de

importancia para su posible aplicacion en la industria farmacéutica o de alimentos.



2. ANTECEDENTES

2.1. Caracteristicas de la familia Cactaceae

La familia Cactaceae se destaca en América por prosperar desde climas subtropicales
hasta climas &ridos, cuenta con méas de 1500 especies en su mayoria endémicas del
continente (Ramirez-Malagon et al., 2007); por su parte México cuenta con una
excepcional diversidad de cactaceas, siendo su centro de diversificacion(Bravo-Avilez et
al., 2019). Muchos de los miembros de esta familia actualmente se encuentran
amenazados o en peligro de extincion como resultado del bajo indice de crecimiento, bajas
tasas de reproduccién y las amenazas antropogenicas tales como: destruccion del habitat,
recaudacion excesiva, ganaderia y agricultura, etc(Garcia-Rubio & Malda-Barrera, 2010).
Es por lo que se encuentran bajo la proteccion de la Norma Oficial Mexicana de proteccion
ambiental NOM-059-SEMARNAT-2010.

Poseen la capacidad de sobrevivir en suelos con nulas concentraciones de agua, es
decir, retienen el agua con mayor eficiencia; se caracterizan por ser siempre perenes ya
que tienen ramificacion escasa y un cuerpo suculento y frutos comestibles (de Aradjo et
al., 2021; Rojas-Aréchiga & Vazquez-Yanes, 2000).

Las cactaceas son generalmente propagadas por semillas (sexual), sin embargo, existen
otras alternativas por medios vegetativos (esquejes, injertos y con técnicas de cultivo de
tejidos in vitro) (Seemann et al., 2007); recientemente se ha optado por el cultivo in vitro,
ya que permite la produccién callos que contienen metabolitos secundarios de uso
terapéutico o bien, de o6rganos diferenciados como brotes que permiten producir

metabolitos similares a la planta nativa (Chandran et al., 2020).

2.1.1. Caracteristicas del género Mammillaria

El género Mammillaria es el méas extenso y variado morfologicamente de la familia

Cactaceae con alrededor de 200 especies descritas, se encuentran principalmente en el



norte y centro de América (Wybraniec & Nowak-Wydra, 2007). Los miembros de este
género son utilizados con fines ornamentales, sin embargo, se han sefialado algunos usos

medicinales e industriales (Shetty et al., 2012).

El género fue descrito por Adrian Haworth en 1812, el nombre proviene del latin
"mammilla"”, ya que las aréolas se disponen en tubérculos conicos en vez de estar
organizados en costillas como en otras cactaceas. Son plantas de lento crecimiento, de
forma globosa o cilindrica con tamafios que varian desde 1 a 20 cm de diametroy de 1 a
40 cm de altura. Las flores estan usualmente dispuestas en un anillo alrededor de la corona,
en la zona que creci6 el afio anterior. La mayoria de las especies tienen flores pequefias a
medianas, de colores blanco, amarillo, rojo, rosas puros o con una vena central de otro
color en cada pétalo. En cuanto a los frutos, son bayas globulares o alargadas, blandas
generalmente de color rojo brillante y son llamados cominmente como “chilitos”. Las
semillas, marrones o negras, tienen de 1 a 3 mm. Numerosas especies son amenazadas ya
que el valor comercial de éstas es muy elevado (Anderson, 2001; Bravo-Hollis & Sanchez-
Mejorada, 1991).

2.1.2 Caracteristicas de Mammillaria heyderi

Es una cactacea de tallo simple hemisférico o subgloboso (Fig. 1), que mide entre 8
a 30 cm de didmetro y de 3 a 10 cm de altura. Sus tubérculos estan dispuestos en 13y 21
series de espinas. Las plantas de esta especie son redondeadas en el apice y generalmente
tienen las axilas desnudas, sus areolas son redondeadas con espinas radiales de 7 a 22 o
24, delgadas aciculares de menos de 0.5 mm de didmetro. En cuanto a las flores, estas son
acampanuladas de 25 a 35 mm de longitud de color crema casi blanco, crema rosado
palido o crema verdoso palido. Es una planta solitaria, con distribucién limitada ya que
solo se encuentra en Estados Unidos (Texas y Arizona) y en México (Sonora, Tamaulipas,
Zacatecas y San Luis Potosi) (Anderson, 2001; Bravo-Hollis & Sanchez-Mejorada, 1991;
Pilbeam, 1999).



Figura. 1: Mammillaria heyderi in vivo

2.1.3. Ubicacion taxonomica
Orden: Caryophyllales
Familia: Cactaceae
Subfamilia: Cactoideae
Tribu: Cacteae
Género: Mammillaria
Especie: M. heyderi
(Anderson, 2001; Bravo-Hollis & Sanchez-Mejorada, 1991)

2.1.4. Usos etnobotanicos

Esta especie ha sido utilizada por los tarahuamaras para curacion, ya que el latex
producido es auxiliar en el dolor de oidos y sordera; ademas de este uso, se le dan
atribuciones magicas y es utilizado en rituales ceremoniales; contiene N-Metil-

3,4dimetoxifeneltilamina, que tiene efectos psicoactivos (Lesne, 2001).

2.2. Cultivo de Tejidos Vegetales

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) es el conjunto de técnicas mediante el cual se

pueden obtener explantes (células, tejidos u drganos) en condiciones asépticas y



controladas, ha sido empleado para propagacion masiva de plantas, recuperacion de
especies en peligro, produccion de metabolitos secundarios, mejora genética de plantas,
etc (Calva & Pérez, 2005).

Este conjunto de técnicas esta basado en la totipotencialidad de las células vegetales,
es decir, en la capacidad de una célula para dividirse y producir caracteristicas celulares

de un tejido u 6rgano y de esta forma regenerar un individuo (Davey, 2010).

La contribucion de Haberlandt en 1902, puede considerarse como la primera
publicacion de experimentos para el cultivo de tejidos aislados de una planta
(Tradescantia), en donde utilizo las hojas para promover una respuesta fisioldgica (Imani
et al.,, 2009); sin embargo, la teoria de Schleiden y Schwann es inherente a la
totipotencialidad, ya que expresan que cada célula animal o vegetal es un agregado de
seres totalmente individualizados, es decir, independientes y son capaces de ser

separados del organismo y continuar creciendo de forma independiente (Vasil, 2008).

El cultivo in vitro ha sido utilizado para la propagacion a gran escala de especies con
interés comercial, generacion de individuos fértiles con alguna modificacién genética,
preservacion de especies en peligro de extincion, asi como para la generacion de modelos
de estudio, la produccion de metabolitos secundarios, entre otras (Loyola-Vargas &
Ochoa-Alejo, 2018)

2.2.1. Cultivo de callo

El callo puede definirse como una masa irregular de células de tejido parenquimatico,
que carece de una estructura organizada y se puede obtener a partir de cualquier tipo de
explante que contenga células nucleadas (Bhojwani & Dantu, 2013).

Este tipo de tejido desorganizado, se llega a producir de manera natural en diversas
especies como respuesta cambios en los niveles enddgenos de reguladores de crecimiento,

infecciones, lesiones causadas por insectos, microorganismos 0 por tumoraciones; sin



embargo, gracias al cultivo in vitro, es posible producir este tipo de tejido que puede ser
multiplicado indefinidamente a través de subcultivos que le proporcionen medio de cultivo
nuevo, o bien, inducir estructuras diferenciadas a través de la adicion de reguladores de

crecimiento en el medio de cultivo (George et al., 2008).

El callo formado en un explante original se le denomina callo primario, mientras que las
partes diseccionadas de callo primario, se denominan callos secundarios. Un solo explante
de callo puede tener variaciones en cuanto a la coloracion, textura, contenido de agua,
estructura y capacidad de respuesta mofogenética; todas estas caracteristicas pueden
cambiar a lo largo del tiempo del cultivo in vitro debido al cambio genético o epigenético

que las células presenten (Bhojwani & Dantu, 2013).

Este tipo de tejido se induce mediante reguladores de crecimiento, generalmente auxinas
y citocininas (Lohmann, 2008); sin embargo, en ocasiones se ha demostrado que los
explantes no requieren de la adicidn de estas moléculas, ya que el tejido desdiferenciado se

produce en el area de corte del explante (Perez-Frances et al., 1995).

Los patrones de crecimiento de un callo son similares a los cultivos en suspensién, cuyas
fases son: 1) fase de latencia, 2) crecimiento exponencial y lineal, 3) disminucion de
crecimiento y 4) una fase estacionaria cuando el crecimiento se detiene (George et al.,
2008).

2.2.2. Cultivo in vitro de cactaceas

Entre las ventajas que se presentan en el cultivo in vitro de cactaceas se encuentra el
incremento de plantas libres de virus, lo cual es de suma importancia en especies
amenazadas ya que permite el incremento de la poblacion; por otra parte, los brotes
generados in vitro crecen mas rapido que las plantas propagadas de manera natural. Uno
de los problemas de esta técnica es que se puede producir la liberacién al medio de
compuestos fenolicos lo que conlleva a la oxidacion del explante, sin embargo, puede ser

combatido adicionando antioxidantes al medio de cultivo (Lema-Ruminska & Kulus,



2014). Entre las caracteristicas que confiere a algunas cactaceas se encuentra la
produccion de grandes cantidades de auxinas que propician la formacién de callo(Clayton
etal., 1990).

En gran cantidad de las especies pertenecientes a esta familia, no se encuentran reportes
de la germinacion u organogénesis in vitro, por lo cual la adicion de reguladores de
crecimiento para lograr una respuesta morfogenética deseada es un punto critico que en
muchos de los casos resulta del conocimiento empirico (Garcia-Rubio & Malda-Barrera,
2010).

Entre los mas estudiados se encuentra el género Opuntia, particularmente Opuntia
ficus-indica (L.) Mill. por su valor nutricional y farmacoldgico contra cancer (Harlev et
al., 2013). Por otra parte, algunas especies han sido reportadas para su produccion en
cultivo in vitro con fines de conservacion, tal es el caso de Cephalocereus senilis, donde
se multiplicaron la cantidad de explantes por medio de la activacion de (Chorefio-Tapia et
al., 2002); esta estrategia fue utilizada para ocho especies de Turbinicarpus que

posteriormente fueron establecidas in vivo (Davila-Figueroa et al., 2005)

En cuanto al género Mammillaria se han reportado solo algunas especies, para M.
elongata, se ha descrito la regeneracion de brotes in vitro, adicionando 1.07 pM Acido a-
naftalenacético (ANA) y 22.20 uM 6-benzilaminopurina (BA) (Papafotiou & Balotis,
2001); para las especies M. bocasana, M. densispina, M. pectinifera, M. picta, M.
perbella, M. zephyranthoides, M. rhodantha, M. hahniana, M. hutchisoniana y M. orcutii
se establecid la metodologia para la produccién de brotes a partir de organogénesis directa
o indirecta por medio de la adicion de Cinetina (K) y Acido Indolacético (AIA) en
diferentes concentraciones (Ramirez-Malagon et al., 2007). En el caso de M. albicoma se
observo su capacidad morfogenética a partir de yemas florales 0.1 mg/L de ANA y 5.0
mg/L de BA (Wyka et al., 2006). Cabe destacar que solo una pequefia parte de todas las
especies pertenecientes al género han sido estudiadas en cultivo in vitro, considerando la
gran diversidad de este; es por lo que M. heyderi no cuenta con reportes sobre su

comportamiento in vitro.



2.2.3. Produccion in vitro de metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios también Ilamados productos naturales, son compuestos
del metabolismo no esenciales para el crecimiento, desarrollo o reproduccion de un
organismo; los cuales son Utiles para la competencia interespecies, ya que en muchas
ocasiones son producidos como defensa y son originados en plantas, bacterias, hongos y
organismos marinos (esponjas, tunicados, corales y caracoles) (Vaishnav & Demain,
2011).

Historicamente se catalogan a los metabolitos secundarios en tres grupos: alcaloides,
terpenos y fenilpropanoides, sin embargo, existen compuestos que no se adaptan a estas
categorias ya que esta divisiobn se basa en la sintesis, precursores principales y

caracteristicas estructurales de las moléculas (Bernards, 2010).

Entre las actividades que presentan algunos de estos compuestos son actividades
antibacterianas, antifdngicas, antitumorales, antioxidantes, por mencionar algunas. En
estas moléculas se ha observado que algunos antibidticos, pigmentos bacterianos,
terpenoides provenientes de plantas tienen actividad anti-VIH, antitumoral, anti-
envejecimiento, inmunosupresor, actividades antiprotozoarios y antihelminticos; por lo

gue no se limitan a una sola actividad biolégica (Vaishnav & Demain, 2011).

Muchos productos naturales han llegado al mercado sin modificacion quimica, esto
distingue a los productos naturales de todas las demas fuentes quimicas y alienta los

esfuerzos por aislar nuevas moléculas con actividad biolégica (Zhang & Demain, 2005).

Las plantas actualmente son fuente de gran cantidad de productos utilizados en la
industria alimentaria, farmacéutica, cosmeética, ademas de ser fuente de numerosas
sustancias de interés agroquimico, sin embargo, la concentracién del metabolito
secundario es dependiente de factores fisicoquimicos (concentracion de sacarosa,
minerales, reguladores de crecimiento, pH, temperatura y cantidad de luz), es por ello que

el cultivo in vitro posee ventajas respecto al cultivo convencional, ya que se pueden



obtener metabolitos secundarios de gran utilidad a nivel industrial, ademas de obtener un
incremento considerable en el rendimiento del metabolito de interés (Pérez-Alonso &
Jiménez, 2011).

2.2.4. Produccion in vitro de metabolitos en el género Mammillaria

La gran mayoria de los reportes sobre la produccidn de pigmentos de especies del género
Mammillaria, son a partir de fruto o bien planta in vivo (Castellanos-Santiago & Yabhia,
2008); el cultivo in vitro es un area poco explorada, sin embargo, existen reportes sobre la
produccion de pigmentos en especies del género; en un estudio para M. candida
Scheidweiler se realizaron pruebas para la proliferacion en medio MS adicionado con 3
mg/L de é4cido 2, 4-diclorofenoxiacético (2-4,D), Acido Naftalenacético (ANA) o Acido
Clorofenoxiacético (CFA), solos o0 en combinacion con 0.1 mg/L de Cinetina (K), Cinetin
Ribo6sido (CR) o Benciladenina (BA); mientras que para la producciéon de pigmento
utilizaron glucosa (estrés abidtico) y extractos de hongos (estrés bidtico) obteniendo
mejores resultados en los medios que contenian 50 y 100 g/L de glucosa (Santos-Diaz et
al., 2005). En el caso de Mammillaria huitzilopochtli, se utiliz6 2-4, D como regulador de
crecimiento en un cultivo en suspension para la produccion del pigmento, para
posteriormente probar su actividad biologica contra hongos fitopatégenos (Zepeda et al.,
2009).

En tejido in vivo, un equipo de trabajo analizé los frutos de M. roseo-alba, M. donatii,
M. coronata, M. karwinskiana, M. gummifera, M. infernillensis, M. centricirrha, M.
krameri y M. magnimamma por técnicas espectroscopicas y encontraron un nuevo
compuesto llamado de forma trivial mammillarinina, correspondiente a un pigmento

dominante del tipo de las betalainas (Wybraniec & Nowak-Wydra, 2007).

A pesar de los reportes mencionados no se ha encontrado informacion para la

produccidn de pigmentos o algin otro metabolito para especie M. heyderi.
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2.3. Actividad bioldgica de cactéceas

Se ha encontrado en este grupo de plantas diversas actividades in vivo e in vitro, entre
ellas se encuentra la actividad antioxidante de Opuntia monacantha, a la cual se le
comprobd dicha actividad por medio de siete bioensayos in vitro (Naseer et al., 2015), de
igual forma se ha comprobado dicha actividad para Opuntia ficus indica, ademas para esta
especie se han encontrado actividad antinflamatoria, neuroprotectora, antiviral,

antidiabética, anticancerigena y antifungica (Ammar et al., 2012; Kaur, 2012).

Por otra parte, se ha evidenciado la actividad larvicida de extractos acuosos y etanolicos
del endocarpio del fruto de Pereskia bleo (Kunth) DC (Thongwat et al., 2014); para este
género también se ha descrito la actividad antioxidante, citotdxica, antimicrobiana,

diurética y antinociceptivo (de Castro Campos Pinto & Scio, 2014).

En cuanto a actividad antinflamatoria en otros géneros, se ha demostrado mediante
ensayos in vitro que los frutos de copao (Eulychnia acida Phil.) tienen potencial sobre la
inhibicion de enzimas proinflamatorias LOX y COX-1y COX-2 (Jiménez-Aspee et al.,
2015), ademas de la amplia gama de metabolitos secundarios encontrados en esta familia,
también se han encontrado péptidos con actividad antimicrobiana a partir de Echinopsis
pachanoi, el cual tiene una estructura similar a una neurotoxina proveniente de una arafia
(Aboye et al., 2015).

2.3.1. Actividad Antioxidante

En afios recientes se ha sefialado la participacion de oxigeno activo y los radicales libres
en procesos de envejecimiento y otros padecimientos como enfermedades cardiacas, la
inflamacion, la artritis, deterioro del sistema inmunitario y cancer. Estas patologias son
causadas por el estrés oxidativo que se define como un desequilibrio entre el aumento de
los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) y una baja actividad de los mecanismos
antioxidantes, como consecuencia un aumento del estrés oxidativo puede inducir dafios a

la estructura celular y potencialmente destruir tejidos (Charles, 2013).
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Es por lo que se requiere el uso de antioxidantes, los cuales se definen como una
molécula capaz de inhibir la oxidacién de otras moléculas, es decir, cualquier sustancia
que cuando esta presente en concentraciones bajas en comparacion con la de un sustrato
oxidable retrasa significativamente o inhibe la oxidacion de dicho sustrato (Glgin, 2012).
Entre las moléculas mas abundantes en las dietas humanas con actividad antioxidante se
encuentran los polifenoles. Estos compuestos estan disefiados con un anillo aromatico que

Ileva uno o maés restos hidroxilo (Tiwari et al., 2013).

2.3.2. Betalainas

Son pigmentos vacuolares, se caracterizan por su estructura, donde se encuentra un
anillo N-heterociclico y se acumulan en las plantas de alrededor de 17 familias en el orden
Caryophyllales (Khan, 2016). De igual manera que las antocianinas, estas moléculas se
producen en las semillas, frutos, flores, hojas, tallos y / o raices de las plantas en su entorno
natural (Jain & Gould, 2015), sin embargo, tienen exclusividad mutua con antocianinas,

por lo que no se encuentran en las mismas plantas (de Aguiar Lage et al., 2015).

Entre sus caracteristicas se encuentra que son solubles en agua, y ademas de poseer
actividad antioxidante, actlan para proteger contra la radiacion. Se les han atribuido
actividades contra el cancer antiviral y antioxidante; siendo esta Ultima actividad el

principal foco de interés (Chauhan et al., 2013).

Cabe mencionar que son sintetizados a partir de tirosina y se suelen dividir en dos
grupos de acuerdo con su coloracion: Betacianinas (rojo-violeta) y betaxantinas (amarillo-
naranja) (Azeredo, 2009). Debido a la glicosilacion y la acilacion, las betalainas exhiben

una gran diversidad estructural.
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2.3.2.1. Betacianinas

Compuestos de coloracion roja que exhiben su maximo de absorcion a 536 nm, su
presencia en las flores estd relacionada con la atraccion de los animales para la
polinizacion. La betacianina mas comun es la betanina, la cual se encuentra distribuida
ampliamente en plantas, se ha considerado el betabel como la principal fuente de este tipo
de compuestos (Rodriguez-Amaya, 2016). Este tipo de betalainas son un aducto de iminio

de &cido betulinico y ciclo-DOPA.

Usualmente se extraen de la pulpa de la fruta con un disolvente (agua, etanol o
metanol), adicionando un tratamiento térmico o &cido, para mejorar el rendimiento de
pigmento (Vergara et al., 2014). De acuerdo con la regulacién de los aditivos alimentarios,
la betanina esta permitida como colorante alimentario natural de color rojo, ademas de ser

utilizado en la industria farmaceutica y de alimentos (Esatbeyoglu et al., 2014).

2.3.2.2. Betaxantinas

Son de color amarillo y estructuralmente resultan de la condensacion de a-aminoacidos
y aminas con acido betulinico, la mas comdn es la vulgaxantina | (Jain & Gould, 2015) y
tienen un espectro de absorcidn con longitud de onda maxima de aproximadamente 480
nm, independiente de la naturaleza de aminodcidos. A pesar de las similitudes
estructurales con betacianinas, no se ha reportado evidencia alguna de que exista
glicosilacion en betaxantinas in vivo o in vitro (Gandia-Herrero & Garcia-Carmona,
2013).

2.4. Determinacion cualitativa de grupos funcionales

Los metabolitos secundarios son agrupados en diferentes grupos de acuerdo con su
naturaleza quimica: a) isoprenoides (terpenos, aceites esenciales, saponinas,
cardiotonicos) b) derivados fendlicos: (fenoles, acidos fendlicos, cumarinas, lignanos,

flavonoides, antocianinas, taninos, quinonas, antracenosidos) y c) alcaloides. Existe un
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grupo de pruebas de tamizaje fitoquimico con la cual se observa de manera cualitativa la
presencia o ausencia de un grupo funcional, esto a través del cambio de coloracién cuando
el reactivo reacciona con el metabolito presente en el extracto. Algunas de ellas son la

prueba del Br/CCI, (bromo en tetracloruro de carbono) o del KMnO, (permanganato de

potasio) utilizado para detectar insaturaciones; la prueba de 2-4-dinitrofenilhidracina para

el grupo carbonilo; la reaccion con FeCl, (cloruro de fierro) para oxidrilos fendlicos; la

prueba de Liebermann-Burchard para esteroles; la prueba de Salkowski para detectar la

presencia de terpenos y para carbohidratos la prueba de Molisch, etc. (Kuklinski, 2000)
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3. JUSTIFICACION

Se ha reportado la presencia de metabolitos secundarios en extractos del género
Mammillaria, sin embargo, no existen reportes de la produccion de los mismos in vitro
0 invivo para M. heyderi, es por lo que con este trabajo se pretende implementar el cultivo
in vitro para la produccion de pigmentos de origen natural, ya que el alto consumo de
colorantes sintéticos es toxico para el organismo, por lo que la técnica representa una

opcidn para la produccién de los mismos a gran escala.
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4. HIPOTESIS

El cultivo de tejido indiferenciado in vitro de Mammillaria heyderi sera capaz de

producir betalainas a través del estrés abiotico.
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5. OBJETIVO GENERAL

Establecer un protocolo de cultivo in vitro de Mammillaria heyderi para favorecer la
produccién de metabolitos secundarios de importancia por su posible aplicacion en la

industria farmacéutica o de alimentos.

5.1. Objetivos particulares

e Desarrollar un protocolo para la produccion de tejido indiferenciado de
Mammillaria heyderi.

» Inducir la produccion de metabolitos secundarios en el cultivo de tejido in vitro
mediante condiciones de estrés abidtico.

e Determinar la presencia los metabolitos secundarios de los extractos de callo de
Mammillaria heyderi por métodos cualitativos.

e Determinar la capacidad antioxidante por el método DPPH y ABTS del
extractoacuoso.

e Determinar la toxicidad del extracto mediante el método de Artemia salina.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Material bioldgico

Figura. 2: Plantula in vitro de Mammillaria heyderi

Se emplearon plantulas cultivadas in vitro de aproximadamente 1 afio de Mammillaria

heyderi para inducir callogénesis (Figura 2).

Mientras que para la evaluacion de la toxicidad de los extractos se emplearon

huevecillos de Artemia salina.

6.2. Metodologia
6.2.1 Produccion in vitro del tejido indiferenciado

Se selecciond el medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) (SIGMA) sin reguladores
de crecimiento, se afiadieron 30 g/L de sacarosa y agar como agente solidificante se utiliz6
agar en una concentracion de 7g/L. Las plantulas se mantuvieron en condiciones de luz
(16h/luz y 8 h/oscuridad) y temperatura constante (20+2°C) durante 6 meses hasta obtener
suficiente biomasa, realizando resiembras periddicas cada 8 semanas; posteriormente se
cambiaron al medio MS elaborado en las mismas condiciones, sin embargo, se adicion6
con un regulador de crecimiento de tipo auxina en diferentes concentraciones para lograr
la proliferacion celular de las plantulas (Tabla 1). Para cada tratamiento se utilizaron 10
frascos con 1g de callo completamente verde y friable. De igual forma se realizaron
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resiembras cada 8 semanas registrando el peso fresco obtenido y su respuesta

morfogenética semanalmente.

Tabla 1. Medios de cultivo para proliferacion de callo

Medio Regulador Concentracién
(mg/L)

M1 Sin regulador (control) No aplica
M2 ANA 1

M3 ANA 3

M4 ANA 5

M5 AlA 1

M6 AlA 3

M7 AlA 5

M8 2,4-D 1

M9 2,4-D 3

M10 2,4-D 5

El medio que obtuvo el mejor rendimiento y respuesta morfogenética se seleccion6

para la siguiente etapa del proyecto.
6.2.2. Induccion de estrés abidtico

Se partié de callos sin pigmentacion, es decir, callos completamente verdes para la
evaluacion del estrés abiotico. Se pes6 1g de callo y se colocé en frascos tipo conserva

con 10 mL de medio de cultivo MS solido sin reguladores con diferente concentracion de

sacarosa (Tabla 2) con 3 repeticiones por tratamiento.
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Tabla 2. Medios de cultivo para

induccidn de estrés

) Concentracion de sacarosa
Medio
(9/L)
Ml 15
Ml 30
MIlI 45
MIV 60

6.2.3 Extraccion de muestras de estrés abiotico

Una vez transcurridos 4 semanas se sacaron las muestras para obtener el peso fresco y
posteriormente cada muestra fue macerada para realizar una extraccion acuosa con el fin
de evaluar la pigmentacion por medio de absorbancia (desde 300 hasta 650 nm),
posteriormente se agregd agua bidestilada para realizar la extraccion, acto seguido se
sonicé durante 10 minutos (3800, Branson) y se mantuvo en reposo por 16 horas entre 0-
4° Cy fue filtrado con papel Whatman No. 1. Los extractos fueron liofilizados (FreeZone
1, Labconco) y resuspendidos con el fin de evaluar la pigmentacion por medio de
absorbancia (480 y 535 nm) (6320D, Jenway). ElI medio que obtuvo la mejor

pigmentacion se seleccion0 para la realizar la cinética de crecimiento correspondiente.

6.2.4 Cinética de crecimiento con medio de cultivo especifico

El medio con mejor produccién del metabolito secundario fue seleccionado (MlIII1) en
conjunto con el medio para la produccion de tejido regenerado (M6) para realizar una
cinética de crecimiento con la finalidad de obtener el tiempo Optimo para la proliferacion
de biomasa, asi como, la produccion del metabolito secundario. Se utilizaron callos de M.
heyderi completamente verdes y se pesé 1 g de muestra por cada frasco en el medio

seleccionado. Para evaluar la proliferacion celular se tomo en cuenta el peso fresco y
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posteriormente su peso seco hasta obtener un peso constante por cada semana, durante 12
semanas (Loyola-Vargas & Vazquez-Flota, 2005).

En cuanto a la pigmentacion cada muestra se sometid a la extraccion acuosa en frio
anteriormente descrita y su posterior cuantificacion mediante absorbancia en 480 y 535
nm en un espectrofotdmetro (6320D, Jenway). Utilizando la foérmula descrita
anteriormente (Castellanos-Santiago & Yabhia, 2008) B(mg/
100g) = (AxFDxPMxVx100)/(exPxL), se puede obtener la concentracion de
betalainas y betaxantinas. Donde B, es betacianinas o betaxantinas, A es la absorbancia a
535 (betacianinas) y 483 nm (betaxantinas); FD el factor de dilucion al momento de leer
en el espectrofotometro, PM es el peso molecular (Betanina = 550 g/mol e Indicaxantina
= 308 g/mol), V es el volumen del extracto, € es el coeficiente de extincion molar
(Betanina = 60 000 L/mol.cm, e Indicaxantina = 48 000 L/mol.cm), P es el peso de la
muestra y L es la longitud de la celda (1 cm). Las tomas de muestra se realizaron por

triplicado semanalmente, durante 4 semanas.

6.2.5 Anadlisis estadistico de cultivo in vitro

Todos los experimentos se realizaron con un disefio completamente al azar con las
repeticiones correspondientes por cada ensayo. La unidad experimental en cada uno de
los casos fue un gramo de callo por frasco de vidrio con 10 mL de medio de cultivo (Fig.
3). Los datos obtenidos se sometieron a una prueba de nomalidad de Kruskal-Wallis y

posteriormente Analisis de Varianza de un factor a azar con el paquete de analisis
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estadistico SPSS 18 (IBM), por su parte la comparacion multiple de medias se uso la
prueba de Tukey (P < 0.05).

Figura 3: Unidad experimental para los experimentos de cultivo in vitro

6.2.6 Obtencion de extractos de callo para actividad bioldgica

Una vez que se obtuvo el método de produccion de callo in vitro, se cultivd durante 8
semanas bajo las condiciones descritas en la primera etapa en el medio M6, posteriormente
todo el callo fue sometido a estrés abidtico en el medio MIII, y acto seguido se realizo la
extraccion acuosa anteriormente descrita, a este extracto se le denomina M6-MlII.

El callo pigmentado se pes6 y macerd en un mortero de porcelana, para ser depositadas
en un matraz Erlenmeyer agregando agua bidestilada fria (0-5°C) en proporcion 5:1,
posteriormente se sonicé (Mod. 3800, Branson) durante 30 minutos y se dejé en
obscuridad por 24 horas a una temperatura de 4°C. Una vez transcurrido ese tiempo se
filtré con papel Whatman No. 1, se congelé con CO- en recipientes ambar y se concentrd
por liofilizacion (Mod. FREEZONE 1, LABCONCO). El proceso se repitié hasta que el
agua del extracto carecia de pigmentacion. El extracto resultante fue almacenado en
condiciones de refrigeracion y en oscuridad.

El material vegetal restante fue utilizado posteriormente para elaborar una extraccion
con etanol absoluto y posteriormente acetona. Se obtuvo el rendimiento para los extractos

a partir de la siguiente formula:
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(Peso del extracto)(100)
Peso del material vegetal

% Rendimiento =

A partir del extracto acuoso se realizaron las pruebas preliminares de identificacion de
metabolitos, asi como las de actividad biologica. Mientras que del extracto de etanol y
acetona Unicamente se le realizaron las pruebas de tamizaje fitoquimico por la

disponibilidad del extracto.

6.2.7 Pruebas de tamizaje fitoquimico

Se realizaron las pruebas de tamizaje fitoquimico en placas de porcelana para la
identificacion de grupos funcionales, cada prueba fue realizada por triplicado aplicando el

reactivo correspondiente para cada una de las siguientes pruebas

e Insaturaciones: Prueba del KMnOa.

e Grupo carbonilo: Prueba de la 2-4 Dinitrofenilhidracina.

e Oxhidrilos fendlicos (taninos vegetales): Prueba del FeCls.

e Esteroides y triterpenos: Prueba de Liebermann-Buchard y Prueba de
Salkowski

e Carbohidratos: Prueba de Molish.

e Prueba de las coumarinas: Disolver la muestra en NaOH

e Sesquiterpenlactonas: Prueba de Baljet.

e Flavonoides: Prueba del H.SO4 y Prueba de Shinoda.

e Leucoantocianinas: Disolver la muestra en propanol-1

e Alcaloides: Prueba de Dragendorff.

e Saponinas: Prueba de la agitacion.
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6.2.8 Actividad antioxidante

6.2.8.1 Metodo de DPPH

El ensayo se realizd siguiendo la metodologia descrita por Avella Gutiérrez y
colaboradores (2008) con algunas modificaciones, se prepard una solucion del radical
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil, SIGMA) a 40 ppm, con absorbancia de 1 + 0.02;
Posteriormente se realiz6 una curva de calibracion con acido ascorbico en metanol a 1
mg/mL y se elaboraron alicuotas entre 5 y 120 ppm, mientras que para el extracto del
medio M6-MIII se elabord solucion stock de 20 mg/mL y se probaron 6 concentraciones;
todo el ensayo se realizé por triplicado. En ambos casos las muestras se sonicaron hasta
disolucién total, posteriormente se dejaron reposar en la obscuridad por 30 min a
temperatura ambiente y transcurrido el tiempo se procedid a leer las absorbancias con
ayuda de un espectrofotdmetro Jenway 6320D a 519 nm. Los resultados se expresan como

% de inhibicion utilizando la siguiente formula'y como Clso.

(Abs.inicial — Abs. final)(100)
Abs. inicial

% de Inhibicién =

6.2.8.2 Método de ABTS

El ensayo de actividad antioxidante por el radical 2,2-azinobis-(3-etilbenzotioazolin-
6-sulfonico) o ABTS, se obtuvo a partir de una mezcla de 2.4 mM de persulfato de potasio
con 7mM de 2,2’-azo-bis-(2-amidinopropano) (ABAP), el cual se mantuvo en obscuridad
durante 16 h a temperatura ambiente, posteriormente se diluyd con etanol hasta obtener
una absorbancia de 0.7£0.02 a 754 nm, como control positivo se utilizé una solucion de
Trolox a 4mM. Se utilizaron celdas de volumen reducido de 1 mL en los cuales se agreg6
50 pL de la solucion del extracto (en diferentes concentraciones) y 950 del radical, se
incubaron durante 7 minutos temperatura ambiente y se determino la absorbancia a 754
nm. Todas las tomas se realizaron por triplicado y el resultado se expresa como capacidad

antioxidante equivalente en Trolox.
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6.2.9 Cuantificacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

Para la cuantificacion de fenoles totales, se utilizd como curva de calibracion Acido
galico en una concentracion de 10 mg/mL y posteriormente se utilizaron alicuotas entre
20y 100 pL, se colocaron en una celda desechable y se complet6 su volumen a 1 mL con
agua destilada, posteriormente se adicionaron 50 pL del reactivo de Folin—Ciocalteu
(diluido a 1N) y se dejaron reposar durante 6 min en obscuridad, al terminar este tiempo
se adicionaron 100 pL de Carbonato de sodio al 20% y se dejo en obscuridad durante 30
minutos, transcurrido el tiempo se procedio a leer las absorbancias a 756 nm con ayuda
de en un espectrofotdmetro Jenway 6320D. Para realizar la cuantificacion de fenoles
totales en el extracto acuoso M6-MlI|I, se realiz6 una solucion stock de 10 mg/mL y se
tomaron alicuotas de 0, 40, 80, 120 y 200 pL posteriormente se completé el volumen con
agua destilada y el reactivo de Folin—Ciocalteu 1N en las mismas condiciones que el acido
galico. Los resultados se expresan como mg equivalentes de &cido galico/ gr de muestra,
cabe mencionar que cada concentracion de la curva y del extracto fueron realizados por

triplicado.

6.2.10 Prueba de toxicidad de A. salina

Para la estimacion de la toxicidad del extracto se realiz6 el ensayo de toxicidad en
Artemia salina, para la cual se prepar6 agua de mar artificial al 4% p/v utilizando sal de
mar Instant Ocean Acuarium System y agua bidestilada ajustando el pH a 7.8, una vez
disuelta el agua se le agregaron 6 mg de levadura Mead Johnson y se agit6 hasta su
completa disolucion, posteriormente se dejaron eclosionar los huevecillos en una
temperatura entre 22-28° C. Se incubaron 100 mg de huevecillos de A. salina en
condiciones de oscuridad y oxigenacion. Para la preparacion del extracto M6-MIII se
obtuvo una solucion stock de 1 mg/mL. En una microplaca de 96 pozos se agregaron 100
uL de agua salina con 10 a 15 nauplios y se le coloco a cada pozo 100 pL de la solucion
del extracto en concentraciones de: 0.5, 0.24, 0.12, 0.1, 0.08 y 0.06 mg/mL. Como control
positivo fue utilizado dicromato de potasio (K2Cr.0O7) a 400 ppm y como control negativo
agua de mar artificial, todas las concentraciones fueron probadas por triplicado, se dejo
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incubar bajo una ldmpara de 20 watts por 24 h y se procedio al conteo de nauplios vivos
para determinar la DLso. Se realizé un andlisis estadistico Probit en SPPS 18 (IBM)
(Meyer et al., 1982; Solis et al., 1993).

6.2.11 Concentracion del compuesto del extracto M6-MlII a través de resina

Con los resultados obtenidos para la actividad antioxidante con el extracto crudo se
pretende concentrar el compuesto activo utilizando una resina de amberlita (XEAD7), por
lo cual se colocd la resina en un embudo y se agregaron 250 mg de extracto M6-MllI
diluido en agua bidestilada, asegurandose de agregar suficiente agua bidestilada,
posteriormente sobre la resina, se agregd metanol y acto seguido se colecté y concentrd
el extracto, se volvio a aplicar la prueba de DPPH (misma metodologia anteriormente
mencionada) para confirmar que el compuesto causante de la actividad antioxidante se

encuentra libre de compuestos que pudieran interferir con la misma.

6.2.12 Prueba preliminar de cromatografia de capa fina

A partir del extracto M6-MIII se realizaron cromatografias de capa fina (TLC), esto
con la finalidad de obtener un sistema eficiente como método de separacién de los
metabolitos secundarios presentes en el extracto crudo con diferentes combinaciones de
fase movil (agua,metanol, 2-propanol, acetona, cloroformo). Se utiliz6 como muestra
control un estandar de betanina (Sigma), donde prepar6 una solucién stock de 3 mg en
300 pL de metanol y para el extracto se utilizaron 15 mg disueltos en 500 uL, en cada
punto se aplicaron 20 pL en placas de silica gel F254 (Merk) y se dejé secar. Se aplicaron
diferentes sistemas para la fase movil: 1) propanol-etanol-agua-acido Acético (6:7:6:1),
2) Agua-Etanol (1:1), 3) Etanol-agua-acetona (1:1:1), 4) agua-acetona (1:1), 5) HCI 1%-
Agua (1:99). Posteriormente se revelo en luz UV y en caso de ser posible se registraron

los factores de retencidn (Rf) con la siguiente formula

Distancia recorrida por el soluto (cm)

" Distancia recorrida por el solvente (cm)
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7. RESULTADOS
7.1. Material vegetal.

Con la finalidad de confirmar las caracteristicas de la especie vegetal se procedio a
la identificacion de la planta adulta y se deposito un ejemplar en el herbario de la Facultad

de Ciencias Biologicas con el numero de folio 028493, el 11 de junio de 2018 (Figura 4).

Figura 4: Planta adulta de M. heyderi: a) Corte transversal, b) Zona radicular y ¢) Zona
apical.

7.2. Respuesta morfogenética del tejido in vitro de M. heyderi.

Durante el desarrollo de la investigacion, las resiembras realizadas en cada una de las
etapas fue satisfactorio, ya que hubo nula contaminacion para todas las unidades
experimentales, lo que conllevo a evaluar la respuesta morfogenética, en donde, las

plantulas de M. heyderi a través de las resiembras en el medio MS sin reguladores

Figura 5: Mammillaria heyderi in vitro: a) Plantula vitrificada, b) Inicio de
la produccion de callo.
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presentaron vitrificacion (Fig. 5a) y posteriormente su conversion a tejido calloso (Fig.

5b), dicho tejido se presentd una consistencia friable y de color verde claro.

Una vez que se obtuvo suficiente biomasa, se sometio al protocolo de proliferacion del

tejido indiferenciado en el cual se obtuvieron diversas respuestas morfogenéticas,

seleccionando Unicamente tejido verde y friable (Fig. 6). Los promedios de los pesos

frescos registrados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Crecimiento promedio de callo

Medio Semana 8 Semana 16 Semana 24
M1 1.76729167 3.67103333 6.51886667
M2 1.59549167 1.8288 2.87808333
M3 1.89634167 2.987525 6.294675
M4 2.0177 3.065225 6.71785833
M5 1.21263333 1.45225 1.673725
M6 2.612475 4.56912727 8.53265455
M7 2.61602727 4.13943636 8.28774545
M8 5.37703333 7.225925 7.4819
M9 2.088 3.55612727 6.61087273

M10 2.02685833 3.5943 6.5221
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Figura 6: Tejido de M. heyderi observado 30X.

El control (M1) permaneci6 con pocos cambios (Fig. 7a), no obstante, es notable que
los medios adicionados con ANA en la concentracién de 1 y 3 mg/L y (M2, M3)
presentaron poca pigmentacion en la base del explante (Fig. 7b y 7c), para el M4 se

presentd pigmento desde la primera semana, en donde posteriormente dicho pigmento

Figura 7: Tejido regenerado al cabo de las 24 semanas a) en medio
sin reguladores (M1) y con ANA en diferentes concentraciones b)
M2, c) M3y d) M4
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difundié al medio de cultivo (Fig. 7d). A través de los subcultivos se observd una

oxidacion fendlica de los explantes en este medio de cultivo.

Los medios que contenian AIA (M5, M6 y M7) mostraron de manera general un tejido
friable con crecimiento cristalino en la superficie de este, la base se encuentra ligeramente
pigmentada en tono rojo-café (Fig. 8).

Figura 8: Tejido regenerado al cabo de las 24 semanas en medio con AIA en
diferentes concentraciones b) M5, ¢) M6 y d) M7

En la semana 8, se obtuvo mejor crecimiento significativamente con el tratamiento M8,
sin embargo, a partir de la semana 6, en algunas repeticiones comenzaron a presentar la
diferenciacion de las partes aéreas del callo a raices. Los tratamientos M6 y M7, dicho
tejido se encontraba pigmentado en la parte basal, donde el tejido estaba en contacto con

el medio, la parte aérea se encontraba en su mayoria verde.

Para la semana 16, los mejores tratamientos resultaron ser M6 y M8, en donde M6,
presentd en su mayoria oxidacién en la parte basal, mostrando la superficie aérea del callo
en coloracion verde, de consistencia firme y compacta. Por su parte M8 continu6

formando raices, en donde a partir de estas crecieron numerosos pelos radiculares.
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T, TN T

Figura 9: Tejido regenerado al cabo de las 24 semanas en medio con 2,4-D.
a) Medio M8, b) Medio M9 y ¢) Medio M10

En la semana 24, los tratamientos que mostraron una diferencia significativa en el
crecimiento fueron el M6, M7 y M8. El tratamiento M6 presento crecimiento al igual que
en la resiembra anterior, sin embargo, presentaba consistencia mas friable, comparado con
el tratamiento M7, que presentd mayor pigmentacion en el tejido regenerado y se mostraba
mas compacto. Para los tratamientos con 2,4-D (M9 y M10) se obtuvo menor crecimiento
y poca pigmentacion, sin embargo, el tejido se mostraba amarillento y en algunas zonas

presentaban oxidacion (Fig.9b, c).

Cabe mencionar que existe diferencia significativa entre la semana 8 y la 16, pero no
con la semana 24, por lo tanto, es recomendable acortar el tiempo de incubacion a 16
semanas. Una vez obtenidos los datos de la respuesta morfogenética y el peso fresco, se
eligid el tratamiento M6 para continuar la produccion de biomasa por las caracteristicas
anteriormente mencionadas, cabe mencionar que el tratamiento M7, resultd con biomasa
mas compacta y presentd mayor pigmentacién y por su parte el tratamiento M8 se descarta
ya que se desea que el cultivo permanezca sin diferenciarse. En la tabla se puede observar

un resumen de las respuestas morfogenéticas para este experimento
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Tabla 4: Efecto de los reguladores de crecimiento sobre el incremento de biomasa de callos de

M. heyderi.
Peso Observaciones morfoldgicas 24 semanas
Tratamiento Me[gillza * Pigmentacion | Oxidacion | Coloracion | Diferenciacion | Apariencia

M1 23'5723 b Basal - Verde - Friable
M2 4628,?;% c Basal - Verde - Friable
M3 4 2(')63;‘; d Basal - Verde - Friable
M4 4 Iéoa,8b,ic, d Basal - Verde - Friable

292 + :
M5 5142 Completa + Roja - Compacto
M6 01(9)'138 iy Basal - Verde - Friable
M7 ;2528£ Basal - Verde - Compacto
M8 12 57;' di Basal - Verde Raiz Compacto
M9 ngg ?‘ﬂf d Basal + Amarillenta Raiz Compacto

8.47 £ . .
M10 5 14ab.c.d Basal + Amarillenta Raiz Compacto

Los valores representan las medias obtenidas a las 24 semanas de crecimiento, con resiembras
cada 8 semanas. n=10 para cada tratamiento. Las medias con letras diferentes son
estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

7.3. Estrés abiotico del tejido in vitro de M. heyderi

En la induccion de estrés abidtico (sacarosa) a las células de callo, el tejido presentd
diversas respuestas, tal como se mencionan a continuacion, en el medio que contiene
15¢/L de sacarosa (Fig. 10a), se encontraba ligeramente oxidado en la zona donde el tejido
se encuentra en contacto con el medio al cabo de 4 semanas, mientras que el resto del
tejido permanecié sin cambios. EI medio MII se encontraba pigmentado en tono rojo
oscuro en la base, mientras que la parte aérea permanecia sin cambios (Fig. 10b). EI medio
MIII a partir de la primera semana mostré una pigmentacion fiusha casi en la totalidad del

tejido, mismo que se intensifico hasta la semana 3 y posteriormente no se observaron

32




cambios (Fig. 10c). Los callos que se sometieron al medio MIV, se pigmentaron en su
totalidad (Fig. 10d). Se encontré de manera general que a medida que aumenta el gradiente
de sacarosa, aumenta el grado de pigmentacion siendo el medio (MIII) el ideal para
generar mayor contenido de betalainas de acuerdo con la absorbancia registrada (Grafica
1).

Figura 10: Protocolo de estrés abiotico a) MI b) MII, c) MIIl y d)
MIV
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Grafica 1. Efecto de la concentracion de sacarosa para la produccion
de betalainas en callos de M. heyderi.

7.4. Cinética de crecimiento M6-MllII

En cuanto a la cinética de crecimiento del medio M6, existe diferencia altamente
significativa entre el control (M1) y el tratamiento (M6) (F: 41.564, sig. 0.000), asi como
el tiempo (F=7.177, Sig=0.000), donde de acuerdo con la prueba de Tukey, las semanas 7
a 10, tienen la mejor produccion de biomasa respecto a peso fresco (Gréafica 2). Sin
embargo, se obtuvo el pico de crecimiento en la semana 8 con una media de 3.2564 g de
peso fresco considerando que, estos datos son aplicables para el peso fresco y desde la
semana 7 a la 11 en relacion a la biomasa seca (Grafica 3), donde el tiempo y el
tratamiento resultaron ser altamente significativo (F=14.927, sig=0.000 y F=71.164, sig.
0.000, respectivamente); aunque se debe considerar que el subcultivo prolongado pueden
ser perjudicial para el crecimiento de los callos, cabe mencionar que este cultivo no

presento signos de degeneracion del cultivo.
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Grafica 2. Peso fresco de la cinética de crecimiento para el protocolo de
proliferacion de biomasa en Medio M6 y M1 como control.
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Grafica 3. Peso seco de la cinética de crecimiento para el protocolo de
proliferacion de biomasa en Medio M6 y M1 como control.
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Para la cinética de crecimiento del medio MIII con respecto al control (M1), no es
necesario esperar 4 semanas para realizar la extraccion de pigmento, ya que desde la
semana 1, no existe diferencia significativa respecto al tiempo (semanas), pero si
respecto a control (M1), cabe destacar que a pesar de obtener la absorbancia a 480 y 535

nm no existe diferencia significativa entre la produccion de betalainas y betaxantinas

(Gréfica 4).

Contenido de Betalainas y Betaxantinas

—e—Betaxantinas M1
—eo— Betacianinas M1
—e— Betaxantinas M|

/.\.4 —e—Betacianinas MIII

2 3 4 5
Semana
Grifica 4. Contenido de Betacianinas y Betaxantinas en M1 (control) y MIIIL.

mg/100 g tejido fresco
o = N w SN (@] D

o
[N

Se observaron las células al microscopio para revisar que, durante el cultivo el estrés

osmotico no ocasionara dafios en la estructura celular, mismo que no se observo.

- -

36



7.5. Obtencidn de extracto

Se obtuvieron 101.2 g de callo cultivado en el medio M6-MIII, una vez realizada la
extraccion, el extracto acuoso obtuvo un rendimiento del 3.3% respecto al peso fresco del
tejido desdiferenciado, mientras que las extracciones subsecuentes (metanol y acetona)
obtuvieron un rendimiento mas bajo, respecto al peso seco de la muestra (0.3% y 0.025%).
Cabe mencionar que a pesar de todas las extracciones el tejido conservo parte de su

coloracion rojiza.

7.6. Determinacion cualitativa de metabolitos secundarios del extracto de M.heyderi
Todas las pruebas se realizaron en placas de porcelana, obteniendo resultados

cualitativos mostrados en la tabla 5. Entre los que destacan como positivos:

Insaturaciones, carbohidratos y alcaloides. Cabe resaltar que el extracto acuoso, es el

unico que muestra la presencia de cumarinas.

Tabla 5: Pruebas de tamizaje fitoquimico para los extractos de M. heyderi

Grupo funcional Prueba Acuoso | Etanol | Acetona

Insaturaciones KMnOsa. + + -
. 2-4

Grupo carbonilo Dinitrofenilhidracina ) ) )
Oxhidrilos fenolicos FeCls - - -
Esteroides y Salkowski - + +
triterpenos Liebermann-Buchard - + +
Carbohidratos Molish + + +
Cumarinas NaOH + - -
Sesquiterpenlactonas Baljet - - +
. H2SO4 - + +
Flavonoides Shinoda - " "
Leucoantocianinas Propanol-1 - - -
Alcaloides Dragendorff. + + +
Saponinas Agitacion - - -
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7.7. Actividad antioxidante

7.7.1. Actividad antioxidante por DPPH

Con el extracto acuoso una vez preparada la solucion stock se probaron las distintas
concentraciones (Fig.12), asi mismo se realiz6 la curva de calibracion de Ac. Ascorbicoy
se obtuvo una Clso de 3.101 pg/mL para éste (Gréafica 5), mientras que para el extracto
acuoso fue de 0.177 mg/mL

Figura 12: Actividad antioxidante del extracto acuoso de M.
heyderi por el método de DPPH

Curva de calibracion

¢ VitaminaC ——Lineal (Vitamina C)

100
5 &0
5 60 =7.1792x + 2.9501
= R2=0.9935
= 40
©
< 20

*
0
0 2 4 6 8 10 12 14

ug/mL

Grifica 5. Curva de calibracion de vitamina C para ensayo de DPPH
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7.7.2. Actividad antioxidante por ABTS
En cuanto a la actividad antioxidante se probaron cinco concentraciones por este

método de decolorizacion (Fig. 13) y se obtuvo 1.8587 mol ET/100 g de peso fresco
para el extracto M6-MIII, a continuacion, se muestra la curva de calibracion de Trolox

(Gréfica 6).

Figura 13: Actividad antioxidante del extracto acuoso de
M. heyderi por el método de ABTS

Curva de calibracion Trolox

0.4
( ) . ...................... ’
e ‘ ...............
S -
.................. ’ y | X |
| ’ ....................... .

Concentracion de Trolox

Grifica 6. Curva de calibracion de Trolox para ensayo de ABTS
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7.8. Cuantificacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

Para este ensayo se obtuvo 49.961g EAG/ 100 g de peso fresco en el extracto crudo
M6-MIII, la curva de calibracion de &cido gélico se muestra a continuacién (Grafica
7).

Ly Lilw Lm.‘hq pl) | H‘li | e

e

ol |
Figura 14: Cuantificacion de fenoles totales del extracto
acuoso de M. heyderi por el método de Folin-Ciocalteu

Curva de calibracién de Acido Galico

1
208
S
£06 —
Boa e y = 0.009x + 0.0429
R? =0.9974
0.2
10 30 50 70 90

Concentracion de Acido galico

Grafica 7. Curva de calibracion de acido galico para ensayo de fenoles totales (Folin-
Ciocalteu)
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7.9. Toxicidad en el bioensayo de Artemia salina
La DLsg para el extracto acuoso fue de 5.315 mg/mL y ya que el extracto present6 una

dosis mayor a 1 mg/mL, puede decirse que no presenta toxicidad en este modelo.

7.10. Concentracién de compuestos
Del extracto crudo que pasé por la resina de amberlita, se recuperaron 13.5 mg de
extracto, al cual se le realizo la prueba de DPPH, obteniendo se obtuvo una Clso de 3.503

ng/mL para el Acido Ascorbico, mientras que para el extracto fue de 0.126 mg/mL.

7.11. Preliminares de cromatografia en capa fina

A partir del extracto acuoso de M. heyderi se realizaron cromatografias de capa fina
(TLC), esto con la finalidad de obtener un sistema eficiente como método de separacion
de los metabolitos secundarios presentes en el extracto crudo con diferentes
combinaciones de fase mavil (agua, metanol, 2-propanol, acetona, cloroformo). Sin
embargo, a pesar de utilizar sistemas de solventes reportados anteriormente para
betalainas, la separacién fue deficiente; donde el pigmento perdi6 su estabilidad, y con
ello gran parte de la coloracion, resultando una mancha irregular sobre el frente de la
cromatografia; por lo que no fue posible establecer su Rf. A través del sistema
(Agua:Acetona 1:1 vol/vol) y de la observacion con luz UV (Fig. 15), se detectaron 2
manchas para el extracto (Rf 0.44 y 0.78) y una para el estandar de betanina (Rf 0.64).

Para el extracto acuoso, la mancha con Rf 0.78, presenta una coloracion rojiza, mientras
que la de 0.44 es azul. El extracto muestra gran cantidad de componentes que no fueron

separados en el frente de la cromatografia.
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) b)

Figura 15: Cromatografia de capa fina con el sistema Agua:Acetona
1:1. a) Muestra en fase estacionaria, b) TLC revelada en UV
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8. DISCUSION
8.1. Produccion de tejido desdiferenciado

De acuerdo con la respuesta morfogenética de M. heyderi, Soria-Campos et al.(2013),
menciona que las respuestas morfogenéticas obtenidas para cada especie, dependen de la
combinacién y concentracion hormonal; ademas de que estaran influenciadas también por
el tipo de explante empleado, la madurez del tejido y las condiciones de cultivo; por su
parte Clayton, Hubstenberger, y Phillips (1990) mencionan que algunas cactaceas del
género Mammillaria tienen la capacidad de producir hormonas bajo condiciones de
cultivo in vitro sin la necesidad de adicionar reguladores de crecimiento y al afiadir
pequefias concentraciones de auxinas en combinacion con citocininas se incrementa la
produccién de callo, esto podria explicar la respuesta morfogenética diferencial obtenida
en este estudio.

A pesar de que los reguladores de crecimiento utilizados permanecen al grupo de las
auxinas, la respuesta a cada uno de ellos combinado con los niveles endégenos de los
mismos, causé respuestas diferenciales y de acuerdo con Davey (2010), la adicion de
auxinas puede generar la formacion de raices adventicias, sin embargo, en las
concentraciones correctas de reguladores de crecimiento como ANA o 2,4-D se puede
inducir la formacion de callo. Por otra parte, la respuesta diferencial se puede deber a la
resistencia metabdlica que tienen las hormonas para ser inactivadas o sufrir cortes y se
sabe que 2,4-D muestra mejor estabilidad que ANA e AIA (Imani et al., 2009).

Al finalizar el experimento en semana 24, el mejor tratamiento resulté ser el medio M6
(AIA 5 mg/L), presentaba poco pigmento y de consistencia friable ideal para la produccion
de biomasa. Esto concuerda con un estudio realizado sobre Opuntia robusta Wendl.,
donde con AIA (2 mg/L) se obtuvo una mejor induccion de callo (friable), mientras que
con ANA y 2,4-D el porcentaje fue significativamente mejor y con una morfologia
compacta para el callo (Astello-Garcia et al., 2013), por su parte en un tratamiento con
AlA sobre Mammillaria mathildae se pudo observar que todos los tipos de explantes
desarrollaron un callo verdoso y compacto y ligeras coloraciones rosas en respuesta a la

combinacion de reguladores de crecimiento(Garcia-Rubio & Malda-Barrera, 2010).
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8.2. Produccion de pigmentos

De acuerdo con Santos-Diaz (2005), un aumento en la concentracion de azucares
genera un incremento proporcional en la biomasa o en los metabolitos ya que incrementa
la fuerza osmética del medio en M. candida, lo que concuerda con los resultados
obtenidos. Agregar sacarosa al medio causa estrés osmatico, mismo que ha sido utilizado
para la produccion de pigmentos como antocianinas y betalainas, sin embargo, no es la
unica forma de obtenerlo y una opcién es modificar la concentracion de algunos minerales
como calcio, magnesio, cobre entre otros (Akula & Ravishankar, 2011). Este proceso
también fue observado en Turbinicarpus laui donde una alta concentracion de sacarosa
(50g/L) aumento significativamente los niveles de betalainas después de 14 dias de
tratamiento(Reyes-Martinez et al., 2019); sin embargo, se ha descrito que concentraciones
altas de fuente de carbono (50¢/L) puede existir una inhibicion del metabolismo y para el
caso de Mammillaria candida, concentraciones de 50 y 100 g/L no exhiben diferencias
significativas (Santos-Diaz et al., 2005).mismo que ocurre con la concentracion mas alta
probada para M. heyderi (MIV), esto puede deberse a que bajo una alta concentracion de
sacarosa (50 g/L), el crecimiento del callo disminuyd, tal como sucede en cultivos in vitro
de bugambilias(Anand et al., 2020).

8.3. Cinetica de crecimiento

En cuanto a la cinética de crecimiento del medio M6, se obtuvo el pico de crecimiento
en la semana 8 con una media de 3.2564 g de peso fresco aungue se debe considerar que
el subcultivo prolongado pueden ser perjudicial para el crecimiento de los callos; este
cultivo no presentd signos de degeneracion del cultivo al igual que con Hylocereus
costaricensis donde también fue empleado para la produccion de betalainas (Winson et
al., 2020), por otra parte, el crecimiento de M. heyderi es lento comparado con otras
especies, sin embargo, con Coryphantha macromeris, se obtuvo el pico de crecimiento
aproximadamente en la semana 9 (Cabafas-Garcia et al., 2021). No obstante, para la
cinética de crecimiento del medio M3, no es necesario esperar 4 semanas para realizar la

extraccion de pigmento, ya que desde la semana 1, no existe diferencia significativa
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respecto al tiempo y tampoco entre la produccion de betalainas y betaxantinas. De acuerdo
con Georgiev et al. (2008), se ha obtenido 0.0085 mg/100g de betacianinas en peso fresco
en cultivo de callos de Portulaca sp. Jewel, lo cual es menor al crecimiento medio
obtenido en cualquiera de las 4 semanas, el cual varia entre 1.3303 y 5.1687 mg/100g de

tejido fresco.
8.4. Actividad antioxidante por DPPH

Si bien existen diversas formas de obtener el extracto (ya sea por maceracion o
Soxhlet), se ha demostrado que los extractos acuosos son mas eficientes que extracciones
con etanol o metanol (Celli & Brooks, 2016). Cabe destacar que, a pesar de la extraccion,
parte del residuo vegetal permaneci6 con pigmento a pesar de realizar el proceso varias
veces, esto puede deberse a que la pared celular posee muchos sitios con carga negativa
que podrian retener a las betalainas y afectar su liberacion (Santos-Diaz et al., 2005). El
extracto obtuvo un rendimiento de 3.3%, lo cual es bajo, sin embargo, se debe considerar

que los callos cultivados in vitro poseen una gran cantidad de agua intracelular,

En cuanto a la actividad antioxidante por el método de DPPH, se obtuvo una Clso de
0.177 mg/mL para el extracto acuoso crudo, por su parte en cultivares de Beta vulgaris
sub. cycla se ha encontrado que, los extractos metandlicos presentan una Clso de 500
pg/mL lo que se atribuye a el contenido de compuestos fendlicos que a la capacidad
antioxidante de los pigmentos (Pyo et al., 2004), de la misma forma que en cultivares de
Opuntia ficus-indica L. se obtuvo entre 52.48 y 135.96 ug/mL, y estos investigdores
atribuyen esta propiedad a las betacianinas (Dehbi et al., 2013), lo cual es mucho menor
a lo reportado en este caso, sin embargo, estudios de cultivo de tejidos vegetales realizados
sobre Mammillaria herrerae Werdermann establece una Clso mayor a 3 mg/mL en callos
y brotes(Song et al., 2021), lo que nos hace suponer que se podria potenciar la cantidad
de betalainas producidas agregando nuevos factores de estrés o bien, seleccionando lineas
celulares. Por su parte Shyamala y Jamuna (2010) determinaron Clso en pulpa de betabel
de 10.24 mg/mL (extracto metanolico), 33.64 mg/mL (extracto etanolico) y 23.48 mg/mL
(extracto acuoso); siendo el extracto metanodlico el que tiene mayor actividad en

comparacion con el acuoso, lo que se podria sugerir que la maxima actividad antioxidante

45



no se encuentra necesariamente en el extracto acuoso de este ensayo. Comparando las Clso

de betabel y las de tejido de M. heyderi, estas Gltimas resultan ser més activas.

8.5. Actividad antioxidante por ABTS

En cuanto a la actividad antioxidante en M. heyderi por el radical ABTS, se obtuvo
1.8587 mol ET/100 g de peso fresco, es superior a la reportada por Herndndez-Fuentes y
colaboradores (2015), quieres obtuvieron 100-120 uM ET/100 g muestra para tres
variedades de Opuntia joconostle. El contenido de betalainas se ha relacionado con la
actividad antirradical que poseen los extractos, mismo que esta ligado al nUmero de grupos
hidroxilo/ imino de dichas moléculas y, ademaés esta actividad, depende de la posicion de
los grupos hidroxilo y la glucosilacién de agliconas en las moléculas de betalaina (Cai et
al., 2003).

8.6. Cuantificacion de fenoles totales

En cuanto al contenido de fenoles totales Albano y cols. (2015) reportan el contenido
de fenoles totales para frutos de Opuntia ficus-indica, 89.2 y 69.8 mg EAG/100 g de tejido
vegetal en la variedad morada y anaranjada, respectivamente. Por su parte en Stenocereus
griseus H. se obtuvo un valor de 42.4 mg de EAG /100 g de muestra fresca (Garcia-Cruz

et al., 2012) mientras en este ensayo se obtuvo 49.961g EAG/ 100 g de peso fresco.
8.7. Ensayo de letalidad sobre A. salina

A partir del extracto acuoso elaborado del tejido in vitro, se realizaron las pruebas de
actividad bioldgica correspondientes, obteniendo una DLso para el ensayo de letalidad
sobre A. salina de 5.315 mg/mL, de acuerdo con Robles-Garcia (2016) un extracto que
presenta una dosis mayor a 1 mg/mL, es relativamente inocuo en este modelo, ademas,
Rajabi (2015), demostro que los resultados obtenidos por el ensayo de letalidad de A.
salina son comparables con los resultados del ensayo de citotoxicidad por MTT,
conservando una correlacion de respuesta entre ambas pruebas y que pueda emplearse
como colorante alimenticio o cosmetoldgico(Polturak & Aharoni, 2018), o bien con fines
farmacéuticos (Hadipour et al., 2020) por lo cual este método provee una forma sencilla,
rapida y a bajo costo para evaluar la toxicidad de extractos vegetales.
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8.8. Concentracion del compuesto activo

En cuanto a la actividad antioxidante del extracto que pasé por la Amberlita fue de
0.126 mg/mL, lo que sugiere que ocurre la eliminacién de compuestos organicos
(proteinas, azucares), sin decrementar su actividad antioxidante por el método de DPPH.
Este proceso es ideal como método de preconcentracion y aunque existen otras
metodologias que incluyen extraccién liquido-liquido, intercambio idnico, extraccion en
fase sdlida y matrices quelantes, la extraccion por solvente sufre de problemas como el
manejo de un gran volumen de muestra, por lo cual es necesario encontrar un método
eficaz de preconcentracion (Tewari, 2002). La resina empleada en este ensayo esta
compuesta por éster acrilico y exhibe buenas propiedades fisicas tales como distribucion
uniforme del tamafio de los poros, area superficial alta y estructura no iénica homogénea
y se ha demostrado que son buenos adsorbentes para grandes cantidades de compuestos
sin carga tales como algunos medicamentos (antibidticos, antiepilépticos y analgésicos)
(Dominguez et al., 2011).

8.9. Preliminares de cromatografia de capa fina

Dentro del sistema se pudo determinar dos Rf (Agua:Acetona 1:1 vol/vol), para el
extracto acuoso, la mancha con Rf 0.78, presenta una coloracion rojiza, mientras que la
de 0.44 es azul. El extracto muestra gran cantidad de componentes que no fueron
separados en el frente de la cromatografia, mismos que pueden deberse a compuestos
altamente polares y que presentan muy baja afinidad por la matriz usada por lo que se
puede utilizar una matriz de celulosa (Sherma & Fried, 2003). En un estudio realizado por
Sigwela y colaboradores (2021), se trabajé con cromatografias de capa fina de silica gel
F254, mientras que en la fase movil se utilizd metanol y 5% de acido acético acuoso en
50% de acetona y como muestra utilizaron cultivares de betabel, donde observaron Rf

entre 0.7 y 0.8 atribuyendo estas manchas (rosas y amarillas) a las betalainas.
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9. CONCLUSIONES

e El mantenimiento del cultivo y el inicio de la desdiferenciacion celular se lograron
con el medio MS sin reguladores favoreciendo la produccion de masa celular.

e El medio 6 presentdé mejor proliferacion celular sin estresar el cultivo y sin
presentar alguna respuesta morfogenética.

e En el medio MIII se obtuvo la mejor produccidon de betalainas.

e El tiempo requerido para la proliferacion en medio M6 es de 7 semanas, mientras
que para la produccion de pigmento en MIII, se puede realizar la extraccion en la semana
1. Ambos tiempos de produccidn son necesarios la elaboracion del extracto vegetal en un
sistema definido.

e De acuerdo con el sistema que produjo la mayor cantidad de pigmento M6-MllII,
es posible obtener un alto contenido de fenoles totales y otros metabolitos secundarios con
actividad antioxidante por el método de DPPH, ABTS, Folin-Ciocalteu; mismos que no
resultaron ser toxicos mediante el ensayo de letalidad de A. salina.

e La concentracion del extracto a través de Amberlita, nos permite mejorar la
actividad antioxidante por el método de DPPH.

e Es necesario determinar un sistema eficiente para la separacién de metabolitos

secundarios cambiando la fase estacionaria de la cromatografia.
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10. PERSPECTIVAS

A partir de los estudios realizados en el presente proyecto, la perspectiva a trabajos

futuros se orienta de la siguiente forma:

El uso de sistemas de produccion bien definidos en el &rea de cultivo de tejidos
vegetales podria verse mejorado a través del uso de biorreactores para el escalamiento en
la produccién de pigmentos de origen natural, sin la necesidad de comprometer cultivos

destinados a la alimentacion, como es el caso del betabel.

Una de las limitaciones en este estudio fue el proceso de la extraccion, por lo que podria
agregarse alguna enzima o probar otro método de extraccion ya que el tejido restante del
extracto vegetal continuaba con pigmentacion rojiza, lo que implica que el agua, metanol

0 etanol, no extrae en su totalidad al pigmento.

El fraccionamiento del extracto nos permitiria caracterizar a través técnicas
espectroscopicas las betalainas y otras moléculas presentes en el extracto, que puedan
tener actividad biologica pues la literatura muestra que existen un gran rango de

aplicaciones médicas reportadas y que no se probaron en este estudio.
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