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RESUMEN

Los cultivos de raices adventicias de plantas medicinales son una fuente de
metabolitos secundarios de importancia farmacéutica. Gomphrena globosa
(Amaranthaceae) contiene compuestos bioactivos, tales como compuestos fendlicos,
flavonoides y betelainas que posee actividad anticancerigenas y antioxidantes. Se
establecié un cultivo de raices adventicias de G. globosaa utilizando explantes
aseépticos de raices provenientes de plantulas in vitro. Se evalud el efecto de medio
sélido y liquido, diferentes tipos de medio de cultivo, concentracién de la auxina acido
indol butirico (IBA) y sacarosa para determinar sus efectos en el aumento de la
biomasa y la acumulacion de fenoles totales, flavonoides y betalainas en las raices
adventicias de Gomphrena globosa. Se encontrd que las raices cultivadas en medio
liquido incrementaron 3.0 veces la biomasa y 9.5 veces la acumulacion de compuestos
fénolicos en comparacion al medio solido. EI medio Gamborg B5 (B5) favorecié el
crecimiento y produccién de compuestos fendlicos y betalainas en comparacion al
medio Murashige y Skoog (MS). A 9.9 uM de IBA se alcanz6 una biomasa maxima de
15.28 g P.S/L y de compuestos fendlicos de 18.9 mg E.A.G/g ES, 1.8 veces y 1.12
veces mayor al del control, respectivamente. Mientras que la produccion de betalainas
fue maxima a 49.3 uM de IBA (5.14 mg E.A/g E.S), 1.43 veces mayor produccién en
comparacién al control. Sin embargo, la produccion de flavonoides fue maxima en
tratamiento control alcanzando 0.863 mg E.Q/g E.S. Al evaluar la concentracién de
sacarosa con IBA a 9.9 uM, se encontré que a 40 g L de sacarosa indujo el mayor
desarrollo y crecimiento de raices adventicias de G. globosa (15.34 g P.S/L), mientras
que con sacarosa 50 g L' de sacarosa se present6 la mayor acumulacion de
compuestos fendlicos (26.52 mg E. A.G/ g E. S). Por otro lado, con la concentracion
de IBA 49.3 uMy sacarosa 30 g L? indujo una mayor acumulacién de betalainas (4.72
mg E.A/ g E.S) y de fenoles (17.23 mg E.A.G/g ES). En general, las mejores
condiciones para la produccion de compuestos fénolicos, flavonoides y betalainas en
cultivos de raices adventicias de G. globosa fueron en medio B5 suplementado con
49.3 uM de IBAy 30 g L de sacarosa.



ABSTRACT

The adventitious root culture of medicinal plants is a source of secondary metabolites
of pharmaceutical importance. Gomphrena globosa (Amaranthaceae) contains a
bioactive compound, such as phenolic compounds, flavonoids and betalains that
possess anticancer and antioxidant activity. A culture of adventitious roots of G.
globosa was established using aseptic explants of roots from in vitro seedlings. The
effect of solid and liquid medium, different type of culture medium, concentration of
indole butyric acid auxin (IBA) and sucrose were evaluated to determine their effects in
the increase of biomass and the accumulation of total phenols, flavonoids and betalains
in the adventitious roots of G. globosa. It was found that the races cultivated in liquid
medium increased 3.0 times the biomass and 9.5 times the accumulation of phenolic
compounds compared to the solid medium. The Gamborg B5 medium (B5) favored the
biomass and production of phenolic compounds and betalains compared to the
Murashige and Skoog (MS) medium. A 9.9 uyM IBA was reached at a maximum
biomass of 15.28 g P.S/L and phenolic compounds of 18.9 mg E.A.G/g ES, 1.8 times
and 1.12 times that of the control, respectively. While the production of betalains was
highest at 49.3 uM of IBA (5.14 mg E.A/g E.S), 1.43 times higher production compared
to the control. However, flavonoid production was maximal in control treatment
reaching 0.863 mg E.Q / g E.S. When evaluating the sucrose concentration with IBA at
9.9 uM, it was found that at 40 g L™* of sucrose the highest development and growth of
adventitious roots of G. globosa (15.34 g PS / L) was induced, while with sucrose 50 g
Lt sucrose showed the highest accumulation of phenolic compounds (26.52 mg E.
A.G/ g E. S). On the other hand, with the concentration of IBA 49.3 uM and sucrose 30
g Ltinduced a greater accumulation of betalains (4.72 mg E.A /g E.S) and of phenols
(17.23 mg E.AG/ g E.S). In general, the best conditions by the production of phenolic
compounds, flavonoids and betalains in adventitious root culture of G. globosa were in

B5 medium supplemented with 49.3 uM IBA and 30 g L sucrose.



1. INTRODUCCION

La planta Gomphrena globosa L. es una especie perteneciente a la familia
Amaranthaceae, la cual comprende mas de 2400 especies (Tranam et al. 2014) esta
familia se caracteriza por la produccion de metabolitos secundarios, los cuales son
sustancias de interés en la industria de los alimentos cosmética, textil, farmacéutica y
en la produccion de pigmentos. Uno de estos metabolitos son las betalainas,
ampliamente usadas a nivel industrial como pigmentos, sin embargo, las referencias
muestran que también exhiben propiedades bioldgicas entre las que destacan su
actividad antioxidante, antiinflamatoria, anticancerigena (Khan, 2016; Gandia-Herrero
et al. 2016). Entre las principales betalainas a las que se ha atribuido actividad
antiinflamatoria esta la gomfrenina (Lin et al. 2010). Asi mismo, estudios realizados en
diversos sistemas en G. globosa en la universidad del Papaloapan (Méndez-Sanchez,
2017; Cruz-Velasco, 2017) revelan la presencia de compuestos fendlicos, a los cuales
segun referencias se les ha atribuido actividad antioxidante (Silva et al. 2012). Por otra
parte, los cultivos de 6rganos y tejidos vegetales pueden sintetizar y acumular estos
metabolitos secundarios; a este respecto los sistemas de cultivo in vitro de raices
representan una alternativa para la produccion de estos. Sin embargo, hasta el
momento no existen reportes sobre produccién y obtencion de betalainas y

compuestos fendlicos en cultivos in vitro de raices de G. globosa.

Por lo tanto, es necesario desarrollar métodos alternativos para obtener la mayor
produccién de compuestos fendlicos y betalainas. Una alternativa mediante la cual se
puede incrementar la produccion de biomasa y metabolitos secundarios es mediante
el uso los reguladores de crecimiento como el acido indol 3 butirico (IBA), en este
sentido, el uso exdgeno reguladores de crecimiento y la concentracion de sacarosa
son una herramienta clave cuando se desea incrementar la produccion de dichos
metabolitos secundarios (Jiang et al. 2005). Por lo tanto, el objetivo del presente
trabajo fue estudiar la influencia del IBA y la concentracion de sacarosa en la
produccion de betalainas y compuestos fendélicos en cultivo in vitro de raices de G

globosa.



2. ANTECEDENTES

2.1 Gomphrena globosa L.

Gomphrena globosa es una planta perteneciente a la familia de las Amaranthaceae, a
la clase Magnoliopsida y al orden Caryophyllales. Esta familia fue descrita por A. L.
Jussieu en 1789, la cual comprende 176 géneros y 2400 especies. Dentro de estas
podemos encontrar plantas herbaceas, arbustos y arboles (Tranam et al. 2014). Es
originaria de paises sudamericanos entre los que destacan Brasil, Panaméa, Costa
Rica, Guatemala y Colombia. Sin embargo, por ser caracteristica de clima tropical
crece favorablemente en el sur y sureste del territorio mexicano, asi como a lo largo
del litoral, desde el nivel del mar hasta 2600 m sobre el nivel de este. Es una familia
cosmopolita que se puede encontrar desde regiones tropicales hasta templadas
(Gilman & Howe 2014). Algunas especies se pueden encontrar en zonas tropicales de
Ameérica, India, Africa y Australia, asi como en regiones subtropicales y templadas,
(Siqueira, 1995; Sharma, 1993).

La familia Amaranthaceae se clasifica en cuatro tribus: Celosieae, Achyrantheae,
Braylineae y Gomphreneae. Dentro de la tribu Gomphreneae se encuentran el género
Alternanthera, Iresine, Gomphrena, entre otros (Tranam et al. 2014). El género

Gomphrena comprende 120 especies.

2.2 Descripcion y usos.

G. globosa es ampliamente conocida como amaranto globo, siempre viva, perpetua,
amarantina y amaranto redondo. Puede alcanzar 75 cm de altura, posee bracteas de
color magenta, rosado, purpura, rojo y blanco (Figura 1). Sus flores crecen agrupadas
en inflorescencias esféricas durante primavera y verano, es tolerante al calor y la
humedad, de tal manera que los cultivos se realizan con total exposicion al sol.

Su multiplicacion es por semillas que se siembran hacia finales de invierno y principio

de primavera y su tiempo de germinacién es de 14 dias a 18 °C. Se utiliza ampliamente



en jardineria como planta de ornato, en la elaboracion de coronas funebres, altares y

floreros.

A)

Figura 1. Imagen de G. globosa. A) Inflorescencias. B) Planta silvestre con
inflorescencias(www.gardening.cornell.edu).

Los miembros de este género presentan una gran importancia por su valor nutritivo y
son ampliamente usados en el tratamiento de diversas enfermedades (Salvador et al.
2012). Algunas plantas de esta familia tienen importancia economica como hierbas

medicinales o vegetales en varias partes del mundo (Mroczek, 2015).

Entre sus principales usos medicinales se encuentran las hojas como antimaléricas;
toda la planta para estimular la sudoracion y curar la fiebre; las hojas y las flores se
usan como emolientes y para controlar la salivaciébn sangrosa, asi como para curar el

dolor de garganta.

También se ha usado para tratar el asma bronquial en nifios, la disminucién de gases
y la diarrea, como analgésico y tonico (Babu et al. 2012). Es usada ademas para tratar
problemas urinarios y de la prostata (Lans, 2007). Por otra parte, en Nigeria y otros
paises se ha empleado para tratar varias enfermedades de la piel, asi como las
causadas por parasitos y otros agentes infecciosos como el agente causal de la
gangrena (Muhammad et al. 2013). Se ha usado también para tratar problemas

respiratorios asociados con los nifilos tales como: ronquera, tos, bronquitis y como



expectorante. En América Latina y el Caribe se ha empleado para reducir el colesterol

elevado y la ictericia.

Se puede considerar a G. globosa como una planta usada para diversos fines entre
los que se pueden mencionar su uso medicinal, ornamental, como colorante entre

otros. En el Tabla 1 se muestran algunos de los principales usos de G. globosa.

Tabla 1. Usos de G. globosa.

Uso Explante Referencia
Colorante Inflorescencias Cai et al. 2006
Fertilizante Planta entera Wang et al. 2009
Farmacoldgico Hojas Tranam et al. 20014
Alimento Hojas Radji & Kokou, 2014

2.3 Estudios fitoquimicos y actividad biolégica de G. globosa.

Los metabolitos secundarios son compuestos quimicos organicos producto del
metabolismo secundario de las plantas entre estos se encuentran alcaloides,
compuestos fendlicos y terpenos a los cuales se les ha atribuido la actividad medicinal
de las plantas. Su produccion y/o acumulacion se produce como parte de la respuesta
de defensa quimica contra el dafio que ocasionan las heridas y el ataque de
microrganismos patégenos a las plantas. Estas sustancias quimicas no nutritivas han
protegido a las personas de diversas enfermedades. Los metabolitos secundarios son

el fundamento para el desarrollo de farmacos, asi como de la industria farmacéutica.

Los analisis fitoquimicos previos en partes aéreas (hojas, tallos, inflorescencias) de G.
globosa han demostrado la presencia de betacianinas (gomfrenina l y Il, isogomfrenina
[, 1I'y Il 'y Sinapoil-gomfrenina | y IlI) (Silva et al., 2012)., hidroxicinamamidas,
flavonoides, flavonas, flavonoles, saponinas, alcaloides, cumarinas, azucares
reductores (Arcanjo et al. 2010., Savithramma et al. 2012). y triterpenos (Dinda et al.
2004). En la Tabla 2 se muestran algunos de los principales metabolitos secundarios
encontrados en estudios fitoquimicos de G. globosa.



Tabla 2. Principales metabolitos secundarios de G. globosa.

Metabolito (estructura quimica) Nombre

Referencia

Isoamarantina

3,4-5-trihidroxi-6-7-
metilenodioxi-flavonol

4-5-dihidroxi-6-7-
metilenodioxi-3-0O-3-D-
glucosa flavonol

Gomfrenina Il

Gomfrenina lll

Gomfrenina IV

Gomfrenina V

Piattelli & Minale
1964; Salvador et
al. 2012.

Bouillant et al.
1978; Salvador et
al. 2012.

Chong. et al. 1981
Salvador et al.
2012.

Heuer et al. 1992;
Salvador et al.
2012.

Heuer et al. 1992;
Salvador et. al.
2012.

Heuer et al. 1992;
Salvador et. al.
2012.

Heuer et al. 1992;
Salvador et. al.
2012.
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cHy0 . o o moo_ Heuer et al. 1992;
mo I Gomfrenina VI Salvador et al.
oH | 2012.

Yada et al.1998;
Gomfrendsido Salvador et al.
2012.

Ara - Rha - GlcO

Oleano Triterpénico Chang et al. 2000.

Cai & Sun, 2001;
Amarantina Salvador et al.
2012.

Las plantas medicinales son los recursos biolégicos mas ricos de la medicina
tradicional; asi como de suplementos alimenticios, nutracéuticos, industrias
farmacéuticas y entidades quimicas para drogas sintéticas (Ncube et al. 2008). Estas
son fuente rica en metabolitos secundarios ampliamente utilizados para combatir y

curar diversas dolencias (Savithramma et al. 2012).

A algunos metabolitos secundarios se les ha atribuido la actividad biolégica de G.
globosa, entre las que se encuentran actividad antimalarica, antimicrobiana, diuréticas,
antipirética, antioxidante. Otros reportes indican que también posee actividad
gastroprotectora, hepatoprotectora anticancerigena, estrogénica y de efecto
cardiovascular (Upadhyaya & Saikia, 2011). En el Tabla 3 se muestra la actividad

bioldgica de algunas especies del género Gomphrena.
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Tabla 3. Actividad bioldgica de algunas especies del género Gomphrena (Salvador et al.

2012).
Especie Actividad Biol6gica
G. globosa Antimicrobiana, anticancerigena y citotoxica
G. celosioides Antimicrobiana, analgésico y anticancerigena
G. macrocephala Téxico para moluscos y Artemia salina
G. perennis Antimicrobiana, analgésico y propiedad anticancerigena

2.4Betalainas

2.4.1 Caracteristicas quimicas.

El termino betalaina fue introducido por Mabry y Dreiding en 1968. Son pigmentos
vacuolares en cuya estructura contienen nitrégeno. Asi que estos compuestos son de

naturaleza &cida, que presentan varios grupos carboxilos (Figura 2).

Figura 2. Férmula general de la betalaina. A) Acido betalamico presente en todas las
moléculas de betalainas. B) La estructura puede representar a betacianinas o betaxanthinas
dependiendo de la identidad de los residuos (Khan 2015).

Las betalainas son derivados del &cido betaldmico [4- (2-oxoetilideno) 1,2,3,4-acido
tetrahidropiridin-2,6-dicarboxilico]. La condensaciéon de esta estructura con aminas y/o
sus derivados generan betaxanthinas amarillas (del latin: beta = remolacha, griego:
xanthos = amarillo) y por otra parte la condensacion del &cido betalamico con ciclodopa
[ciclo-3- (3,4-dihidroxifenilalanina)] o sus derivados de glucosilo dan lugar a
betacianinas violetas (del latin: beta = remolacha, griego: kyaneos = azul) (Khan,
2015).
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Las betacianinas son estructuras que presentan algunas variaciones en los grupos
acilos y restos de azucar mientras que las betaxanthinas exhiben restos de

dihidropiridinas mostrando conjugados con aminas y amino&cidos (Figura 3).

Figura 3. Estructura quimica de betalainas. A) Betanidina (ejemplo de betacianinas). B)
Miraxanthina Il (ejemplo de betaxanthinas) (Strack et al. 1993).

2.4.2 Funciones en las plantas.

La funcion de las betalainas en las plantas es diversa: estan implicadas en la
propagacion de plantas a través de la transferencia de polen o la dispersion de semillas
indigeribles por animales que son atraidos por el color de las flores y frutas (Stintzing
et al. 2004) sin embargo, en ocasiones funcionan como una sefial repelente para
disuadir a los herbivoros; se encargan de proteger el tejido contra la dafiina radiacion
ultravioleta (UV) (Niveyro et al., Shao et al. 2013). También de aumentar la resistencia
a patdégenos y mejorar la defensa contra virus; proporcionan una mayor tolerancia a
estrés por calor; como osmorreguladores del conjunto de aminoacidos de

betaxanthinas, entre otras funciones (Graca, 2018).

2.4.3 Actividad bioldgica.

Las betalainas, particularmente la gomfrenina de tipo rojo-violeta, betacianinas y
amarillo betaxanthinas, tienen una fuerte actividad antioxidante en comparacion con

los estandares tradicionales como son el acido ascorbico, la rutina y la catequina. Su

estructura quimica les confiere su actividad antioxidante: la capacidad de captar
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radicales libres aumenta con la cantidad de grupos hidroxilo y grupos imino y
disminuye con mas glucosilacion de agliconas en la molécula. La capacidad de atrapar
radicales libres, como los radicales libres de peréxilo (ROO) u éxido nitrico (NO), por
algunos las betacianinas también depende del nimero de hidroxilos (Taira et al. 2015).
Poseen también actividad antiinflamatoria dado que la lipoxigenasa (LOX) y la
ciclooxigenasa (COX) son enzimas que estan involucradas en la conversion de acido
araquidénico a mediadores inflamatorios, leucotrienos y prostaglandinas, que son
mediadores antiinflamatorios (Kanner et al. 2001).

En diferentes estudios, la betanina y el extracto de remolacha roja rico en betalaina
han inducido la enzima de fase Il quinina reductasa. Esta actividad est& relacionada
con el efecto hepatoprotector de estos pigmentos (Szaefer et al. 2014). Ademas, los
extractos de Amaranthum tricolor que contienen betalainas tienen el potencial de
reducir el colesterol en sangre, niveles de triglicéridos y LDL lipoproteinas de baja
densidad, aumentando el nivel de lipoproteinas de alta densidad (HDL), teniendo asi
un elevado potencial de prevenir trastornos cardiovasculares (Gengatharan et al.
2015). Por otra parte, la actividad antimalarica del extracto de amaranto rico en
betanina de Amaranthus spinosus en ratones se ha atribuido a la capacidad de estos
pigmentos para quelar los cationes internos Ca?*, Fe?* y Mg?* bloqueando asi el
transporte intracelular de colina del parasito (Hilou et al. 2006). Se han encontrado
otros atributos in vitro e in vivo para betalainas tales como antidiabético, antitumoral y

como regulador de las disfunciones metabdlicas (Reddy et al. 2015).

2.4.4 Biosintesis y factores que influyen en la biosintesis.

Las reacciones iniciales de la biosintesis de las betalainas fueron elucidadas mediante
experimentos de marcaje isotdpico con tirosina y 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA).
Demostrandose asi que el esqueleto completo de tirosina era incorporado en el acido
betalamico y ciclo-DOPA (Liebisch et al., 1969; Fischer y Dreiding, 1972). La Figura 4
muestra la ruta de biosintesis de betalainas. Este incluye tres enzimas fundamentales:

tirosinasa, DOPA 4,5-dioxigenasa y betanidina glucosiltransferasa. La ruta se inicia por
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la hidroxilacion de tirosina a DOPA y la oxidacién posterior de ésta a su oquinona,
mediante la accion de la enzima tirosinasa, utilizando oxigeno molecular. La ciclacion
espontanea conduce a ciclo-DOPA (leuko-DOPAcromo), proponiéndose que éste
reaccionase entonces con una molécula de acido betaldmico por condensacion para
formar betanidina (Piattelli, 1981; Schliemann et al. 1998). Este compuesto puede ser
considerado como la unidad estructural de la mayoria de las betacianinas y es
transformado en betanina por una betanidina-5-O-glucosiltransferasa (Vogt et al. 1999;
Hans et al. 2004). Posteriores glicosilaciones y/o acilaciones, principalmente con
acidos hidroxicinamicos, pueden conducir a oligoglicésidos acilados de betanidina.
Una condensacion de acido betalamico con aminoacidos, analoga a la experimentada
con ciclo-DOPA en las betacianinas, ha sido propuesta como etapa clave en la sintesis
de betaxantinas (Schliemann et al.1999), siendo ambas espontaneas.

En la ruta propuesta para la biosintesis del acido betalamico (Figura 4), éste se
sintetiza a partir de DOPA por accioén de la enzima DOPA 4,5- dioxigenasa (Chang et
al., 1974). Esta enzima abre el anillo aromatico para formar 4,5-seco-DOPA que recicla

espontaneamente por condensacion intramolecular formando acido betalamico.

Entre las principales betacianinas que se han reportado se encuentran la betanina,
amarantina, gomfrenina y bougainvilleina (Strack et al. 2003) pertenecientes al orden
Caryophyllales, en donde se encuentra la familia Amaranthaceae (Cai et al. 2005). El
color de la betacianinas no depende del pH, pero en presencia de oxigeno tienen
mayor estabilidad a pH entre 5.5 a 5.8 (Tanaka et al. 2008; Khan 2015). Sin embargo,
la produccién de betacianinas se ve ampliamente afectada por factores ambientales
como es el estimulo de luz, dado que la sintesis de estas esta regulada por fitocromos
(Sakuta, 2014), asi como por la temperatura y la actividad de agua (Khan 2015). No
obstante, la biosintesis de betacianinas también se ve afectada por factores
fisiolégicos como son la oxidacion y las cascadas de seializacion de Ca?* (Khan &
Giridhar, 2015).
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Figura 4. Ruta de biosintesis de betalainas. Reacciones 3, 7, 14, 23, 27 ciclacién
espontanea; reacciones 4, 8, 9, 11, 18, 20, 24, 25-espontanea de condensacion de base de
Schiff; BSGT-betanidin-5-O-glucosiltransferasa; B6GT-betanidin-6-Oglucosiltransferasa;
cD5GT-ciclo-DOPA-5-O-glucosiltransferasa, cD6GT-ciclo-DOPA-6-O-glucosiltransferasa,
cD5G20GIcUT-ciclo-DOPA-5-glucosa-20-0O-glucuroniltrans-ferasa, DO-difenol oxidasa; DOD-
DOPA dioxigenasa; Glc-glucosa; TOH-tirosina hidroxilasa; UDP-uridina-50-difosfato (Khan &
Giridha, 2015).
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Por otro lado, los reguladores de crecimiento son de gran importancia puesto que
también afectan la produccién de betacianinas, como sucede con BAP (6-bencil amino
purina), 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético), IAA (acido indol-3-acético) (Khan &
Giridhar, 2015), KIN (6- furfuril amino purina), ANA (acido naftalenacético), GA3 (acido

giberélico) y acido abscisico (Sakuta, 2014), como se puede apreciar en laTabla 4.

Tabla 4. Efecto de reguladores de crecimiento en la produccion de betalainas.

Regulador de

oo Concentracion Planta Metabolito Referencia
crecimiento
IAA 4.5 um Portulaca sp. Betacianinas Bhuiyan et al.
2002
2,4D 0.5 mg/L _ _ .
KIN 0.1-1.0mg/L B. vulgaris Betaxanthinas  Trejo et al. 2008
BAP 1.0 mg/L Z. decandra Betacianinas Radfar et al.
2012
IBA 0.5 mg/L I Radfar et al.
KIN 1.0 mg/L Z. decandra Betacianinas 2012
2,4D 0.5 mg/L o ]
KIN 0.02 mg/L G. globosa Betacianinas Méndez 2017

2.5Compuestos fendlicos: acidos fenolicos, flavonoides y fenilpropanoides.

2.5.1 Caracteristicas quimicas.

Los compuestos fendlicos en plantas son moléculas producto del metabolismo
secundario de estas, los cuales pueden actuar como antioxidantes, lo que se relaciona
con sus propiedades redox, que pueden jugar un papel importante en la absorcion y
neutralizacion de radicales libres (Alviano et al. 2008; Duros et al. 2008). Pueden

clasificarse de la siguiente manera:
a. Acidos fendlicos: son compuestos polifenélicos no flavonoides de dos tipos

principales: acidos benzoicos y derivados del acido cinamico sobre la base de
C1-C6 y columnas vertebrales C3-C6.
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b. Flavonoides: Compuestos que tienen la estructura general C6-C3-C6. En donde
C6 del anillo A y B son de naturaleza fendlica. Este grupo se puede subdividir
en antocianinas, flavon-3-oles, flavonas, flavanonas, chalconas y flavonoides.

c. Fenilpropanoides: son compuestos que tienen un esqueleto béasico de
fenilpropanoide (un anillo aromatico unido a una cadena de 3 carbonos).
Ejemplos: acido trans-cinamico, acido p-cumarico, y sus derivados como el
acido cafeico. Las lactonas son otro tipo de fenilpropanoides (o "ésteres
ciclicos"), también llamadas cumarinas, las cuales poseen un esqueleto
fenilpropanoide pero el propano esta ciclado. Un ejemplo es la umbeliferona

(una cumarina simple).

2.5.2 Funciones en las plantas.

Los fenoles son metabolitos secundarios de gran importancia en el crecimiento y
reproduccion de las plantas. La produccion de compuestos fendlicos esta ligada como
respuesta a factores ambientales (Ghasemzadeh, 2011). En el reino vegetal se
conocen mas de 8000 estructuras fendlicas, y debido a su gran diversidad y variedad
de polifenoles en las plantas, existen varias clasificaciones de acuerdo a su fuente de
origen, funcion biolégica y estructura quimica. Los compuestos fendlicos son
moléculas que pueden actuar como antioxidantes, es decir, juegan un papel importante
en la absorcion y neutralizacion de radicales libres expresados bajo condiciones de
estrés en una planta buscando asegurar la supervivencia de la misma. Actian como
protectores de la radiacién ultravioleta y forman pigmentos antocianinas, flavonas y
flavonoles). Intervienen como reguladores de interacciones entre plantas y
microorganismos. Pueden atraer polinizadores (Alviano et al. 2008; Meot-Duros et al.
2008).
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2.5.3 Actividad bioldgica.

La produccioén de fenoles esta relacionada con condiciones desfavorables en el cultivo
(Matkowski, 2008), sin embargo, son de gran importancia por su actividad antioxidante.
Esta actividad ha sido ampliamente estudiada en diversas plantas, entre las que se

encuentran especies pertenecientes a la familia Amaranthaceae.

Los compuestos fendlicos son moléculas que pueden actuar como antioxidantes, lo
gue se relaciona con sus propiedades redox, que pueden jugar un papel importante en
la absorcion y neutralizacion de radicales libres (Alviano et al. 2008; Meot-Duros et al.
2008). Previenen enfermedades del corazon (Hoye et al. 2008; Wijngaard et al. 2009;
Jiny Mumper, 2010), poseen actividad antiinflamatoria (Zhang et al. 2011; Mohanlal et
al., 2013), anticancerigena (Slivova et al. 2005; Ramos, 2008; Pieme et al. 2010;
Sawadogo et al. 2012), hipoglucemiante (Kusirisin et al. 2009) (Sawadogo et al. 2012),
antifingica (Singh et al. 2014), antihipertensiva (Skeggs et al. 1956).

La Tabla 5 muestra algunas otras actividades bioldgicas de los compuestos fendlicos

presentes en G. globosa.

Tabla 5. Actividad biologica de compuestos fendlicos de G. globosa.

Metabolitos Actividad biolégica Referencia

Fendlicos . Antunﬂamat,orlla (cond|C|ones_ Andrade et al. 2012;

inflamatorias crénicas en los ovarios)
Flavonoides Hepatoprotectora Salvador et al. 2012
Flavonoides Anticancerigena (carcinoma de Ehrlich) Muhammad et al. 2013
. Efecto cardiovascular (disminuye la Muhammad et al.
Cumarinas . I
hipertension) 2013

Flavonoides Coagulante de la sangre. Muhammad et al. 2013
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2.3.4 Biosintesis y factores que influyen en la biosintesis.

Los fenoles derivan principalmente de la via del &cido shikimico a través de &cidos
carboxilicos aromaticos-cinamico o benzoico (Figura 5). La capacidad de sintesis de
compuestos fendlicos en las plantas ha tenido una evolucion constante con la finalidad
de permitirles a las plantas hacer frente a los desafios ambientales (Cheynier et al.
2013).

Figura 5. Ruta biosintética de compuestos fendlicos via shikimato y mevalonato. PAL, fenilalanina
amonio-liasa; C4H, cinamato-4-hidroxilasa; 4CL, 4-coumaroil: CoA-ligasa; HCT, hidroxicinamoil
transferasa; C3H, p -cumarato-3-hidroxilasa; CHS (Cheynier et al. 2013).

La biosintesis de compuestos fendlicos al igual que muchos otros metabolitos
secundarios puede ser influenciada por diversos factores entre los que destacan: los
elicitores (acido jasmonico, metil jasmonato acido salicilico, etc.) (Verpoorte 2005);
reguladores de crecimiento (acido indol butirico, acido indol acético etc.); condiciones

de estrés como la causada por la longitud de onda de un haz luminoso.
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2.6 Cultivo in vitro de raices adventicias para la produccion de metabolitos

secundarios.

En las plantas superiores, el sistema radicular esta compuesto de raices primarias,
laterales y adventicias. Los explantes derivados de tejido foliar, hipocotilico, nodal y
radicular estimulan la formacion de raices adventicias y laterales, respectivamente.
Las raices adventicias in vivo se originan en el parénquima del floema y, por lo tanto,
no estan asociadas con raices primarias o secundarias (Lovell & White, 1986). Las
raices adventicias y laterales son las raices posembrionarias, en contraste con las
raices primarias embrionarias. Las raices adventicias y laterales cubren la mayor parte
del sistema radicular y pueden cambiar la arquitectura del sistema radicular en
respuesta a los cambios en el ambiente, como los cambios en la disponibilidad de
nutrientes o agua (L6épez-Bucio et al., 2003; Li et al. 2009)). Se ha establecido que la
auxina es transportada y acumulada en los extremos basales y desempefia un papel
estimulante en la formacion de raices adventicias (Maldiney et al., 1986, Label et al.
1989). En consecuencia, los explantes, en condiciones apropiadas, producen raices
adventicias que dan como resultado un nuevo sistema de raices y una planta completa.
Las raices adventicias pueden surgir espontdneamente o ser inducidas por factores
ambientales y quimicos (Barlow, 1986). El estudio de la formacion de raices
adventicias es importante para comprender y controlar el desarrollo de la raiz y la
propagacion vegetativa. La mayoria de las investigaciones sobre enraizamiento
adventicio se han centrado en los eventos fisiologicos y bioquimicos relacionados con
la iniciacién de laraiz, el desarrollo y varias vias metabdlicas que implican la biosintesis
de metabolitos secundarios especificos, aunque en las plantas estos fitoquimicos
pueden almacenarse en otros 6rganos (Dewick 2002).

En cultivo in vitro, el desarrollo del cultivo de raices resulta tanto de la formacion de
raiz laterales como de su elongacion. Las raices laterales se originan del primordio de
la raiz, luego hay crecimiento del primordio y emergencia (Ermel et al. 2000; Li et al.
2009). El crecimiento de la punta es lineal y puede ser medido en unidades de longitud

por tiempo. En el cultivo de raices el incremento en biomasa exponencial resulta de la
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formacion de la raiz lateral y un consecuente incremento exponencial en el nUmero de
puntas alargadas (Dodds & Roberts, 1985).

Existen dos tipos principales de cultivos de raices. El primero, son los cultivos de raices
adventicias o “no transformadas”, éstas son obtenidas de forma tradicional con o sin
regulador de crecimiento (auxina). Las auxinas que se usan son: acido indolbutirico
(IBA) y &cido 3-indolacético (IAA). La respuesta a las auxinas es el efecto en la
elongacion, la estimulacion de la formacion de las raices laterales y la liberacion del
etileno estimulada por la auxina (Fukaki et al. 2007; Ivanchenko et al. 2008). Las raices
adventicias pueden ser inducidas in vitro a partir de diversos explantes, incluyendo las
hojas, las raices, el tallo, el peciolo, etc., y diversos factores como las auxinas, el 6xido
nitroso y la luz han demostrado afectar la morfogénesis de las raices adventicias (Kim
et al. 2003; Tewari et al. 2008; Baque et al. 2010).

El segundo tipo de cultivos de raices son las “transformadas” o “raices peludas”, las
cuales resultan de la infeccién y la posterior transformacién genética de tejidos
vegetales por el patdgeno bacteriano del suelo: Agrobacterium rhizogenes. La
transformacioén ofrece células que proliferan hacia el crecimiento de raiz. En cualquiera
de los dos tipos de cultivo, las raices se obtienen por la inoculacién de las puntas en
medio liquido, éstas pueden obtenerse de las raices de las plantulas germinadas in
vitro o de raices inducidas de otro tejido de la planta, callos o agregados celulares
(Dodds & Roberts, 1985).

El cultivo de raices in vitro, por su grado de especializacién y organizaciéon celular
pueden sintetizar y/o acumular metabolitos secundarios de interés farmacoldgico,
representando una alternativa a la extraccion directa de la planta (Matkowski, 2008;
Lubbe & Verpoorte, 2011), por ello han sido motivo de estudio algunos factores que
influyen en la produccion de dichos metabolitos, como son: el tamafio del inoculo,
medio basal, fuente de carbono, en especial la concentracién de sacarosa, el uso de

reguladores de crecimiento o hasta el uso de elicitores (Qu et al. 2011) (Tabla 6).
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Tabla 6. Factores optimizados en cultivos de raices adventicias para la produccion de
metabolitos secundarios.

. Fuente
I\E/Zpif;? In6culo Medio basal de RCV Metabolito (s) Referencia
9 carbono
Echinacea 10g L 0.55.2l\£/|38mc'\</|)n 50gL? ZLTQ Fenoles Wu et al.
angustifolia e sacarosa 2006
amonio/nitrato IBA
Angelica ;
- . 40gL? . . Xu et al.
1 -

Igllgsasi 6glL 0.5 SH sacarosa Piranocumarinas 2009
Withania 15044 ggpms  209L7 o Withanlido A I\Pﬂrlg‘t’g)éf
somnifera 9 ’ sacarosa I% A 2013
Morindia . 10gLe M9 AnadUnonas, - gague er
citrofilia 15gl 1.5MS sacarosa L enoies y al. 2014

IBA flavonoides '
) 5mg
1

Panax 5¢gL? 0.5 MS S0gL Lt Ginsenosidos Murthy et

ginseng sacarosa |5, al. 2014
Polygonum 5g Lt MS 50gL? ZLTg Fenolesy Lee et al.
multiflorum sacarosa o, flavonoides 2015
Eurycoma 5g Lt 0.75 MS 30gL? 9 r_rlg Fenolesy Lulu et al.

longifolia ' sacarosa o, Flavonoides 2015

ANA: acido 1-naphthaleneacético, B5: Gamborg’s B5, BAP: 6-bencilaminopurina, IBA: acido
indol 3-butirico, MS: Murashige & Skoog SH: Schenk & Hidebrandt

2.7Cultivo de raices u 6rganos in vitro como fuente de betalainas, compuestos
fenolicos y flavonoides.

Los reportes acerca de la produccion de betalainas, compuestos fendlicos y
flavonoides en cultivos de raices adventicias en Amarantaceas son escasos
particularmente en el género Gomphrena. En el Tabla 7 se muestran algunas
referencias de la produccién de dichos metabolitos en cultivo de raices adventicias en

varias especies vegetales.
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Tabla 7. Cultivos de raices adventicias productores de betalainas y compuestos fendlicos.

Concentracioén

Especies vegetales Metabolito obtenida Referencia
(mg/g E.S)

Beta vulgaris Bt‘ftaXh.a”F'”a y 26.2y 16 Pavlov et al. 2005
etacianinas

Echinacea purpurea Fenoles 19.21 Chun-Zhao et al.

2006

Morinda citrifolia Fenoles y 20.46y60.23  Baque et al. 2009

flavonoides
: Fenoles y :
Hypericum perforatum L. flavonoides 55.25y42.61 Cui et al. 2010
Oldenlandia umbellata L. Fenoles 24.33 Saranya & Siril 2018

2.8 Antecedentes de cultivo in vitro de G. globosa.

A pesar de que existen escasos estudios de cultivo in vitro en el género Gomphrena
se han reportado varios estudios dentro de la tribu Gomphreneae. En el Tabla 8 se
muestra algunas de las especies reportadas en donde se ha realizado cultivo in vitro.

En relacion con cultivos de raices o induccion de estas en cultivo in vitro, los reportes
también son escasos. Mercier et al. (1992) reportaron que los brotes de G. officinalis
mostraron una produccién masiva de raices en medio MS suplementado con sacarosa
y 10 gL de IBA en 15 dias.

En el Laboratorio de Cultivo de Células Vegetales de la Universidad del Papaloapan
(Méndez, 2017), observo la formacion de raices en plantulas de G. globosa en medio
MS y/o B5 sin reguladores de crecimiento y la induccion de rizogénesis en explantes
de hipécotilos en medio B5 usando 0.02 mgL? de ANAy 01 mg L* de KIN y con el
medio MS bajo dos combinaciones de ANA y KIN (0.02 mg L%:0.1 mg L yde 0.1 mg
L-1:1.0 mgL™), todas estas raices fueron de color blanco y con alto grado de oxidacion,

lo que conllevé a la muerte de los cultivos.
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Tabla 8. Cultivo in vitro de algunas especies pertenecientes a la tribu Gomphreneae.

Especie Explante Cultivo Condiciones Finalidad de Referencia
P P obtenido de cultivo cultivo
G. Semilla Plantulas sachaﬂriéa Micropropagacion Moreira et
macrocephala . y propag al. (2000)
fitagel
Callo con MS,
regeneracion sacarosa,
G. globosa L Semilla parcial de mio-inositol, Micropropagacion Ghaffar et
-9 ' organos (raiz  tiamina, agar, propag al. (2007)
y brotes) y sin BAP, NAA,
regeneracion GAs.
MS,
A sessilis Hoias Callo, brotesy sacarosa, 2, Produccioén de Singh et al.
' ) raices 4-D, BAP, pigmentos (2009)
IAA, IBA
A. Segmentos lantul MS, Produccioén de K|e|n0\;VSkI
hiloxeroides nodales Plantulas _sacarosa, pigmentos etal.
P tirosina, agar (2014)
A. bra'li,lllana, MS,
hiloxer.oides Segmentos Plantulas sacarosa, Micropropagacion Reis et al.
pA sessilis y’ nodales agar e propag (2015)
A tenella inositol.
MS (4.4 gL, Méndez
G. globosa Semilla Plantulas Sacarosay  Micropropagacion
(2017)
Phytagel
Hipocotilos BS, Fenoles (acido .
G. globosa de . Callos friables sacarosa, ferdlico) y Méndez
' plantulas in 2,4D, KIN Betalainas (2017)
vitro (0.5 mgL?)
. BS, Fenoles (4cido .
G. globosa Callos Suspensiones sacarosa, ferdlico) Méndez
-9 friables celulares 2,4D, KIN o)y (2017)
1 Betalainas
(0.5 mgL™)
Semillas MS (4.4 gL, Fenoles,
sintéticas a . ) Cruz
G. globosa ; Plantulas Sacarosa 'y Flavonoides y
_partir Fitagel Betalainas (2017)
hipocotilos ’
Plantulas bajo MS (4.4 gL), Fenoles, .
. : Urdiana
G. globosa - estrés con Sacarosa 'y Flavonoides y (2019)
MeJA Fitagel. Betalainas
Tallos a a1
partir Raices MS (4.4 gL™), Fenol'es, Cohetero
G. globosa . . Sacarosa 'y Flavonoides y
plantulas in transformadas X | lai (2019)
vitro Fitagel. Betalainas

MS: Murashige &Skoog, B5: medio Gamborg, BAP: xxx; ANA: xxx; KIN: xxx; 2,4D: xxx; MeJA: metil jasmonato
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3. JUSTIFICACION

Las plantas han sido usadas ampliamente por el hombre como alimento, colorantes,
saborizantes y en la medicina tradicional debido a que producen una gran gama de
compuestos bioactivos. Gomphrena globosa acumula principalmente betalainas y
compuestos fendlicos. Las betalainas han sido utilizadas por la industria como
pigmentos y presentan actividad biologica tales como antiinflamatoria,
anticancerigena, hepatoprotectora y de efecto cardiovascular. Por otro lado, los
compuestos fendlicos tienen gran relevancia por su poderosa actividad antioxidante
frente a la sobreproduccion de radicales libres con la capacidad de inducir distintos
padecimientos que conllevan al dafio celular como el cancer, diabetes, Parkinson y

Alzheimer.

En los ultimos afios se ha incrementado el interés comercial sobre las betalainas y
compuestos fendlicos, siendo necesario que se desarrollen estrategias
biotecnologicas para incrementar su produccion /o acumulacion cubriendo asi la
necesidad de una fuente productora de estos metabolitos disponible en cualquier
época del afio. En cultivos de tejidos vegetales se ha demostrado que la adiciéon de
reguladores de crecimiento como el acido indol butirico (IBA) y el efecto de la
concentracion de la fuente de carbono (sacarosa) favorece asi la produccién de
metabolitos secundarios. Por lo tanto, el cultivo de raices in vitro de G. globosa puede
ser una alternativa para la produccion de compuestos fendlicos y betalainas los cuales

pueden ser usados como principios activos de uso farmacéutico.
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4. HIPOTESIS
Los cultivos in vitro de raices adventicias de Gomphrena globosa incrementaran la
produccion de betalainas y compuestos fendlicos al ser tratados con diferentes
concentraciones de acido indol butirico (IBA) y sacarosa.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General
Establecer condiciones de cultivo y de estimulacién que favorezcan el crecimiento y la
produccion de betalainas y compuestos fendlicos en cultivos in vitro de raices de
Gomphrena globosa.

5.2 Objetivos Especificos

1. Evaluar el efecto del medio MS y B5 para la induccion de raices in vitro de G. globosa

y caracterizar su comportamiento cinético.

2. Evaluar el efecto de la concentracion de IBA en el crecimiento y la produccion de

compuestos fenolicos y betalainas en cultivo de raices de G. globosa.

3. Determinar el efecto de la concentracibn de sacarosa en el crecimiento y la

produccién de compuestos fendlicos y betalainas en cultivo de raices de G. globosa.
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6. METODOLOGIA

6.1 Material Vegetal.

Se utilizaron cultivos de plantulas in vitro de G. globosa de 21 dias de edad
establecidas por Méndez (2017) en el laboratorio de Cultivo de Células Vegetales de

la Universidad del Papaloapan como fuente de explantes.

6.2 Cultivo de raices en medio sdélido.

Los cultivos in vitro de raices adventicias se iniciaron a partir explantes de raices de
plantulas in vitro de G. globosa. Para ello, las raices de plantulas fueron separadas y
se transfiriendo 10 puntas de raices de 1.0 cm de longitud, aproximadamente, de forma
aséptica a placas de Petri (¢ x h =15 mm x 90 mm) con 20 mL en medio Gamborg B5
(Gamborg et al. 1968). suplementado con 30 gL de sacarosa sin fitorreguladores y
2.5 gL"! de phytagel, como agente gelificante. El pH del medio se ajusté a 5.8 antes de
esterilizar. Los cultivos fueron mantenidos bajo condiciones de fotoperiodo 16h/8/h
(luz/oscuridad) a 25 + 2 °C durante 21 dias.

Los pesos frescos y secos (P.F y P.S, respectivamente) de las raices adventicias y la
produccion de compuestos bioactivos (betalainas, compuestos fenélicos y flavonoides)

se cuantificaron después de 21 dias de cultivo.

6.3 Obtencion de cultivo de raices en medio liquido.

Los cultivos de raices de G. globosa en medio liquido se establecieron inoculando 10
segmentos de puntas de raices de aproximadamente de 1.0 cm de longitud. Se
utilizaron matraces Erlenmeyer de 125 mL conteniendo 25 mL de medio Murashige y
Skoog (MS) (Murashige y Skoog, 1962) y en medio Gamborg B5 (Gamborg et al. 1968)
suplementado con 30 gL sacarosa sin fitorreguladores. Las raices se subcultivaron

cada 20 dias durante 3 meses. Los cultivos se incubaron en un agitador orbital a 110
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rom a 25 = 2°C bajo condiciones de fotoperiodo 16h/8/h (luz/oscuridad). y se le

cuantifico su crecimiento celular cada 3 dias durante 30 dias.
6.4 Crecimiento, conductividad eléctricay consumo de sacarosa.
6.4.1 Crecimiento celular y conductividad eléctrica.

La biomasa de las raices se separ6 del medio de cultivo por filtracion utilizando un
embudo Buchner con un papel filtro (Whatman No. 1) la biomasa se colocé en tubos
de 15 mL (marca Axigen) de peso conocido. Asi se registré el peso fresco en cada
muestra. Las muestras filtradas se liofilizaron a 0.133 mbar en liofilizadora (Freezone
Labconco) durante 72 h hasta obtener el peso constante. El peso seco se obtuvo por
diferencia entre el peso seco de la muestra mas el tubo menos el peso del tubo. La

conductividad eléctrica fue medida en el medio de cultivo utilizando un conductimetro.
6.4.2 Indice de crecimiento.

El indice de crecimiento (IC), se determinara mediante la ecuacion:

Ic=" 1)
Donde:
IC= indice de crecimiento
Pf = Valor del peso seco al final o toma de muestra durante el experimento

Pi = Valor del peso seco al inicio del experimento
6.4.3 Determinacion de sacarosa residual.

La determinacion de sacarosa residual se realizd por la metodologia propuesta por
(Dubois et al. 1956). La cantidad de azucares totales se calcul6 utilizando una curva
de calibracion de sacarosa de 0-200 mg/L (Anexo 1). Para la cuantificacion de
azucares totales en las muestras del medio de cultivo se diluyé con agua hasta

alcanzar concentraciones menores a 200 mg/L. Posteriormente, a 1 mL de la solucion
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de medio se le adicion6 1 mL de fenol al 5 % y 5 mL de acido sulfarico concentrado al
98 %. Después se dejo reposar la muestra durante 30 min y finalmente fue leida a una

absorbancia de 490 nm
6.5 Parametros cinéticos.

6.5.1 Determinacién de la velocidad especifica de crecimiento y tiempo de

duplicacion.

Para caracterizar el crecimiento de los cultivos, se calcul6 la velocidad especifica de
crecimiento (M) en la fase exponencial. Para esto, se realiz6 una grafica de los
logaritmos naturales de los valores de peso vs el tiempo de cultivo, en donde la regién
lineal se obtiene la pendiente de la recta, la cual corresponde a la velocidad de
crecimiento (Qu et al. 2011). Posteriormente se calcul6 el tiempo de duplicacion (td)

teniendo como base la siguiente ecuacion:

ta =—~ (2)

Donde:
ta= tiempo de duplicacion.

u= velocidad especifica de crecimiento en la fase exponencial.
6.5.2 Determinacion de los rendimientos biomasa/sustrato y producto/biomasa.

El rendimiento biomasa/sustrato dado en g de biomasa producida por gramos de

sustrato consumido (Yxis) se calculé mediante la siguiente ecuacion:

YX/S=X/S (3)

Donde:
X= biomasa generada

S= sustrato consumido.
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Por otra parte, el rendimiento producto/biomasa dado en g de producto generado por

biomasa generada (Yr/x) se calculé6 mediante la siguiente ecuacion:

Yp/x =P/X (4)
Donde:

P= producto generado.
X= biomasa producida.

6.6 Efecto de la concentracién de IBA y sacarosa en el crecimiento de raices y

produccion de compuestos bioactivos de G. globosa.
6.6.1 Efecto de la concentracion del acido indol butirico (IBA).

Se utilizaron matraz Erlenmeyer de 125 mL con un volumen de trabajo de 25 mL para
estudiar el efecto de la concentracion de acido indol butirico (IBA, 9.9, 24.6 y 49.3 pM)
sobre el crecimiento de raices adventicias y la acumulacién de compuestos bioactivos.
Para ello, se inocularon 1.0 g de peso fresco de raices de 20 dias de edad. Las
condiciones de luz y temperatura se mantuvieron constante (15.17 umol m2s1, 16h/8/h
luz/oscuridad y 25 + 2 °C, respectivamente). Con agitacién orbital de 110 rpm. La toma
de muestra se realizé cada tercer dia durante 30 d de cinética. El experimento se

realizé por triplicado.

6.6.2 Efecto de la concentracién de sacarosa.

Se utilizaron matraz Erlenmeyer de 125 mL con un volumen de trabajo de 25 mL para
estudiar el efecto de las concentraciones de sacarosa (10, 20, 30, 40, 50 y 60 g L)

utilizando 30 g L' como control, sobre el crecimiento de raices adventicias y la

acumulacion de compuestos bioactivos bajo las condiciones de IBA (2 y 10 yM)
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Para ello, se inocularon 1.0 g de P.F de raices de 20 dias de edad. Las condiciones
de luz y temperatura se mantuvieron constante (15.17 pmol m=2 s?, 16h/8/h
luz/oscuridad y 25 + 2 °C respectivamente). Con agitacion orbital de 110 rpm. La toma
de muestra se realiz0 cada tercer dia durante 30 d de cinética. El experimento se

realizé por triplicado.

6.6 Analisis quimico de compuestos bioactivos

6.6.1 Extraccion y cuantificacién de betalainas.

Para la extraccion de betalainas se realiz6 en base a lo reportado por Silva et al.
(2012). Para ello, se realiz6 una extraccion acuosa de 1 g de material de raices de G.
globosa liofilizado con 50 mL de agua durante 30 min a 400 rpm a temperatura
ambiente en oscuridad. Posteriormente se centrifugd a 1000 g/4°C/10 min. El pellet se
re-extrajo con 200 mL de agua. El extracto acuoso se filtrd y se purific con cloroformo
(3 x50 mL).

La cuantificacién de betalainas de los extractos se realizé en un espectro (UV/VIS) de
nuestro extracto de una solucibn de 15 mg/mL de extracto seco y se leyo la
absorbancia a 536 nm. Todas las muestras se leyeron por triplicado. La cantidad de
betalainas se expresd en equivalentes de amarantina (EA) y se calculé usando la

ecuacion 3 (Silva et al. 2012):

Acd=As36PMV/eLPS (5)
Donde:
Asse: absorbancia obtenida para cada extracto.
PM: peso molecular (726.6 g/mol).
V: volumen de la solucién del extracto.
e: coeficiente de absorcion molar (5.66 x 10%cm™ mol* L).
L: longitud de trayectoria de la celda.
PS: peso seco del extracto

32



6.6.2 Extraccion y cuantificacidon de fenoles totales y flavonoides.

Para la extraccion de fenoles y flavonoides se utilizdé la metodologia reportada por
(Silva et al. 2012) con modificaciones Para ello, 5 g de biomasa liofilizada de G.
globosa se extrajeron con 250 mL de agua durante 5 min en un bafio de agua caliente.
Luego se procede a sonicar las muestras durante 30 min a temperatura ambiente en
oscuridad. Posteriormente se centrifugara a 10000 rpm/4°C/10 min. El pellet se

descartard y el sobrenadante serd liofilizado hasta sequedad y conservado a 4°C.

Para la determinacion de fenoles totales, se emple6 el método de Folin-Ciocalteu, que
aprovecha la capacidad de los fenoles de unirse a radicales libres y de quelacion de
iones metalicos gracias a la estructura que poseen (anillo aromatico con mas de un
grupo hidroxilo) (Singleton et al. 1974). La cantidad de fenoles totales se calculd
utilizando una curva de calibracion de acido galico de 0 - 1000 ppm (Anexo 2) y los
resultados se expresaron en equivalentes de acido galico (E.AG/ g PS) (Chaovanalikit
y Wrolstad, 2004).

La cantidad de los flavonoides se calculo utilizando una curva de calibracion de
quercetina de 0 - 150 ppm (Anexo 3) y los resultados se expresaron en equivalentes
de Quercetina (EQ/ g PS). La cuantificacion de flavonoides en los extractos se realizé
en un espectro (UV/VIS), de la siguiente forma. Primero se agregoé 300 pL del extracto,
una solucién de 15 mg/mL de extracto seco al cual se le adicioné 1.5 ml de agua
desionizada, luego se adicion6 75 uL de nitrito de sodio al 5% dejando reposar por 6
min a temperatura ambiente, en seguida se agregaron 150 uL de tricloruro de aluminio
al 10%, posteriormente se adicion6é 500 uL de hidréxido de sodio 1M, finalmente se
adiciono 2.5 mL de agua desionizada dejando reposar por 30 min a temperatura
ambiente y se leyo la absorbancia a 490 nm. Todas las muestras se realizaron por
triplicado (Chaovanalikit & Wrolstad, 2004).

33



6.6.3 Deteccidén de compuestos bioactivos por HPLC.

Los analisis cromatograficos se realizaron de acuerdo con la metodologia descrita por
(Ferreres et al. 2011) con diferentes modificaciones. Brevemente, la separacion se
llevé a cabo en una columna Luna C18 (250 mm de longitud x 4.6 mm de diametro, 5
pm de tamano de particula, Phenomenex, Macclesfield, UK). La fase mévil consistio
en dos solventes: acido acético al 1% (A) y metanol (B), iniciando con 20 % B y usando
un gradiente hasta obtener 50 % a los 18 min, 80 % a los 19 min y 20 % a los 20 min.
Se utiliz6 un flujo de 0.21 mL/min con una temperatura de 40 °C y un volumen de
inyeccion de 10 pL. La adquisicion de datos espectrales se llevo a cabo en un rango
de 200 a 600 nm y se capturaron los cromatogramas a 280 nm para fenoles y
flavonoides y 536 nm para betalainas. Los analisis UHPLC-DAD se llevaron a cabo en
un equipo Acquity Arc (Waters) equipado con bomba cuaternaria, desgasificador, auto
muestreador, horno de columna y detector de arreglo de diodos. El sistema UHPLC-

DAD fue controlado por el programa Empower 3 (Waters).

Se compararon los tiempos de retencion de los picos encontrados en los
cromatogramas de los diferentes extractos de los cultivos de raices in vitro de G.
globosa con diferentes estandares de compuestos fendlicos y flavonoides tales como
el acido clorogénico, el acido ferdlico, el acido galico, el 4cido cinamico, el acido 3 —
hidroxicinamico, el &cido 2 — hidroxicinamico, el &cido siringico, el acido protocatecuico

y la quercetina. Para las betalainas se utiliz6 como estandar amarantina.

6.7 Andlisis estadistico.

Los datos se analizaron por Anova de una via y se realiz6 prueba de comparaciones
multiples por Tukey, con un nivel de significancia del 5 % para todas las pruebas

estadisticas. El andlisis estadistico se desarrollé con el programa estadistico Minitab
17 version 1.0.0.1.
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7. RESULTADOS

7.1 Efecto de los métodos de cultivo sobre la biomasa de raices adventicias y

la acumulaciéon de compuestos bioactivos.

Se obtuvieron cultivos de raices adventicias en medio sélido y liquido en medio B5, y
se procedio a comparar la biomasa, el contenido de compuestos fendlicos y betalainas

en los dos métodos de cultivo (Figura 6).

Figura 6. Cultivo in vitro de raices adventicias de G. globosa. A. Raices en medio sélido. B.
Raices en medio liquido.

Los estudios comparativos mostraron que la acumulacibn de biomasa y de
compuestos fendlicos de las raices adventicias fue mejor en los cultivos liquidos
(matraz Erlenmeyer) que en el medio sdélido. Después de 20 dias de cultivo, el peso
fresco (P.F) y peso seco (P.S) en los matraces fueron 4.8 veces y 3.0 veces mas que
en cultivo solido, respectivamente, (Tabla 9). El contenido de compuestos fendlicos de
las raices crecidas en medio liquido fue 9.5 veces mas al del medio sélido (185.03 y
17.69) mg/g P.S, mientras que en ambos métodos de cultivo no se detect0 presencia

de betalainas.
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Tabla 9. Comparacion de variables del cultivo de raices adventicias en medio sélido y liquido
a 20 dias de edad.

Biomasa Compuestos

Método de cultivo B B fendlicos I?;ta/ﬂagz;?
P.F(gL?Y) P.S (gL (mg/g P.S) bl
Liquido 209.82+12.43  13.89+0.372 185.03+16. 032 N.D.
Sélido 36.40+5.96° 3.35+10.18° 17.69+1.23° N.D.

P.F: peso fresco, P.S: peso seco; N.D: no detectado. Las letras iguales dentro de cada columna
indican que hubo diferencias estadisticamente significativas. ANOVA de una via (Tukey, p<0.05) (n=3)

7.2Efecto del medio de cultivo sobre el crecimiento y compuestos bioactivo en

raices de G. globosa en medio liquido.

Las raices adventicias se transfirieron a medio liquido MS y B5 sin regulador para

evaluar su efecto en el crecimiento celular (Figura 7).

Figura 7. Induccion de raices adventicias in vitro de G. globosa en medio liquido. A. Raices
en medio MS; B. Raices en medio B5.

Se observo que los cultivos en medio MS presentaron un crecimiento lento, coloracion
palida y raices delgadas en comparacién con las raices cultivadas en medio B5 las
cuales presentaron un crecimiento mas rapido, con pigmentacion puarpura y mayor
grosor. Esto, hace notar que el medio de cultivo B5 favorece a un mejor desarrollo en

las raices de G. globosa.

Los cultivos de raices alcanzaron la maxima produccion de biomasa en el dia 27, tanto
en medio B5 y MS. Sin embargo, en el medio de cultivo B5 se presentdé un mayor

crecimiento que en medio MS (18.18 gL'y 11.16 g L, respectivamente), presentando
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una fase de adaptacion en medio B5 hasta el dia 3, un crecimiento exponencial desde

el dia 6 hasta el dia 27, a partir de la cual se present6 la fase de muerte. Por otra parte,

en el medio MS se present6 una fase de latencia desde el dia 0 hasta el dia 21 tras lo

cual se presento la fase exponencial desde el dia 21 hasta el dia 27, seguido de la

fase de muerte (Figura 8).

Biomasa (g PSIL)

20 -
18 A
16
14
12 4
10
s |
6 A
4 4
2
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Tiempo (d)

Figura 8. Cinética de crecimiento de raices adventicias de G. globosa. (¢) Medio MS. (x)
Medio B5. Los valores son la media * el error estandar (n=3).

Por otro lado, se observd el efecto de los medio B5 y MS en la produccién de

compuestos bioactivos como: betalainas, compuestos fendlicos y flavonoides (Tabla

10).

Tabla 10. Comparacién entre la produccién de compuestos fendlicos y betalainas en medio

B5y MS
Medio de Betalainas Fenoles totales Flavonoides
cultivo (mgE.A/IgE.S) (mgEAG/gE.S) (mgE.Q/gE.S)
B5 3.58+0.252 16.85+0.162 0.86+0.15?
MS 0.85+0.28° 11.4+0.09° 0.32+0.08°

E.A: equivalente a amarantina, E.A.G: equivalente a acido gdlico. E.Q: equivalente a quercetina, E.S:
extracto seco. Las letras iguales dentro de cada columna indican que hubo diferencias
estadisticamente significativas. ANOVA de una via (Tukey, p<0.05) (n=3)

La produccion de betalainas fue 0.76 veces mayor en medio B5 que en medio MS

(3.58 mg E.A/ g E.Sy 0.85 mg E.A/ g E.S, respectivamente). De forma similar, la
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maxima produccion de fenoles totales (16.85 mg E.A.G/ g E.S) y de flavonoides (0.86
mg E.Q/ g E.S) se obtuvo en el medio de cultivo B5 que en comparacion al medio MS
siendo de esto es 0.32 veces y 0.63 veces mas que lo producido en medio MS,

respectivamente.

7.3Efecto de la concentracion de IBA en el crecimiento celular y produccion de

compuestos bioactivos

Se evaluaron tres concentraciones diferentes de IBA (9.9, 24.6 y 49.3 uM), utilizando
como control medio sin fitorregulador. A partir del séptimo dia de cultivo se observé un
cambio en la pigmentacion de las raices de G. globosa. crecidas en medio con

regulador de crecimiento, las cuales cambiaron de amarillo a purpura. (Figura 9).

A. B. C. D.

Figura 9. Raices adventicias de G. globosa cultivadas en medio liquido B5 suplementado
con IBA a diferentes concentraciones. A) Control. B) IBA 9.9 uM. C) IBA 24.6 uM. D) IBA
49.3 uM.

En la Figura 10 se muestra la cinética de crecimiento de 30 dias donde se observo que
a mayor concentracion de IBA hubo menor crecimiento. A 9.9 uM de IBA se alcanzo6
una biomasa maxima de 15.28 g P.S/L en el dia 24 del cultivo, es decir 1.8 veces
mayor (p<0.05) al del control 10.55 g P.S/L. Sin embargo, el menor crecimiento (7.11
g P.S/L) se present6 con la concentracion de 49.3 yM de IBA, 0.38 veces menor que

el control.
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Como medida indirecta del crecimiento celular se realiz0 un seguimiento de la
conductividad eléctrica (Figura 10). Se observé un descenso en la conductividad
eléctrica del medio de cultivo como respuesta al crecimiento de las raices de G.
globosa. El mayor descenso de conductividad se presentd con el tratamiento 9.9 uyM
de IBA. (0.39 mS cm?) (Figura 10 B).

Figura 10. Cinética de crecimiento y conductividad eléctrica de raices de G. globosa. A.
Control, B. IBA 9.9 uM, C. IBA 24.6 uM y D. IBA 49.3 pM. (e) Biomasa y (o) Conductividad
eléctrica. Los valores son la media + el error estandar (n=3).

La Figura 11 muestra la produccion de compuestos fendlicos, flavonoides y betalainas.
La mayor produccion de compuestos fendlicos se presento durante el dia 24, con la
concentracion de 9.9 uM de IBA, presentando una produccion de 18.9 mg E A.G/g ES.
Es decir 1.12 veces mayor que el control (16.8 mg E.A.G /g E.S) (Figura 11 A). Por
otro lado, la mayor produccion de flavonoides se present6 en el tratamiento control
alcanzando 0.863 mg E.Q/g E.S en el dia 28 y la menor de concentracion registrada
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corresponde a la concentracion de 24.6 uM de IBA (0.38 mg E.Q/g E.S). Esto es 0.43
veces mas concentracion de flavonoides en el control que con el tratamiento con IBA
(Figura 11 B). Asi pues, mientras que la produccién de flavonoides aumenta, la
produccion de fenoles disminuye para el control, lo cual se puede relacionar con una
baja produccion de raices comparada con la concentracion de IBA 9.9 uM. En la Figura
11 C se muestra que la mayor produccion de betalainas fue de 5.14 mg E.A/gE.S a la
concentracion de 49.3 uyM de IBA en el dia 30 del cultivo, esto fue 1.43 veces mayor
produccién en comparacion al control (3.58 mg E.A/g E.S).
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Figura 11. Produccion de fenoles totales, flavonoides y betalainas en raices adventicias de
G. globosa cultivadas en medio liquido B5 con distintas concentraciones de &cido indol

butirico (IBA). A. Fenoles Totales, B. Flavonoides y C. Betalainas). (¢#) Control, (m) IBA 9.9
UM, (A) IBA 24.6 uM, (e) IBA 49.3 uM. Los valores son la media + el error estandar (n=3).
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A partir de las cinéticas obtenidas se calculo los parametros cinéticos de las raices de
G. globosa: la velocidad especifica de crecimiento, el tiempo de duplicacion, el
rendimiento biomasa/sustrato y la relacibn matematica entre el crecimiento y la

conductividad eléctrica (Tabla 11).

Tabla 11. Pardmetros cinéticos en cultivo de raices de G. globosa. a diferentes

concentraciones de acido indol butirico.

[IBA] Yrix (9/9) Ecuacion

M M (d?) ta (d) Yxs(9/9) ~ Fenoles Flavonoides Betalainas  Crecimiento-
(uM) iy
conductividad

0.0 0.068+0.00° 10.14+0.3® 0.31+0.0° 0.73+0.0®  0.04510.00®  0.204£0.03¢ b=3.719c+1.08
9.9 0.096+0.00%  7.25+0.06%  0.46+0.0®  0.49+0.0°  0.011+0.01¢ 0.16+0.02¢ b=5.166¢+0.29
246  0.040+0.00¢ 17.15£0.23° 0.29£0.02¢ 0.76+0.062 0.006+£0.00¢ 0.32+0.07° b=3.656c+2.124
49.3 0.037+0.00° 18.58+0.54¢ 0.27+0.01¢ 0.44+0.02° 0.020+0.00° 0.59+0.06% b=1.529c+0.827

p=velocidad de crecimiento; t¢= tiempo de duplicacion; Yxs = rendimiento biomasa-sustrato; Yeix = rendimiento
producto-biomasa, Ecuacion crecimiento-conductividad (b= biomasa; c= conductividad eléctrica). Las letras iguales
dentro de cada columna indican que hubo diferencias estadisticamente significativas. ANOVA de una via (Tukey,
p<0.05) (n=3)

El tratamiento con mayor velocidad de crecimiento y menor tiempo de duplicacion fue
con la concentracion de 9.9 uM de IBA siendo 0.0956 d! y 7.25 d respectivamente. La
relacion matematica que expresa el incremento de biomasa acumulada en funcién del
decremento de conductividad eléctrica en los cultivos de raices de G. globosa a 9.9
MM de IBA es: b=5.166¢+0.299 (Anexo 1 B).

Los cultivos de raices expuestos a la concentracion de IBA 9.9 uM consumieron mayor
cantidad sacarosa, presentando un rendimiento (Yxs) de 0.46 g de biomasa/g de
sustrato en el dia 24 de cultivo, mayor al control en 0.3 veces 0.31 g de biomasa/ g de

sustrato, seguido de la concentracion de 25 uM de IBA (Tabla 11).

7.4Efecto de la concentracion de sacarosa en el crecimiento celular y

produccion de compuestos bioactivos

En un segundo experimento se evaluaron diferentes concentraciones de sacarosa (10,
20, 30, 40, 50 y 60 g L) usando la condicion (IBA 9.9 uM) la cual favorecio la

acumulacién de compuestos fendlicos y flavonoides. Como control se utiliz6 30 g L
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de sacarosa la cual indujo la mayor produccion de biomasa y compuestos fendlicos,
como se muestra en la Figura 12.

Figura 12. Raices adventicias de G. globosa cultivadas en medio liquido B5 suplementado
con 9.9 uM de IBA a diferentes concentraciones de sacarosa a 21 dias de cultivo. A. 10 g L?,
B.20gL* C.30gL* D.40gLYE.50gL? F.60gL™

En la Figura 13 se muestra la cinética de crecimiento donde se observé que el mayor

crecimiento celular se present6 con una concentraciéon de sacarosa de 40 g L.

Durante los dias 3 a 12 se presento la fase de adaptacion, en los dias 12 a 24 la fase
exponencial, seguida de la fase estacionaria en los dias 24 a 27, seguida de una fase
de muerte celular después del dia 27. La biomasa maxima fue de 15.34 g P.S/L con
concentracion de sacarosa de 40 g L en el dia 27 del cultivo. Por otra parte, la
concentracion de 60 g L1, present6 el menor crecimiento (7.62 g P.S/L). A partir del
dia 21 comenzd a presentarse oscurecimiento en las raices, particularmente con las

concentraciones de 50 y 60 g L de sacarosa. También se observé un descenso en la
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conductividad eléctrica del medio de cultivo como respuesta al crecimiento de las

raices de G. globosa (Figura 13). El valor mas bajo de conductividad eléctrica en las

cinéticas de crecimiento se presentd con la concentracion de 40 g L de sacarosa,

siendo de 0.35 mScm (Figura 13B).
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Se observo que la maxima produccion de compuestos fendélicos se presentd con la
concentracion de 50 g L de sacarosa en el dia 24 siendo de 26.52 mg E. A.G/gE. S,
esto es 0.5 veces mayor al control (17.68 mg E.A.G/ g E.S) (Figura 14 A). La mayor
produccion de flavonoides se present6 en el dia 27 de cultivo con la concentracion
control de sacarosa (30 g L), produciendo 0.53 mg E.Q/ g E. S (Figura 14 B). Por otra
parte, la produccion y/o acumulacion de betalainas se incrementdé en todas las
concentraciones de sacarosa respecto al tiempo, presentandose la mayor produccion

en el dia 30 de cultivo en la cinética control, esto es 3.67 mg E.A/ g E. S (Figura 14 C).
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Figura 14. Produccion de fenoles totales, flavonoides y betalainas en raices adventicias de
G. globosa cultivadas en medio liquido B5 con (IBA 9.9 uM). A. Fenoles Totales, B.
Flavonoides y C. Betalainas). (¢) Control, (x) Sacarosa 10 g L?, (o) Sacarosa 20 g L%, (m)
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error estandar (n=3).
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En el Tabla 12 se muestran los parametros cinéticos obtenidos. El tratamiento con
mayor velocidad de crecimiento y menor tiempo de duplicacion fue con la
concentracion de 10 g L de sacarosa siendo 0.203 d! y 3.42 d respectivamente. La
relacion matematica que expresa el incremento de biomasa acumulada en funcion del
decremento de conductividad eléctrica en los cultivos de raices de G. globosa a 30 g
Lt de sacarosa es: b=4.291¢c+1.098 (Anexo 5).

Tabla 12. Pardmetros cinéticos en cultivo de raices de G. globosa a diferentes
concentraciones de sacarosa e IBA a 9.9 uM.

Y /i Ecuacién
[Sacarosa] Yxis Pix (0/9) o
pdh  ta(d) crecimiento-
(gL (9/9) Fenoles  Flavonoides Betalainas o

conductividad
10 0.2032 3.422 0.64¢ -0.53d -0.0844 0.232 b=4.118c¢+1.230
20 0.175P 3.96° 0.45d 0.24¢ 0.0132 0.222 b=2.839¢+0.100
30 0.113f 6.13f 0.69¢ 0.21° 0.010° 0.13° b=4.291¢+1.098
40 0.146¢ 4.75¢ 0.76° 0.22¢ 0.008° 0.05¢ b= 5.444c¢+0.391
50 0.127d 5.45d 0.842 0.592 0.001¢ 0.04¢ b= 4.782c+0.824
60 0.118¢ 5.87¢ 0.78° 0.32P 0.0006¢ 0.03¢ b=4.080c+1.701

M= velocidad de crecimiento; ta= tiempo de duplicacién Yxs = rendimiento biomasa-sustrato; Yp/x = rendimiento
producto-biomasa; Ecuacion crecimiento-conductividad (b= biomasa; c= conductividad eléctrica).

El mayor rendimiento de biomasa sustrato (Yxs: 0.84 g de biomasa/g de sustrato) se
obtuvo con la concentracién de 50 g L' de sacarosa. Mientras que el menor
rendimiento se present6 con la concentracion de 20 g L2, esto es 0.45 g de biomasa/

g de sustrato.

Se realiz6 un tercer experimento a diferentes concentraciones de sacarosa (10, 20,30,
40, 50 y 60 g L) con el regulador IBA a 49.3 uM en la cual las raices presentaron
visualmente mayor pigmentacién purpura lo que sugiere la por esta razén se evaluaron

diferentes concentraciones de sacarosa (Figura 15).
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Figura 15. Raices adventicias de G. globosa cultivadas en medio liquido B5 suplementado
con 49.3 uyM de IBA a diferentes concentraciones de sacarosa a 21 dias de cultivo. A. 10 g L
1B.20gL?% C.30gL?:, D.40gLY E.50gL: F.60gL™

En la Figura 16 se muestra la cinética de crecimiento de los cultivos raices de G.
globosa. Durante los dias 3 a 12 se present6 la fase de adaptacion, en los dias 12 a
27 la fase exponencial, seguida de la fase estacionaria en los dias 27 a 30, seguida de
una fase de muerte celular después del dia 30. La biomasa maxima fue de 8.62 g P.S/L
con concentracién de sacarosa de 30 g L en el dia 27 del cultivo. Por otra parte, la
concentracion de 60 g L, presento el menor crecimiento (6.38 g P.S/L). Se observé
ademas que a partir del dia 18 comenzo a presentarse oscurecimiento en las raices,
particularmente con las concentraciones de 50 y 60 g L de sacarosa. Se observé un
descenso en la conductividad eléctrica del medio de cultivo como respuesta al
crecimiento de las raices de G. globosa. El mayor descenso de conductividad se
present6 en el tratamiento con concentracion de 40 g L de sacarosa (0.31 mScm™?)
(Figura 16 A).
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Figura 16. Cinética de crecimiento y conductividad eléctrica de raices de G. globosa con
(IBA 49.3 uM). Concentracion de sacarosa A) Control, B) 10g L%, C)20g L', D)40gL? E)
509 L*F)60gL? donde (e) biomasa y (o) conductividad eléctrica. Los valores son la
media * el error estdndar de tres determinaciones. Andlisis estadistico por Anova de 2 vias
(p<0.05), post prueba de Tukey.

A partir del dia 4 comenzo a presentarse pigmentacion rojiza en las raices crecidas
bajo la condicion control, lo que sugiere probablemente la presencia de betalainas

dado que G. globosa puede producir y/o acumular dicho metabolito. No obstante, las
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raices adventicias bajo el efecto de concentraciones de 50 y 60 g L de sacarosa
presentaron un menor crecimiento. Debido a que las concentraciones elevadas de
sacarosa pueden causar una condicién de estrés que impiden el rapido desarrollo de
las raices de G. globosa.

Se observo que la mayor produccion y/o acumulacion de compuestos fendlicos,
flavonoides y betalainas se presentd en el tratamiento a 30 g L* de sacarosa.
Acumulando 17.23 mg E.A.G/g ES, en el dia 27 de cultivo (Figura 17 A). Por otro lado,
la mayor produccién de flavonoides se presentdé en la concentraciéon 40 g L de
sacarosa alcanzando 0.52 mg E.Q/g ES en el dia 27. Esto es 0.08 veces mas
acumulacién de flavonoides que el tratamiento con 30 g L™ de sacarosa (0.48 mg E.Q/
g E.S) (Figura 17 B).

En la Figura 17 C se muestra que la mayor produccion de betalainas corresponde a la
concentracion de 30 g L de sacarosa con una produccion de 4.72 mg E.A/ g E.S esto
estd en armonia con lo reportado en B. vulgaris (Bhagyalakshmi et al. 2004), que al
incrementar la concentracién de sacarosa presenté disminucién en la acumulacion de
betalainas, teniendo la mayor acumulacién del metabolito a concentracién de 20 g L
del carbohidrato (38 mg/ g E.S) (Khan 2006).

48



A B 06 -
2
w )
o> i
o o
< o
wi i
(@] (@)
E £
3 g
= =]
2 2
o
3 3
e [
(6]
LL O T T T T T T T T T 1 OO T T T T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Tiempo (d .
po (d) Tiempo (d)
C 5.
n
w 4 -
(@)
<
w 3
o
E
3 2
R
©
[
® 14
m
0 T T T T T T 1

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Tiempo(d)

Figura 17. Produccion de fenoles totales, flavonoides y betalainas en raices adventicias de
G. globosa cultivadas en medio liquido B5 con distintas concentraciones de sacarosa
suplementado con IBA 49.3 uM. A. Fenoles totales, B. Flavonoides y C. Betalainas). (¢)
Control, (x) Sacarosa 10 g L}, (o) Sacarosa 20 g L%, (m) Sacarosa 40 g L, (A) Sacarosa 50
g L (e) Sacarosa 60 g L. Los valores son la media + el error estandar (n=3).

A partir de las cinéticas obtenidas se calculd la velocidad especifica de crecimiento, el
tiempo de duplicacion, el rendimiento biomasa/sustrato y la relacion matematica entre

el crecimiento y la conductividad eléctrica (Tabla 13).
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Tabla 8. Parametros cinéticos en cultivo de raices de G. globosa a diferentes concentraciones

de sacarosa e IBA a 49.3 uM.

Yex (9/9) Ecuacion

[Sz?cal_r_clx)sa] p(dh  te(d) (Y;(/S) Fenol - i Betalal crecimiento-
g g/9 enoles avonoides etalainas conductividad

10 0.1952 3.552 0.722 -0.94¢# -0.044¢ 0.21¢ b=6.627c+0.362

20 0.185>  3.75P 0.47° 0.762 0.005¢ 0.290 b=5.971c+1.187

30 0.040° 17.32¢ 0.41¢ 0.50° 0.013° 0.442 b= 4.615c+3.968

40 0.058¢ 11.95¢ 0.19d -0.46°¢ 0.0202 0.07d b=1.757c-0.112

50 0.055¢ 12.60°  0.30d -0.86¢ 0.002d 0.02¢ b= 1.595¢c+1.176

60 0.049¢ 14.14c 0.29¢ -1.17f 0.002d 0.010¢ b= 7.064c+2.701

M = velocidad de crecimiento; tq = tiempo de duplicacién; Yx;s = rendimiento biomasa-sustrato; Ypx =
rendimiento producto-biomasa; Ecuacién crecimiento-conductividad (b= biomasa; c= conductividad
eléctrica).

El tratamiento con mayor velocidad de crecimiento y menor tiempo de duplicacion fue
con la concentracion de 10 g L' de sacarosa siendo 0.195 d! y 3.55 d
respectivamente. La relacibn matematica calculada que expresa el incremento de
biomasa acumulada en funcion del decremento de conductividad eléctrica en los

cultivos de raices de G. globosa a 10 g L' de sacarosa es: b=6.627c+0.362.

El mayor rendimiento biomasa/sustrato (Yxs: 0.84 g de biomasa/g de sustrato) fue a
la concentracion de 10 g L de sacarosa. Sin embargo, el menor rendimiento se
present6 con las concentraciones de 40 y 60 g L, estos fueron de Yxs: 0.19y 0.29 g

de biomasa/ g de sustrato, respectivamente.

7.5 Deteccion de compuestos bioactivos por UHPLC.

Mediante UHPLC se detectd que a 280 nm los cultivos expuestos a diferentes
concentraciones de IBA y la combinacion de IBA 9.9 uM con diferentes
concentraciones de sacarosa acumularon mayoritariamente compuestos fendlicos con
tiempos de retencion desde 3 hasta 7 min (Figura 18). Al comparar los diferentes
cromatogramas de los extractos de las raices cultivadas con diferentes
concentraciones de IBA, el tratamiento con 9.9 uM acumulé la mayor cantidad de estos

metabolitos de acuerdo con la intensidad de los picos (Figura 18A, cromatograma en
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azul), mientras que con la combinacion de IBA 9.9 uM y sacarosa de 50 g/L se
incremento la intensidad de los de los picos de los compuestos fendlicos (Figura 18 B,

cromatograma en violeta).

A
IBA 49.3 uM
IBA 24.6 uM
IBA 9.9 uM
Control
AU
0.20 8
0.10 L Estandares fendlicos
0.00 < f T T T
3.00 18.00 21.00 24.00 27.00
h
B
\
I
[ ‘
1
AU

IBA 9.9 uM + Sac. 60 g/L

i |BA 9.9 uM + Sac. 50 g/L
\_R_A_//\’ \'_N/\A\'J\A—’\”—WAA’\/\\—J\“/A‘\*/\\W’R/\_’\/

IBA 9.9 uM + Sac. 40 g/L
(PN NS 7 NI S o N
IBA 9.9 uM

~J ‘\\_/\/q\\/\_,\w/\ \._\J\.\,__\_/\A_\_J‘ \

Min
Figura 18. Cromatograma de HPLC (280 nm) de extractos acuosos de cultivos in vitro raices
adventicias de G. globosa. A. Extracto acuoso de raices de G. globosa de cultivo in vitro a
diferentes concentraciones de IBA. B. Extracto acuoso de raices de G. globosa de cultivo in
vitro con IBA 9.9 yM mas sacarosa (30 gL, 40g L%, 50 g L?y 60 g L?). Estandares de
compuestos fendlicos 1. Acido galico; 2. AC|do protocatecwco 3. Acido caféico; 4. Acido
siringico; 5. Acido ferulico; 6. Acido 3-hidroxicinamico; 7. 2-hidroxicinamico; 8. Acido
cinamico.
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Al comparar los tiempos de retencion de los estandares de compuestos fenélicos con
los de las muestras analizadas, se observo la coincidencia de un pico en el tiempo de
retencion de 4.5 min en la muestra control y el tratamiento IBA 9.9 yM el cual
presumiblemente corresponda al acido protocatecuico (estandar 2). Por otra parte, se
observan otros compuestos polares con picos similares a los estandares como el acido
caféico, que podrian ser compuestos fendlicos glicosilados o con algun grupo

funcional, ya que los tiempos de retencion no corresponden.
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8. DISCUSION

Las raices adventicias (RA) son raices naturales que se desarrollan a partir de las
células diferenciadas de cualquier érgano como la hoja, la raiz o el tallo. Y estas se ha
aplicado en muchas plantas medicinales debido a su rapido crecimiento y produccion
estable de metabolitos secundarios de interés farmacéutico y nutracéutico (Murthy et
al. 2008). Las raices adventicias inducidas bajo condiciones asépticas en un medio
adecuado suplementado con RCV, muestran una mejor tasa de crecimiento y un
potencial incrementado para la acumulacion y produccion constante de metabolitos
secundarios (Hahn et al. 2003). La formacion de AR es un proceso complejo que
involucra diversos factores enddgenos y exdgenos (Sorin et al. 2005). Segun Han et
al. (2001), "El proceso se puede dividir en tres etapas: induccion de la raiz (incluye
cambios moleculares y bioquimicos que ocurren antes de cualquier evento citoldgico);
iniciacién de la raiz (primeras modificaciones anatdomicas) y protrusion de la raiz
(emergencia de la raiz primordial)". Estas raices muestran una alta estabilidad, tasa
de crecimiento y sintetizan una gran cantidad de metabolitos secundarios en espacios
intercelulares que pueden extraerse facilmente y pueden cultivarse en un medio
modificado con fitohormonas con bajo inéculo (Sivakumar et al. 2006). El cultivo de RA
también proporciona un sistema experimental para estudiar la coordinacion entre el

metabolismo primario y secundario.

El cultivo de RA puede realizarse por métodos de cultivo sélido o liquido. En este
estudio encontramos que las RA de G. globosa mostraron mejor crecimiento y
produccion de betalainas y fenoles en medio liquido (Tabla 9). Numerosos estudios
indican que el crecimiento de las raices es a menudo mas rapido en medio liquido que
en medio solido utilizando agentes gelificantes como el agar (Thorpe et al. 2008) ya
gue la asimilacién de nutrientes en el medio de cultivo liquido es mas eficiente debido
al movimiento de agitacion (Yang et al. 2010a, b). Por otro lado, esto también permite
una adecuada transferencia de oxigeno (Wang et al. 2013).

53



Se han utilizado diferentes tipos de medios nutrientes para el inicio de los cultivos de
RA en medio liquido o suspensién. Entre los medios que han sido empleados con éxito
estan: Murashige y Skoog (MS, 1952), Linsmaier & Skoog (LS, 1965), Schenk &
Hildebrandt (SH, 1972), Gamborg et al. (B5, 1968), Woody Plant (WP, Lloyd & McCown
1981). Entre estos medios, el medio MS y B5 son los ampliamente utilizado para el
cultivo de raices adventicias de varias plantas. Se ha sefalado que la fuerza i6nica de
las sales de cultivo es uno de los factores importantes que afectan la biomasa y la
acumulacion de metabolitos secundarios (Murthy et al. 2014). En este estudio se
observd que el medio B5 favorecio el crecimiento y la produccion de fenoles,
flavonoides y betalainas. Posiblemente, los requerimientos de cada macro y
micronutriente, vitaminas aportados por los medios de cultivo evaluados fueron
suficientes para satisfacer el crecimiento y desarrollo celular. Este comportamiento,
también se ha observado en cultivos de raices adventicias de Coleus forskohlii en el
cual el medio B5 favorecid 1.1 veces el crecimiento de raices adventicias en
comparacion al medio MS (Li et al. 2005). Sin embargo, el medio MS favorece la
acumulacion de biomasa en cultivos de raices adventicias de Withania somnifera
(Praveen y Murthy, 2010).

Una de las principales diferencias entre los medios de cultivo evaluados, es la
concentracion de nitrdgeno. Segun Gamborg (1976); la fuente inorganica de nitrégeno
mas adecuada para el crecimiento in vitro de células vegetales es una mezcla de
nitrato y amonio. El nitrdgeno es el mineral que se requiere en mayor cantidad para el
crecimiento vegetal, la concentracion de este macronutriente afecta el nivel de

proteinas y aminoacidos en los cultivos de células vegetales.

La relacion nitrato-amonio para los medios de cultivo MS y B5 es 2:1 y 1.2:0.1,
respectivamente. La concentracion de amonio en medio MS es 10 veces superior a la
de B5. Por su parte, Gamborg (1976) propone que la minima concentracion de nitrato
en el medio de cultivo para el crecimiento y desarrollo celular, es de 25 mM. Por otra
parte, a bajas concentraciones de nitrato y amonio (0: 20.6 respectivamente) se

favorece el crecimiento de raices y la produccion de betalainas en cultivos de B.
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vulgaris, por el contrario, bajas concentraciones de fosfatos inhiben el crecimiento
(Khan 2005).

De acuerdo con lo observado, podemos decir que la composicion del medio de cultivo
(macronutrientes y micronutrientes) juega un papel clave en el crecimiento de 6rganos
y tejidos vegetales. Asi pues, se ha reportado que a concentraciones superiores a 5
UM de Zinc se presentd inhibicién del crecimiento de raices pilosas, asi como la
produccion de betalainas en B. vulgaris. Sin embargo, no se observo efecto de
micronutrientes como el Cu?*, Co?*, y Fe?* en el crecimiento de estas (Khan 2005). Por
lo tanto, las concentraciones de los macro y micronutrientes de los medios de cultivo
probados (Ms y B5) seguramente son los responsables del crecimiento favorable de
las raices de G. globosa en B5 mas que en MS.

En este trabajo la mayor concentracion de betalainas se encontré en el medio B5
(Tabla 10), este comportamiento fue similar a lo reportado en cultivos de raices
adventicias en B. vulgaris, en donde la mayor produccion de betalainas se presento
en medio B5 (32.7 mg E A/ g E.S) (Khan 2005).

Los reguladores de crecimiento vegetal juegan un papel crucial. en una variedad de
procesos de crecimiento y desarrollo de las plantas. En particular, el acido indol-3-
butirico (IBA), una auxina sintética, se usa con mayor frecuencia para el crecimiento y
el alargamiento de la raiz en cultivos de células y tejidos vegetales (Hartmann et al.
1990).

En el presente estudio, la suplementaciéon del medio con IBA a 9.9 uM increment6 1.8
veces la acumulacion de biomasa con relacion al control (Figura 10 Ay B). Un efecto
similar fue reportado en los cultivos de raices O. umbellata (7.32 g P.S/L) utilizando la
misma concentracion de IBA en un periodo de 40 dias (Krishnan & Siril, 2018).
Mientras que una la mayor produccién de biomasa de raices de K. humbodtiana (2.25
g P.S/L) fue obtenida a concentraciones de 24.6 uM de IBA (Kollarova et al. 2004) y
en O. elatus de 7.6 y 9.6 g PS/L con concentraciones de 2 y 5 uyM de IBA,
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respectivamente. Los resultados encontrados en este trabajo fueron similares a lo
descrito por Robins et al. (1996) y Saverwein et al. (1992) quienes reportaron que el
crecimiento de raices pilosas es inversamente proporcional a la concentracion de los
reguladores de crecimiento; sin embargo, cada especie puede comportarse de forma
diferente (Jiang et al. 2005). Esto se debe a que las auxinas como en el caso de IBA
tienen efecto sobre la elongacion celular y aunque su accion varia de una especie a
otra, la concentracion de auxinas puede promover un incremento en la biomasa de las
raices adventicias (Rajesh et al. 2014); o, por otra parte, una disminucién de la biomasa
a medida que la concentracién de la hormona es mayor (Robins et al. 1996) y

(Saverwein et al. 1992).

Actualmente, el IBA es la auxina mas utlizada para estimular el proceso de
enraizamiento debido a su alta capacidad para promover el inicio de la raiz, asi como
a su débil toxicidad y gran estabilidad en comparacion con el ANA y el IAA (Qaddoury
& Amssa 2004). Se han postulado varias hipétesis para explicar la eficacia del IBA. El
IBA es mas estable que el IAA en diversas condiciones de luz y temperatura, tanto en
solucion como in vivo (Nissen & Sutter 1990; Nordstrom et al. 1991). Las diferencias
en el transporte, la captacion o el metabolismo también podrian contribuir su mayor
actividad (Epstein & Ludwig-Muller 1993). Alternativamente, una relacién especifica
entre el IBA y el IAA puede ser importante para el desarrollo, y la aplicacién de IBA
exdgena puede cambiar el equilibrio para promover el desarrollo de la raiz (Zolman et
al. 2000). Ademas de eso, IBA tiene una tasa de conjugacion mas lenta que IAA, de
modo que el IBA libre requerido para inducir enraizamiento estara disponible durante
un periodo de tiempo mas largo (Krisantini et al. 2006).

Como medida indirecta del crecimiento celular se realizd un seguimiento de la
conductividad eléctrica. Los cambios en la conductividad eléctrica estan en funcién de
las necesidades nutricionales de las raices (Lian et al. 2015). Por lo tanto, puede ser
usada como un método indirecto para estimar la biomasa. Por lo general esta decrece
en el medio de cultivo a mientras transcurre el tiempo de cultivo (Cui et al. 2011; Wang

et al. 2013). El mayor descenso de conductividad se present6 con el tratamiento 9.9
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UM de IBA. (0.39 mScm?) (Figura 10 B). Segun lo reportado por (Pavlov et al. 2005)
en cultivo de raices pilosas de B. vulgaris, un decremento en la conductividad eléctrica
va seguido de un incremento en la produccién de biomasa, lo cual puede ser
representado mediante una ecuacion matematica entre la acumulacion de biomasa y

la conductividad eléctrica del medio de cultivo.

La produccién maxima de compuestos fendlicos fue de 18.9 mg E A.G/g ES con 9.9
MM de IBA (Figura 11 A). Mientras que con 24.6 uM de IBA se logré una produccion
maxima de flavonoides y con 49.3 uM de IBA de betalainas (5.14 mg EA/g E.S) (Figura
11 B y C). Diversos estudios sugieren que el IBA promueve la acumulacién de
compuestos bioactivos, por ejemplo, en O. elatus se reportd un efecto similar
evaluando diferentes concentraciones del mismo fitorregulador, siendo la
concentracion de 15 uM de IBA con la cual se obtuvo mayor contenido de compuestos
fendlicos y flavonoides, 36.2 y 56.2 mg/ g P.S respectivamente (Jiang et al. 2015). Por
otra parte, en E. angustifolia se ha reportado la maxima acumulacion de compuestos
fendlicos con concentraciones de 10 yM de IBA (Wu et al. 2006) y M. citrifolia con
concentraciones de 25 uM de IBA para la produccion de antraquinonas, compuestos

fendlicos y flavonoides (Baque et al. 2010).

De forma similar en cultivos de B. vulgaris (Bhagyalakshmi et al. 2004) y de E. longifolia
(Tao et al. 2015), observaron que al incrementar la concentracién del regulador de
crecimiento incrementaron también la acumulacion de betalainas y compuestos
fendlicos respectivamente a lo encontrado en este trabajo. Cabe destacar que segun
estudios realizados por Méndez (2017) con células en suspension de G. globosa, estos
cultivos producen y/o acumulan de forma mayoritaria compuestos fendlicos,
principalmente acido ferulico. Adicionalmente, el calculo del rendimiento de
producto/biomasa mostré que el mayor rendimiento para la produccion de compuestos
fendlicos se presentd con el tratamiento 24.6 yM de IBA. Para flavonoides, el mayor
rendimiento lo present6 el tratamiento control. Por otra parte, el mayor rendimiento

para betalainas se presento con el tratamiento 49.3 uM de IBA.
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Los carbohidratos, en especial la sacarosa, son fuentes importantes de carbono y
energia. Y ha sido demostrado que la concentracion de sacarosa puede afectar el

crecimiento, el desarrollo y el metabolismo vegetal (Cui et al. 2014).

Con el fin de evaluar el efecto de la concentracion de sacarosa en la produccion de los
metabolitos secundarios de G. globosa, para los compuestos fendélicos se selecciono
el medio suplementado con 9.9 uyM de IBA, encontrando que la maxima produccion
fue de 26.52 mg E. A.G/ g E. S, con la concentracion de 50 g L de sacarosa en el
dia 24 (Figura 14 A) mientras que la mayor produccion de flavonoides fue de 0.53 mg
E. Q/ g E.S en el dia 24 (Figura 14 B). Por otro lado, el incremento o disminucion de la
concentracion de sacarosa no incremento la produccién de betalainas, en los cultivos
suplementados con 49.3 uM de IBA (Figura 17 C), siendo la mejor condicién la del

control con 30 g/L de sacarosa (en la cual se produjo 4.72 mg E.A/ g E.S.

Diversos estudios indican que la concentracién de sacarosa presente en el medio de
cultivo es extremadamente importante en la produccion de metabolitos. Sin embargo,
los resultados pueden variar segun la especie vegetal. Esto estda de acuerdo con lo
reportado por Yin et al. (2013), indicando que a concentracion de 40 g L™ de sacarosa
obtuvo la mayor produccién de saponinas y polisacaridos en P. heterophyllia. Sin
embargo, Wu et al. (2006) reporté que el mayor contenido de compuestos fendlicos y
flavonoides se obtuvo con una concentracion de 50 g L'! de sacarosa. Por otra parte,
Jiang et al. (2015) reporta una mayor acumulacién de compuestos fendlicos y
flavonoides que G. globosa en O. elatus, siendo de 39.6 y 39.2 mg/ g E.S.
respectivamente. Por lo que el incremento en la produccion de compuestos fendlicos
en puede estar relacionado con la concentracion de sacarosa adecuada. Asi mismo,
el efecto de la concentracién de auxina o bien el conjugado (auxina/carbohidrato) en
el metabolismo secundario en los cultivos de raices guardan relacion con la morfologia
y especializacion celular (Cui et al. 2010). Esto muestra que, el incremento en la

produccion de compuestos bioactivos esta asociado con el crecimiento celular.
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Segun lo reportado en algunas especies vegetales, concentraciones elevadas de
sacarosa podrian afectar la produccion de biomasa, asi como la acumulacion de
compuestos bioactivos (Wu et al. 2006). Por otra parte, dado que la sacarosa regula
la presion osmotica, asi como la acumulacion de metabolitos, probablemente
concentraciones elevadas de sacarosa pueden causar una condicion de estrés de tipo
osmotico, impidiendo el desarrollo de las raices de G. globosa, asi como una
disminucion en la produccion de metabolitos secundarios debida a la baja acumulacion
de biomasa, este mismo fenédmeno concuerdan con lo reportado en los cultivos in vitro
de P. sepium (Zhang et al. 2012), en P. heterophylla (Yin et al. 2013) y en H. perforatum
(Cui et al. 2010)

En este trabajo, se observl que las raices adventicias de G. globosa bajo diferentes
concentraciones de IBA 9.9 uM y combinacién de IBA con diferentes concentraciones
de sacarosa, la acumulacibn de compuestos fenodlicos mediante UHPLC,
presuntivamente el 4cido protocatecuico (PCA) el cual es un acido dihidroxibenzoico,
un tipo de acido fendlico (Figura 18). Este compuesto es uno de lo mas estudiados que
se encuentra en forma natural y esta presente en la mayoria de las plantas comestibles
utilizadas en la medicina popular. Posee similitud estructural con el acido galico, el
acido cafeico, el acido vanilico y el &cido siringico, que son compuestos antioxidantes
bien conocidos. Mas de 500 plantas contienen PCA como constituyentes activos que
imparten diversas actividades farmacologicas y estos efectos se deben a sus
actividades antioxidantes, junto con otros posibles mecanismos, como las propiedades
antiinflamatorias y la interaccién con varias enzimas (Sahil & Bais, 2014). Sin embargo,
se desconoce la cantidad acumulada bajo las condiciones estudiadas en este en este
trabajo.

Finalmente, cabe destacar que este trabajo es el primer reporte del estudio de cultivo
in vitro de raices adventicias de G. globosa mostrando que el tipo de entorno in vitro
afecta fuertemente el crecimiento y la acumulacion de compuestos fendlicos,

flavonoides y betalainas de cultivos adventicios de raices de G. globosa.
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9. CONCLUSIONES

Los cultivos de raices adventicias de G. globosa cultivadas en medio liquido
presentaron mayor crecimiento y produccion de compuestos fendlicos en

comparacién al medio solido.

Las raices de G. globosa mostraron mayor crecimiento y produccion de
compuestos fendlicos y betalainas en el medio de cultivo B5 en comparacion al
medio MS.

La concentracion de IBA a 9.9 yM presenté la mayor acumulacién de compuestos
fendlicos. Sin embargo, la concentraciéon de IBA 49.3 uM indujo una mayor

acumulacion de betalainas.

La concentracion de sacarosa de 40 gL? con IBA a 9.9 yM indujo el mayor
desarrollo y crecimiento de raices adventicias de G. globosa, mientras que con
sacarosa 50 gL' de sacarosa se presentd la mayor acumulacién de compuestos
fendlicos. Por otro lado, con la concentracion de IBA 49.3 uMy de sacarosa 30 gL

Lindujo una mayor acumulacién de betalainas.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Curva de calibracién de sacarosa
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Anexo 3. Curva de calibraciéon de flavonides
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Anexo 4. Graficas de relacion entre el incremento de biomasa acumulada y el
decremento de la conductividad en cultivo de raices de G. globosa. A. Control, B. IBA

9.9 UM, C. IBA 24.6 uM y D. IBA 49.3 pM.
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Anexo 5. Graficas de relacion entre el incremento de biomasa acumulada y el
decremento de la conductividad en cultivo de raices de G. globosa con IBA 9.9 uM y
sacarosa. A.10g L%, B.20gL% C.30gL%, D.40gLtY E.50gL: F.60gL™

A 18 - B 18
16 16
y=4.1176x + 1.2389
14 1 R2 = 0.9478 14 1
12 12
10 10

Biomasa seca acumulada g/L

Biomasa seca acumulada g/L

14

Biomasa seca acumulada g/L

0 - T T T 1 0

y =2.8391x + 0.1002
R2=0.9844

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 0.0 1.0 2.0 3.0 4.0

disminucién en la conductividad (mScm-t)

Biomasa seca acumulada g/L

T T T T 1 0

disminucién en la conductividad (mScm-t)

7 D 18 -
4 16 -

y =4.2919x + 1.0983 y = 5.4444x + 0.3915
7 R2 =0.9547 14 - Rz =0.8971

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 0
disminucién en la conductividad (mScm-1)

.0 1.0 2.0 3.0 4.0
disminucién en la conductividad (mScm-1)

68



m

Biomasa seca acumulada g/L

18

16

14

4 y=4.782x+0.8237
R2=0.9123

0.0 1.0 2.0 3.0 4.(
disminucién en la conductividad (mScm-1)

M

Biomasa seca acumulada g/L

18 -

14 1 y =4.0809x + 1.0714

R2=0.9706
12 A

0 T T T T

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0

disminucién en la conductividad (mScm-t)

69



Anexo 6. Graficas de relacion entre el incremento de biomasa acumulada y el
decremento de la conductividad en cultivo de raices de G. globosa con IBA 49.3 uM y
sacarosa. A.10g L%, B.20gL% C.30gL%, D.40gLY E.50gL: F.60gL™
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