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RESUMEN
El género Opuntia es conocido por sus propiedades medicinales y nutricionales. Las pencas

o cladodios han despertado un creciente interés en la investigacion debido a sus flavonoides,
reconocidos por sus efectos antioxidantes y beneficiosos para la salud. El cultivo de tejidos
vegetales in vitro, especialmente en biorreactores de inmersion temporal (BIT), ha emergido
como una opcion efectiva para producir flavonoides, a menudo superando al cultivo en medio
semisolido. No obstante, la informacion sobre la proliferacion de brotes de Opuntia en BIT
es escasa o nula. La automatizacion y la capacidad de ajustar factores externos en los BIT
ofrecen un potencial significativo para la produccion a gran escala de Opuntia y de estos
compuestos bioactivos, abriendo nuevas oportunidades en las industrias alimentaria y
farmacéutica. En ese contexto, este proyecto tuvo como objetivo comparar el perfil de
flavonoides de extractos obtenidos de brotes cultivados en medio semisdlido y biorreactores
de inmersion temporal de Opuntia. Inicialmente, se establecid Opuntia velutina in vitro
mediante una combinacion de solucion de detergente, biocida, alcohol al 70 % y cloro al 6
%, logrando una supervivencia del 46.67 %. Posteriormente, los cultivos fueron transferidos
a BIT, donde se estandarizaron diversos parametros para la proliferacion de brotes, longitud,
biomasa, polifenoles totales (PT), flavonoides (FT) y capacidad antioxidante. En cuanto a la
estandarizacion en BIT, se observo que utilizando 3 ciclos/dia con una inmersion de 3 min,
se obtuvo una longitud promedio de 1.122 cm y una biomasa de 0.773 g. Con 300 mL de
medio nutritivo, se registrdé un promedio de longitud de 1.913 cm, biomasa de 0.719 gy 1.2
brotes. La adicion de 1 mg/L de meta-topolina estimul6 una proliferacion de 1.937, resultados
similares a los obtenidos en medio semisdlido. En relacién con los niveles de PT, FT y
capacidad antioxidante, se encontr6 que los BIT y la luz azul demostraron una mayor
acumulacion, asi como una mayor capacidad antioxidante en comparacion con el medio
semisolido y la planta madre. Ademas, se observé un aumento del 216 % en la produccion
de mucilago en BIT en comparacion con la planta madre. Por Gltimo, mediante cromatografia
de capa fina, se identificaron perfiles de flavonoides diferentes entre los sistemas de cultivo,

destacando la presencia de quercetina y acido p-cumarico en BIT y medio semisdlido.

Palabras clave: Opuntia velutina, flavonoides, biorreactores de inmersion temporal (BIT).



ABSTRACT

The Opuntia genus is known for its medicinal and nutritional properties. The pads or cladodes
have sparked growing research interest due to their flavonoids, which are recognized for their
antioxidant and health benefits. In vitro plant tissue culture, especially in temporary
immersion bioreactors (TIB), has emerged as an effective option for producing flavonoids,
often surpassing semi-solid medium culture. However, information on the proliferation of
Opuntia shoots in TIB is scarce or non-existent. The automation and ability to adjust external
factors in TIB offer significant potential for large-scale production of Opuntia and these
bioactive compounds, opening new opportunities in the food and pharmaceutical industries.
In this context, the objective of this project was to compare the flavonoid profile of extracts
obtained from shoots cultivated in semi-solid medium and temporary immersion bioreactors
of Opuntia. Initially, Opuntia velutina was established in vitro using a combination of
detergent solution, biocide, 70% alcohol, and 6% chlorine, achieving a survival rate of
46.67%. Subsequently, the cultures were transferred to TIB, where various parameters were
standardized for shoot proliferation, length, biomass, total polyphenols (TP), flavonoids
(TF), and antioxidant capacity. Regarding standardization in TIB, it was observed that using
3 cycles/day with a 3-minute immersion, an average length of 1.122 ¢cm and biomass of 0.773
g were obtained. With 300 mL of nutrient medium, an average length of 1.913 cm, biomass
0f 0.719 g, and 1.2 shoots were recorded. The addition of 1 mg/L of meta-topolin stimulated
a proliferation of 1.937, results similar to those obtained in semi-solid medium. Regarding
TP, TF, and antioxidant capacity levels, it was found that TIB and blue light demonstrated
higher accumulation and greater antioxidant capacity compared to the semi-solid medium
and the mother plant. Additionally, a 216% increase in mucilage production was observed in
TIB compared to the mother plant. Finally, thin-layer chromatography identified different
flavonoid profiles between the cultivation systems, highlighting the presence of quercetin

and p-coumaric acid in TIB and semi-solid medium.

Keywords: Opuntia velutina, flavonoids, temporary immersion bioreactors (TIB).



I.  INTRODUCCION
La familia Cactaceae se caracteriza por poseer tallos suculentos y por el metabolismo del

acido crasulaceo (CAM) (Aruwa et al., 2018). Dentro de esta familia se encuentra el género
Opuntia Mill., que contiene alrededor de 300 especies, 83 a 105 de ellas nativas de México,
siendo el territorio con mayor diversidad genética en el mundo; las principales especies
seleccionadas para alimento en el pais son O. xoconostle, O. megacantha, O. streptacantha
y O. ficus-indica (Ochoa y Barbera, 2018; Martinez et al., 2021).

Opuntia ficus-indica es la especie mas representativa para nuestro pais, principalmente
porque sus tallos (cladodios o nopales) son utilizados como barreras naturales, forraje,
biorremediacion de suelos y alimento. Ademas, de ser empleado en la medicina tradicional
para el tratamiento de quemaduras, heridas, edemas, hiperlipidemia, obesidad y gastritis
catarral. Debido a sus propiedades, antidiarreicas, antihemorroidales, hipercolesterolemicas
y antioxidantes (El-Mostafa et al., 2014; Amer, 2021; Hernandez-Becerra et al., 2022).
Atribuidas a sus metabolitos secundarios y que se le ha considerado como un importante
alimento funcional, con propiedades nutracéuticas y farmacologicas. Estos beneficios para la
salud han contribuido en investigaciones enfocadas en el aumento de metabolitos secundarios
como lo son los flavonoides de esta especie (Santos-Diaz et al., 2010). Los flavonoides son
fenoles con mas de 5,000 compuestos descritos que varian segin el cultivo, la madurez, la
region de crecimiento y el tipo de tejido vegetal, siendo importante realizar perfiles
cualitativos y cuantitativos de éstos (Zeghbib et al., 2022).

Con la finalidad de mejorar la produccion de metabolitos secundarios de interés, se usan
herramientas biotecnologicas importantes para el aprovechamiento de plantas con
propiedades nutracéuticas mediante la adopcion de técnicas como el cultivo de tejidos
vegetales in vitro, que es utilizada para la produccién de compuestos bioactivos. Dentro de
esta técnica, los sistemas de inmersion temporal recientemente han demostrado ser una
herramienta eficaz para la micropropagacion y produccion de metabolitos secundarios como
los flavonoides producidos in vitro (De Carlo et al., 2021). Asi como, la automatizacién y
versatilidad de modificacion de factores extrinsecos que inciden en el desarrollo fisioldgico
de la planta (Loyola-Gonzalez et al., 2019). En especifico, se utilizan los biorreactores de
inmersion temporal (BIT) los cuales, con numerosos reportes, han evidenciado su potencial

en la produccion de compuestos bioactivos como los flavonoides, como los reportados para



Lycium barbarum, Rosa canina 'y Dracocephalum forresti con los cuales se han demostrado
mayores resultados en comparacion al uso del medio de cultivo semisélido. Sin embargo, no
todas las especies han respondido favorablemente a este sistema de propagacion. Es asi como
los BIT tienen un potencial significativo para la produccion de compuestos de interés como
los flavonoides, ademas de la facilidad en la operacién y automatizacion, con la posibilidad
de aplicar el sistema a gran escala. Por lo cual en esta investigacion fue determinar el efecto
de una longitud de onda luminica azul en el perfil de flavonoides de extractos de brotes de

Opuntia sp, cultivados en biorreactores de inmersion temporal y en medio semisoélido.



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1  Biotecnologia

La biotecnologia se refiere al empleo de organismos vivos o sus derivados para mejorar la
vida humana o el medio ambiente, ya sea desarrollando nuevos productos o solucionando
problemas especificos. EI humano desde hace miles de afios utiliz6 a los organismos para su
beneficio. Los estudios histéricos han demostrado que la biotecnologia se ha usado desde
hace 2000 afios a. C. y es una disciplina en constante evolucion con un rapido crecimiento y

potencial ilimitado (Thieman y Palladino, 2010).

La biotecnologia se destaca como un area central de investigacién en diversos campos, como
medicina, farmacia, silvicultura, medio ambiente, agricultura e industrias variadas, la cual se
extiende por una amplia gama de areas de estudio, abordando propiedades fisiologicas y
bioquimicas que van desde la manipulacién de microorganismos hasta el cultivo de células
y tejidos vegetales. Ademas, se centra en la produccién de una variedad de sustancias, como
metabolitos secundarios, proteinas, hormonas, antibioticos, vitaminas y vacunas. En términos
generales, la biotecnologia se dedica a mejorar las propiedades de plantas, animales y
microorganismos para aplicaciones especificas, como en el ambito agricola (Ozyigit et al.,
2023). En este ultimo, se centra en la mejora de las plantas mediante técnicas genéticas y
enfoques basados en cultivos de tejidos vegetales, lo cual es fundamental para la produccién
rapida y durante todo el afio de metabolitos secundarios. Esta practica permite modificar los
factores que afectan a la planta in vitro, como los nutricionales (fuentes de carbono,
macroelementos y microelementos) y los reguladores del crecimiento vegetal, que son clave
en la respuesta de las plantas para la produccion de metabolitos de interés comercial en

cantidad y calidad (Erkoyuncu y Yorgancilar, 2016; Beigmohamadi et al., 2019).

2.2 Cultivo de tejidos vegetales

El cultivo de tejidos vegetales es un conjunto de técnicas biotecnoldgicas utilizadas para
mantener o hacer crecer células, tejidos u érganos vegetales en condiciones asépticas en un
medio de cultivo nutritivo de composicion conocida (Kundu et al., 2021). Ademas, controla
el desarrollo de las plantas mediante factores extrinsecos como la adicion de reguladores de

crecimiento vegetal (Phillips y Garda, 2019).



El cultivo de tejidos vegetales tiene aplicacion en la propagacion masiva de especies de
interés comercial libres de enfermedades, modificacion del genotipo (fitomejoramiento),
multiplicacién rdpida de genotipos raros, preservacion de germoplasma, produccion de
biomasa y de metabolitos secundarios de importante valor comercial derivados de plantas,
entre otros (Espinosa-Leal et al., 2018; Bednarek y Ortowska, 2020). Por lo tanto, facilita la
propagacion de plantas durante todo el afio con grandes tasas de multiplicacion en espacios
reducidos (Oseni et al., 2018).

2.2.1 Meétodos de cultivo de tejidos vegetales

Existen varios métodos disponibles para generar y propagar nuevas plantas por cultivo de
tejidos vegetales. El método cominmente utilizado es la organogénesis, éste se basa en la
produccion de drganos vegetales a partir de una porcion de tejido especifico con el fin de que
se puedan desarrollar plantas completas; capacidad dada por el potencial de una célula para
desarrollar un organismo multicelular que se denomina totipotencia celular (Gupta et al.,
2020). La porcion de tejido vegetal puede ser polar (6rgano aéreo o raiz) y generar una planta
nueva. El método cuenta con dos formas de desarrollarse mediante organogénesis directa o
indirecta; la organogénesis directa se origina a través de un organo vegetal (explante) y la
organogénesis indirecta ocurre a partir de células desdiferenciadas (callo) previamente
creados en los explantes originales (Hasnain et al., 2022). El proceso de embriogénesis
somatica comienza cuando células somaticas desdiferenciadas experimentan una transicion
hacia un estado embriogénico, generando estructuras bipolares similares a embriones
cigdticos conocidas como embriones somaticos. Estos embriones tienen la capacidad de

desarrollarse en plantas completas (Wojcik et al., 2020).

2.2.2 Cultivo de tejidos vegetales en cactaceas

En las ultimas seis décadas, se han desarrollado y perfeccionado métodos avanzados para la
multiplicacion de cactaceas mediante la micropropagacion. Durante ese tiempo, se han
explorado diversas técnicas, como la regeneracion a través de la formacion de embriones
somaticos, organogénesis directa o de manera indirecta, asi como el injerto en condiciones
de laboratorio (Bouzroud et al., 2022). Sin embargo, el proceso de la germinacion de
cactaceas in vitro es lenta, ademas de requerir condiciones especificas, es asi como la

germinacion es baja debida a la dormancia, impuesta por el tegumento (Gezer, 2020). En



literatura se muestra que uno de los principales métodos utilizados para la micropropagacion
de cactaceas es injerto in vitro, embriogénesis somatica y mayormente por organogénesis
indirecta y directa, siendo este tltimo el método mas efectivo (Bouzroud et al., 2022). Tales
métodos han sido implementados con éxito en diferentes cactdceas, como en Astrophytum,
Aztekium, Cephalocereus, Cereus, Copiapoa, Coryphantha, Echinocactus, Echinocereus,
Ferocactus, Gymnocalycium, Leuchtenbergia, Mammillaria, Nyctocereus, Hylocereus,
Opuntia, Rhipsalidopsis, Schlumbergera y Stenocactus (Lema-Ruminska y Kulus., 2014;
Bouzroud et al., 2020).

El método de cultivo usualmente utilizado en la micropropagacion de cactaceas se realiza en
frascos pequefios, donde las porciones de tejido vegetal (explantes) son anclados en una base
de medio semisolido (Bouzroud et al., 2020; Mirzabe et al., 2022). Ademas de su uso comun
en la micropropagacion, el cultivo en medio semis6lido también se emplea en la produccion
de metabolitos secundarios. Sin embargo, la investigacion predominante se concentra en el
cultivo en suspensiones celulares para la produccion de estos metabolitos. Esto se debe a que
las suspensiones celulares ofrecen un mayor crecimiento y tienen la capacidad de ser
ampliadas a sistemas de biorreactores, lo que las convierte en una opcién mas prometedora
para la produccion a gran escala de compuestos bioactivos. En este panorama, el uso de
cultivo en suspensiones celulares (medio liquido), es un método alternativo que combina este
sistema con el uso de biorreactores de inmersion temporal, que pueden mejorar
sustancialmente la micropropagacion y produccion de metabolitos secundarios (Lema-

Ruminska et al., 2014; Wawrosch y Zotchev, 2021).

2.2.3 Biorreactores de inmersion temporal

Los biorreactores para el cultivo de tejidos vegetales tuvieron su transicion del medio
semisoOlido (MSS) al medio liquido para mejorar varios aspectos como la productividad,
velocidad de propagacion y acumulacion de metabolitos secundarios. Se tienen reportes en
el uso de biorreactores para la micropropagacion desde el afio 1981, cuando investigadores

buscaban reducir los costos de propagacion de begonia (Yancheva y Konakova, 2018).

Los biorreactores de inmersién temporal (BIT) funcionan mediante un sistema de
accionamiento neumatico para ejecutar tareas periddicas con el objetivo de garantizar la

eficiencia y la eficacia. La estructura de los BIT (Figura 1) se basa en dos recipientes de



vidrio o plastico transparente, tubos de silicona de grado alimenticio esterilizables, filtros
hidrofébicos, valvulas solenoides, compresor de aire y un sistema de programacion. Un
biorreactor de inmersion temporal ideal debe considerar varios factores tales como
produccion a gran escala en un solo lote, escalabilidad, procesos sencillos de cultivo
(inoculacion) y extraccion de plantas, contacto completo entre las plantas y el medio con la
finalidad de mejorar la absorcién de nutrientes, por ende beneficia el crecimiento y la
morfogénesis del explante, asi como proveer la automatizacion y reduccion de costos de
produccion (Loyola-Gonzalez et al., 2019; Valdiani et al., 2019). Sin embargo, entre los
aspectos negativos se pueden mencionar fendmenos como la hiperhidricidad y
malformaciones morfogénicas. Ademas de que algunas especies pueden ser participes de
estrés oxidativo inducido por el medio liquido, lo que resulta en cambios anatémicos,

fisioldgicos y supervivencia de las plantas (Yancheva y Konakova, 2018).

Figura 1. Estructura general de biorreactor de inmersion temporal conformado por dos

recipientes gemelos de vidrio, tubos de silicona grado alimenticio y filtros hidrofébicos.

Para la micropropagacién en BIT es necesario optimizar y/o regular diferentes parametros o
condiciones para cada especie de planta, condiciones como el flujo de aire, temperatura,
agitacion, volumen de medio, frecuencias de inmersion (factor critico de optimizacion) y
hormonas, que requieren una estandarizacion y control permanente (Yancheva y Konakova,
2018; San José et al., 2020).



2.2.4 Parametros y regulacion de biorreactores de inmersion temporal

2.2.4.1 Frecuencias de inmersion y volumen de medio liquido nutritivo

La inmersién temporal son los ciclos y tiempo que el explante o tejido vegetal queda en
contacto con el medio de cultivo liquido, seguido del drenaje y exposicion a un ambiente
gaseoso. El periodo de inmersidn suele ser mas corto (pocos min), con relacion al ciclo
prolongado (varias h entre ciclos) en que los explantes estan en contacto con el aire (Figura
2). Es asi como si se modifica el programa de inmersiones suele ser parte importante para la
manipulacion de los procesos metabdlicos de las plantulas, lo cual depende del objetivo que
se busque como, micropropagacion o acumulacion de metabolitos secundarios. También, asi
como reducir problemas del explante como cambios morfoldgicos (Cardoso et al., 2018; De
Carlo et al., 2021).

¥ 4 Bomba de aire  § 4 Entrada o salida de aire

Figura 2. Modo operativo de las frecuencias de inmersion en biorreactor de inmersion

temporal. A) el medio liquido se encuentra en el frasco contenedor; B) la bomba introduce



aire a través de un filtro hidrofobico hacia el frasco contenedor, transfiriendo el medio liquido
al frasco de cultivo; C) los cultivos son expuestos al medio liquido durante varios o pocos
min; D) se repite el mismo proceso, se ingresa aire a través del filtro al frasco de cultivo, el

cual es redirigido al frasco contenedor donde estara varias h entre cada ciclo.

Con las diversas investigaciones realizadas con BIT, se ha demostrado la importancia que
ejerce este factor en el éxito del cultivo; Valdez-Tapia et al. (2014) evaluaron frecuencias de
inmersion de 30 y 5 min cada 24 h en brotes de Castilleja tenuiflora y destacaron la
acumulacion de fenoles totales, coincidiendo con mayor actividad antioxidante. En plantulas
de Rosa canina, con frecuencias de inmersion de 15 min cada 12 h, presentaron mayor
contenido de compuestos fendlicos (15.8 mg/g peso seco) y con frecuencias de inmersion de
15 min cada 6 h produjeron una mayor acumulacion de azucares (9.2 mg/g peso seco) (Malik
et al., 2018). En Salvia viridis las inmersiones de 10 min cada 80 min, evidencié mayor
contenido de &cido fendlico total, feniletanoide total y fenol total (Grzegorczyk-Karolak et
al., 2022).

Ademas de las frecuencias de inmersion, otro factor crucial en el desarrollo de las plantas en
los BIT es el volumen del medio liquido nutritivo, el cual requiere una optimizacién
adecuada. La estandarizacidn de este factor esta intimamente ligada a la especie vegetal bajo
estudio, ya que algunas responden mejor a volumenes de cultivo mayores o menores. Algunas
investigaciones han sefialado que volimenes més elevados de medio liquido pueden resultar
menos eficientes en términos de la proliferacion de brotes (Solérzano-Acosta y Guerrero-
Padilla, 2020; Ayub et al., 2021). Esta menor eficiencia se atribuye a la dilucion de las
moléculas quimicas que estimulan la formacion de brotes cuando se emplean volimenes

considerables de medio liquido (Berthouly y Etienne, 2005).

2.2.4.2 Hormonas o reguladores de crecimiento vegetal

Las hormonas o reguladores de crecimiento vegetal (RCV), son sustancias producidas por
las plantas o de manera sintéetica, respectivamente, que funcionan en bajas concentraciones y
con la capacidad de actuar en sitios particulares, ademas de controlar procesos fisiolgicos
(Tadeu, 2019). En cultivo in vitro, el uso de hormonas o RCV resulta una practica importante.
La aplicacion puede variar dependiendo de la especie vegetal, su etapa fisioldgica y su
variedad (Jamwal et al., 2018; Tadeu, 2019). Las hormonas vegetales siguen una



clasificacion segun su estructura molecular, actividad a nivel vegetal y sus efectos
estimulantes o inhibitorios. Los principales RCV cominmente utilizados en cultivo de tejidos
vegetales son: auxinas, giberelinas, citocininas, &cido abscisico y etileno. Los RCV ademés
de controlar procesos fisioldgicos, han demostrado tener un efecto en el control de la

produccién de metabolitos secundarios (Alcantara-Cortes et al., 2019).

Dentro de los antecedentes del uso de RCV en sistemas de inmersion temporal (SIT) o BIT,
Pramita et al. (2018) reportaron que la producciéon de biomasa y mayor acumulacién de
flavonoides en G. procumbens se obtuvo con inmersiones de 15 min cada 12 h y con medio
nutritivo suplementado con 2 mg/L de AIA + 8 mg/L de BA. Otro trabajo realizado por
Gianguzzi et al. (2019), compararon el MSS comparado con SIT, adicionados con BA y
meta-Topolin donde el uso de SIT resultd ser superior al MSS y obtuvieron mayor
crecimiento (10 veces mas que semisélido) y una tasa de proliferacion de 7.32 para SIT y

5.24 para semisolido.

2.2.5 Eficiencia de los biorreactores de inmersion temporal

Los BIT ofrecen la ventaja de renovar continuamente el ambiente gaseoso dentro de los
frascos de cultivo, lo que resulta en una reduccion o eliminaciéon de gases nocivos como el
etileno, conocido por su papel en el proceso de senescencia de las plantas. Esta renovacion
del aire en los frascos conlleva un aumento en la concentracion de oxigeno disuelto en el
medio de cultivo, mejorando asi las condiciones de crecimiento. Ademas, se ha observado
que la regulacion del monoxido de carbono (CO) puede enriquecerse, lo que a su vez puede
favorecer el desarrollo de las plantas (Ontaneda et al., 2020; Murphy et al., 2023).
Investigaciones recientes, como las realizadas por Trauger et al. (2022), respaldan esta idea
al demostrar que el aumento de CO> durante la etapa de propagacion mejora
significativamente el desarrollo de las plantas y elimina la necesidad de anadir azlcares al
medio de cultivo. Estas mejoras en las condiciones de cultivo pueden tener un impacto

positivo en la eficacia y el rendimiento del cultivo en biorreactores de inmersion temporal.

La exposicion de los tejidos vegetales a un medio liquido permite la formacion de una
pelicula protectora que los recubre, evitando asi la deshidratacion y mejorando la
disponibilidad de nutrientes. Este fendémeno se traduce en un notable incremento en el

desarrollo y un crecimiento vigoroso de los tejidos vegetales (Ontaneda et al., 2020).



2.2.6 BIT para la produccion de metabolitos secundarios

El cultivo de tejidos vegetales in vitro a gran escala puede ser una alternativa al cultivo
tradicional en campo para la produccion de metabolitos secundarios de plantas (MSP) ya que
se obtienen rendimientos controlados. El cultivo de tejidos es una técnica laboriosa de
propagacion clonal y la implementacion de BIT puede ser una estrategia para reducir costos
y aprovechamiento de las plantas en la produccion de MSP (De Carlo et al., 2021). Se han
realizado diversos estudios sobre el uso de BIT en la acumulacion de metabolitos secundarios
derivados de plantas. En un estudio realizado por Wilken et al. (2005) con plantas de
Hypericum perforatum, Cymbopogon citratus y Fabiana imbricata cultivadas en BIT se
obtuvo un incremento en el contenido de compuestos bioactivos, siendo inclusive mayores
en comparacion con cultivo de suspensiones celulares y cultivo de callos. Zobayed et al.
(2004) al trabajar con Scutellaria baicalensis cultivada en seis sistemas de cultivo para la
optimizacion del contenido fitoquimico, demostraron la eficacia de los BIT para aumentar el
contenido de baicaleina, en comparacion a sistemas de biorreactores de tipo globo, sin
burbujas de aire, recirculacion de aire y recipiente magenta con medio gelificado. Asi mismo
Vives et al. (2017) mostraron el aumento considerable en la formacion de glucosidos de
esteviol (0.12 g) a partir de brotes de Stevia rebaudiana en BIT en comparaciéon con MSS
(0.03 g). En el estudio realizado por Pramita et al. (2018), se compar6 el contenido de
flavonoides de Gynura procumbens cultivadas en BIT de frasco gemelo y plantas in situ
(planta madre) y evidenciaron que el uso de BIT obtuvo un rendimiento de 30.67 mg EC/g
de peso seco (miligramos equivalentes de catequina por gramo de peso seco) en comparacion
a plantas in situ con un promedio de 5.78 mg EC/g. Misi¢ et al. (2013) al trabajar con
Centarium maritimum en biorreactores, obtuvieron una mayor biomasa y de metabolitos
secundarios en raices de la planta y argumentan que el rendimiento puede estar relacionado
a las altas transferencias de oxigeno en los frascos de cultivo, fuerzas hidrodindmicas y mejor
disponibilidad de nutrientes. Diferentes autores resaltan la ventaja que brinda un sistema de

inmersion temporal en la multiplicacion y acumulacion de metabolitos secundarios Cuadro

1.
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Cuadro 1. Sistemas de inmersion temporal en la multiplicacion y produccion de metabolitos secundarios en diferentes especies.

Especies Biorreactor Frecuencia de Resultados Referencia
inmersion
SIT suplementado con meta-Topolin, mayor crecimiento (10 _ _
Capparis ) ) ) Gianguzzi et
BIT, PlatForm 2min/ 12 h veces mas que MSS) y tasa de proliferacion (7.32 SIT vs
spinosa L. al. (2019)
5.24 semisolido)
Corema Generacion de 3 veces mas brotes que en MSS Alves et al.
SETIS™ 3min/ 12 h
album (2021)
Lycium Contenido de polifenoles totales aument6 de un 22 % en BIT Ruta et al.
PlatForm 6 min/ 24 h
barbarum que en MSS (2020)
Rubus idaeus Tasa de proliferacion significativamente mayor (4.02) en  BoSnjak et al.
SETIS™ 3min/ 6 h
L. comparacion con MSS (2.74) (2021)
Salix BIT, PlatForm y 3 min/ 8 Coeficiente de multiplicacion mayor en ambos sistemas de Regueira et al.
min
viminalis RITA® inmersion con MS 72+ 0.22 uM BA y 3 % de sacarosa (2018)
Stevia Numero de brotes (8.47 brotes por explante) con 300 mL de Bayraktar
RITA® 10s/1h
rebaudiana medio, demostrando un desarrollo 4 veces mayor (2019)
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2.3  Género Opuntia

2.3.1 Caracteristicas del género Opuntia

Dentro de la familia Cactaceae se encuentra el género Opuntia Mill., que reconoce alrededor
de 188 especies; 66 de ellas, nativas de México (Lopez-Palacios y Pefia-Valdivia, 2020). El
nopal, Opuntia ficus-indica, es el méas representativo del género Opuntia se caracteriza por
presentar un metabolismo tipo CAM (metabolismo acido crasulaceo), esta adaptacion
fotosintética se basa en la coordinacion temporal de fijacion de carbono inorganico mediada

por el reloj circadiano (Niechayev et al., 2019; Ferrari et al., 2020).

Opuntia ficus-indica, es una variedad adaptada a condiciones climaticas y edaficas extremas,
creciendo en climas secos y calidos donde las temperaturas varian entre 18 a 25 °C (Astello-
Garcia et al., 2012). El nopal se caracteriza por tener tallos modificados llamados cladodios
con una cubierta permeable; de igual manera las hojas son transformadas en espinas,
mecanismo que les permiten utilizar el agua de manera eficiente (Arba et al., 2017). Los
cladodios se identifican por ser ricos en nutrientes, lo que los hace atractivos para su consumo
en fresco, mediante ensaladas o en platillos regionales. Las flores de nopal son solitarias y
consideradas como sésiles, compuestas por pétalos que cambian de color (blanco a amarillo
a rojo) con un pistilo y un estigma lobulado en el apice (Aruwa et al., 2018). Después de la
emisién de botones florales, es seguida por el desarrollo de frutos conocidos como tuna. Sus
frutos son carnosos con numerosas semillas de alrededor de 7 cm de largo, con una amplia
gama de colores que incluyen verde, blanco y rojizo, ademas presentan un sabor dulce y
agradable para su consumo como fruta de temporal (Kumar et al., 2018; Barba et al., 2020;
Martinez et al., 2021; Perucini-Avendaiio et al., 2021).

2.3.2 Origen y distribucion

El nopal es endémico del continente americano, se distribuye en regiones aridas y semiaridas
del mundo, como Australia, Africa, Estados Unidos, la cuenca del Mediterraneo y el sudeste
asiatico donde ha sido introducido y cultivado en mas de 20 paises del mundo. México es
considerado el principal centro de diversidad de Opuntia ya que cerca de las 300 especies
que se encuentran en el planeta, solo entre 83 a 105 se encuentra en nuestro pais (Kumar et
al., 2018; Martinez et al., 2021; Mouas et al., 2021), las especies de nopal silvestres que

predominan son O. robusta, O. leucotricha, O. hyptiacantha y O. chavefia que crecen en
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zonas semiaridas. Los datos estiman que a nivel comercial las principales especies cultivadas
son O. xoconostle, O. megacantha, O. streptacantha y O. ficus-indica. En un contexto
general los paises que reportan mayores territorios cultivados de nopal Opuntia ficus-indica
son: Tunez 600,000 ha, Brasil 500,000 ha, Etiopia 360,000 ha, Marruecos 120,000 ha y
México 70,000 ha. (Ochoa y Barbera., 2018). En nuestro pais en los Gltimos afios la
produccion de nopal verdura ha ascendido a 862,732 toneladas (SIACON, 2022). Con un
destino enfocado a la alimentacion (nopalitos y tuna), asi como forraje o para la produccion

de grana cochinilla (Martinez et al., 2021).

2.3.3 Composicion nutrimental

Cladodio

El nopal es reconocido en gran medida como la cacticea mas empleada en la alimentacion
humana y animal. Su excepcional versatilidad se debe a las notables caracteristicas
fisicoquimicas, nutricionales y nutracéuticas que posee, lo que lo convierte en una opcion
altamente adaptable para una amplia gama de aplicaciones en el ambito de la alimentacion

(Angulo-Bejarano et al., 2019).

La composicion nutrimental de O. ficus-indica puede variar dependiendo de la especie,
cultivar o variedad, asi como de factores bidticos y abidticos conforme a las condiciones
climaticas, edaficas, manejo agronomico, etc. (Silva et al., 2021). El nopal exhibe un alto
contenido de agua (82-95 %), grasa (0.3-1.8 %), fibra total (15-51.4 %), azticares (11.2-38
%), proteinas (6.7 - 11.73 %) y carbohidratos (5.6-92 %), asi como minerales (potasio,
magnesio, calcio y sodio) (Astello-Garcia et al., 2012; Perucini-Avendafio et al., 2021; Silva

et al., 2021).

Entre las vitaminas reportadas estan la vitamina E, (principalmente a-tocoferol) y vitamina
C, ademas de aminodcidos como la alanina, isoleucina, asparagina, serina, prolina, arginina,
acido glutdmico y taurina (Perucini-Avendafio et al., 2021; Silva et al., 2021). Las proteinas
que exhibe el nopal son desaturasa omega-6, isomerasa chalcona-flavonona, proteina de
choque térmico Hsp23.5, dedo de zinc tipo CCHC, proteinas NBS-LRR, asi como la proteina

mitocondrial putativa de la membrana interna (Cruz-Herndndez y Paredes-Lopez, 2010).
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Sin embargo, la composicion de los cladodios varia dependiendo del estado fisioldgico, los
aminoacidos como la alanina, isoleucina y la asparagina se encuentran presentes en un estado
fisioldgico joven (Perucini-Avendafio et al., 2021). Los cladodios maduros son abundantes
en &cido citrico y malico (Andreu et al., 2018). Los minerales mas abundantes en este tejido
son potasio (224 - 2670 mg/100 g), magnesio (94 - 1120 mg/100 g) y calcio (177 - 640
mg/100 g) (Silva et al., 2021). Un componente caracteristico del nopal que brinda diferentes
caracteristicas nutricionales es el mucilago que es un polisacarido heterogéneo de gran peso
molecular que representa el 14 % de peso seco. Es un carbohidrato compuesto por seis
monosacaridos, arabinosa (35 - 40 %) galactosa y xilosa (20 - 25 %), ramnosa, acido
galacturénico y urénico (7 - 8 %) (Hernandez-Becerra et al., 2022; Herrera-Ibarra et al.,
2023). El mucilago exhibe comportamiento de polielectrolito de cadena larga debido a la
distribucion de grupos funcionales cargados negativamente en toda la molécula, lo que
resulta en su caracteristica viscosidad (Ranjan et al., 2016; Luna-Zapién et al., 2023). Las
clorofilas presentes en los cladodios tienen diversas aplicaciones, destacando su uso como
aditivo alimentario con posibles beneficios para la salud. Se ha comprobado que son valiosas
fuentes naturales de vitaminas E, A, C, K y B-caroteno, asi como de minerales esenciales

como magnesio, potasio, hierro, calcio y acidos grasos esenciales (Ebrahimi et al., 2023).

Fruto

La tuna, se compone de pulpa (28 - 58 %), cascara (37 - 67 %) y semillas (2 - 10 %). La
pulpa esta constituida por glucosa, fructosa y pectina. El contenido de proteinas va de 0,90
9/100 g. Ademaés de presentar &cido ascorbico, vitamina E, carotenoides, fibras, aminoacidos
y compuestos antioxidantes (flavonoides, betalainas, betaxantinas, betacianinas y fenoles),
de los cuales se encuentran relacionados con el color y la especie de nopal (EI-Mostafa et al.,
2014; Andreu et al., 2018, Silva et al., 2021). En cuanto a vitaminas, que son los
constituyentes principales de la tuna, la cascara es rica en vitamina E. Las semillas son una
rica fuente de fibra, grasa, proteina, minerales, principalmente potasio, fésforo, en menor

medida magnesio, calcio y sodio (Silva et al., 2021).

2.3.4 Propiedades nutracéuticas
Un alimento nutracéutico es un producto alimenticio que va mas alla de su valor nutricional

basico ya que contiene componentes bioactivos que ofrecen beneficios adicionales para la
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salud. Estos compuestos bioactivos han sido identificados por sus propiedades terapéuticas
y se utilizan para prevenir enfermedades, tratar trastornos especificos y mejorar el
funcionamiento del cuerpo. Los compuestos nutracéuticos pueden ser parte de un alimento

procesado, una sustancia enriquecida en un alimento o proveerse como suplemento (Egbuna

y Dable-Tupas, 2020).

En recientes afios el nopal ha resaltado en la industria farmacéutica, en administracion como
antiulcerogénicos, antidiarreicos, antiinflamatorios, antimicrobianos, antioxidantes,
anticancerigenos, neuro protectores, etc. (Tilahun y Welegerima, 2018; Aruwa et al., 2019;
Perucini-Avendafio et al., 2021). Estas caracteristicas cominmente se basan en su
composicion y contenido de MSP, atribuidas a los fitoquimicos que presentan sus tejidos,
entre ellos se encuentran acidos grasos, como: acido palmitico, linolénico y estearico (Silva
et al., 2021); también existen reportes de la presencia de esteroles y carotenoides, ademas del
contenido de multiples metabolitos secundarios como &cidos fendlicos, flavonoides, ligninas
y estilbenos (Tilahun y Welegerima, 2018). Los compuestos mayormente presentes en la flor
de nopal son el acido galico y el 3-O-robinobidsido de 6-isoramnetina en concentraciones de

4900 y 4269 mg/100g de materia seca, respectivamente (EI-Mostafa et al., 2014).

Las propiedades principales del mucilago incluyen su capacidad para reducir los niveles de
glucosa en sangre (hipoglucemiante) y de colesterol (colesterolemia). También se destaca por
su capacidad para proteger la mucosa gastrica ulcerada, asi como por sus propiedades
analgésicas, prebidticas, antioxidantes, antiinflamatorias y antivirales. Ademas de sus
beneficios en el ambito de la salud, el mucilago se utiliza en la industria alimentaria como
agente espesante, sustituto de grasas, asi como para modificar la reologia de alimentos. Asi
mismo, se emplea como biopeliculas comestibles para prolongar la vida util de las frutas
(Vargas-Rodriguez et al., 2016; Brindis-Trujillo et al., 2020; Reyes-Buendia et al., 2020;
Kassem et al., 2021) .

Ademas de los compuestos anteriormente mencionados, Opuntia ficus-indica contiene
diferentes polifenoles, donde se resaltan los flavonoides principalmente del tipo flavonol:
isorhamnetina (30 - 4269 mg/100 g), quercetina (9 - 447 mg/100 g), kaempferol (1 - 400
mg/100 g), isoquercetina (2.3 - 39.7 mg/100 g), nicotiflorina (2.89 - 146.5 mg/100 g) y rutina
(2.36 - 26.17mg/100 g) (Petruk et al., 2017; Aruwa et al., 2019; Lo6pez-Palacios y Pefia-
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Valdivia, 2020). En particular los cladodios de nopal presentan glucésidos flavonoides como
isoquercetrina, kaempferol-3-O-rutindsido, isorhamnetin-3-O-glucdsio e isorhamnetin-3-O-
rutinésido en cladodios comerciales cultivados en México (Hernandez-Becerra et al., 2022).

2.3.5 Propagacion de nopal por cultivo de tejidos vegetales de Opuntia sp.

Dentro de la micropropagacion de nopal se han realizado diversos estudios con semillas,
brotes y areolas de cladodios; en un estudio realizado por Bougdaoua y El Mtili, (2020) en
Opuntia ficus-indica (L.) Mill. evaluaron la germinacion de semillas cultivadas en medio
Murashige y Skoog (MS) obteniendo una germinacion del 57 %, posteriormente las plantulas
se subcultivaron en medio MS suplementado con 0.5 mg/L de benciladenina (BA) y
obteniendo una proliferacion de 12.28 brotes por explante. En otra investigacion realizada
por El Finti et al. (2012) estudiaron la micropropagacion de Opuntia ficus-indica cultivado
en medio MS suplementado con 0.1, 0.5, 1 y 5 mg/L de BA, presentando la mayor tasa de

multiplicacién (15 brotes por explante) en MS con 5 mg/L de BA.

En cuanto a la micropropagacion en sistemas de inmersion temporal, Nogueira et al. (2019)
evaluaron el cultivo de Opuntia y Nopalea cv. Miuda, Oreja de elefante mexicana e IPA-
Sertania en BIT, donde 6 frecuencias con 3 min de inmersion por dia en medio MS
suplementado con 0.5 mg/L de &cido 1-naftalenacético (ANA) y 1 mg/L de BA reportaron
nula brotacion. Es importante considerar los datos reportados para establecimiento en medio
semisolido (Cuadro 2) como un paso previo al establecimiento en BIT, ya que con ello se
asegurara el desarrollo de un protocolo aséptico y potencialmente mas productivo para la

propagacién masiva de Opuntia sp.
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Cuadro 2. Antecedentes de la micropropagacion in vitro de O. ficus-indica.

Especie Cultivo Hormonas Nimero de Tiempo de Referencia
brotes cultivo
0. ficus- MS semisolido 0.5 mg/L BA 12.28 - Bougdaoua y El Mtili (2020)
indica (Brotes de 2
cm)
O. ficus- MS semisolido 5 mg/L BA 15 6 semanas de El Finti et al. (2010)
indica (Brotes de 2 cultivo
cm)
O. ficus- MS semisolido 1 mg/L o 2 mg/L Kin 95.75 3 meses Gebretsadik et al. (2013)
indica
O. ficus- MS semisolido 5 mg/L BA, 1 mg/L 2.8 8-12 semanas Ghaffari et al. (2013)
indica AIA
5 mg/L BA, 0.25 mg/L
AIA
O. ficus- MS semisolido 5 mg/L BA 26.5 - Khalafalla et al. (2007)
indica (Brotes de 3
cm)
O. ficus- MS semisolido 2 mg/L BA, 0.2 mg/L 5.57 16 semanas Rodriguez y Ramirez-Pantoja
indica ANA (2020)

(MS) Murashige y Skoog; (-) no mencionado en literatura.
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2.4  Metabolitos secundarios

Las plantas cuentan con dos tipos de metabolismo: el primario y el secundario. El
metabolismo primario produce compuestos esenciales para su crecimiento y desarrollo, como
azucares, proteinas, aminoacidos y dacidos nucleicos. Por otro lado, el metabolismo
secundario les permite sintetizar y acumular una variedad de compuestos de naturaleza
quimica diversa, que no son esenciales para el crecimiento y la reproduccion del organismo,
pero juegan un papel crucial en su adaptacion al estrés ambiental y en su defensa contra
predadores y patdégenos. Estos compuestos, llamados metabolitos secundarios, son los que

dotan a las plantas de caracteristicas especiales (Yang et al., 2018; Lustre-Sanchéz, 2022).

Ademas de sus funciones en la adaptacion al estrés ambiental y la resistencia contra
depredadores y fitopatégenos, los metabolitos secundarios de las plantas desempefian
multiples roles adicionales. Entre ellos, actian como disuasion de plagas y fitopatogenos,
sirven como sefiales para funciones importantes dentro de la planta y también como sefales
de comunicacién entre las plantas y microorganismos simbioticos, asi como atraer

polinizadores (Pang et al., 2021).

Durante siglos, los metabolitos secundarios han desempefiado un papel invaluable en la
medicina tradicional, la fabricacion de perfumes y la industria en general. Con el tiempo, han
sido ampliamente utilizados en diversas industrias, como productos farmacéuticos,

cosméticos y productos quimicos (Yang et al., 2018).

Los metabolitos secundarios como los polifenoles, especialmente los flavonoides, tienen una
gran importancia en la dieta humana y, por consiguiente, son cominmente recomendados
como ingredientes en suplementos alimenticios y productos nutracéuticos (Chiocchio et al.,
2021). En consecuencia, los metabolitos secundarios han desempefiado un papel esencial en

aumentar la importancia comercial y el valor de las plantas (Yang et al., 2018).

2.4.1 Polifenoles

Los polifenoles son compuestos derivados de las plantas mediante las rutas metabdlicas: la
del &cido shiquimico y del &cido maldnico. Su estructura estd compuesta por anillos
aromaticos con variacion de grupos hidroxilados y la mayoria se encuentran en forma
conjugada con uno 0 mas restos de azlcares unidos a grupos hidroxilo o directamente al

anillo aromatico. La diversidad estructural sirve para su clasificacion quimica como lignanos,
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acidos fenolicos, estilbenos y flavonoides (Figura 3) (Lizarraga-Velazquez et al., 2018;
Ayala-Mata et al., 2019).

Se han descubierto méas de 10,000 tipos distintos de polifenoles en los alimentos y sus
diferentes modificaciones en la estructura quimica determinan su biodisponibilidad y eficacia
bioldgica. Estos polifenoles desempefian un papel fundamental en la apariencia y sabor de
los alimentos de origen vegetal, lo que influye directamente en su calidad (Acosta, 2019;
Zagoskina et al., 2023).

Lignano ) Estilbeno
Acidos fenolicos
MeO CH,OH OH
C < H o
HO CH,OH 0 HO X
o Ho ®
‘ \_coon HO o
OMe . OH
OH Acido cafeico Acido galico
Secoisolaiciresinol - Resveratrol
Flavonoides |
Flavonol Flavonol Flavona

Quercetina Epicatequina Apigenina
Flavonona Antocianina Isoflavona

| Naringenina Cianidina Daidzeina ]
Figura 3. Clasificacion quimica de los diferentes polifenoles con ejemplo representativo

(Ayala-Mata et al., 2019).

Los efectos benéficos de los polifenoles obtenidos de plantas han sido diversamente
publicados por su variedad de efectos anticancerigenos, neuro protectores, antidiabéticos,
antiinflamatorios, antimicrobianos, antitromboticos, antialergénicos, cardioprotectores,

efectos antiperoxidacion lipidica, efectos vasodilatadores, asi como la capacidad de
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neutralizar especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrogeno (RNS)
(Ordonez-Gomez et al., 2018; Fraga et al., 2019; Ordofiez et al., 2019). La actividad
antioxidante de polifenoles se encuentra relacionada a su propiedad redox mediante un
proceso donde una parte del fenol (grupo hidroxilo en el anillo aroméatico) funciona como un
agente reductor, el cual cede un hidrogeno y quelando oxigeno singlete (Ordofiez-Gomez et

al., 2018).

2.4.2 Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en frutas, verduras, semillas y flores,
ademas de que desempeian un papel importante en la biologia vegetal; la pigmentacion que
ejercen estos compuestos es Util para la atraccion de polinizadores, fotorreceptores, alelopatia
y controlan los niveles de auxinas reguladoras del crecimiento y diferenciacion de las plantas
(Martinez-Florez et al., 2002). Los flavonoides, son los polifenoles mas ampliamente
distribuidos en las plantas, cuentan con una amplia diversidad, donde se han identificado mas
de 5,000 de ellos. Estos compuestos se caracterizan por tener una estructura esquelética
conformada por 15 4&tomos de carbono, compuesta por dos anillos de benceno (A y B) unidos
por un anillo C de pirano de tres atomos de carbono (C¢-C3-Cs) (Figura 4). La posicion del
anillo B de catecol en el anillo C de pirano, asi como el numero y la posicion de los grupos
hidroxilo en el grupo catecol del anillo B, son determinantes de la capacidad antioxidante de
los flavonoides, en cuanto a su clasificacion estos se distribuyen en flavonas, flavonoles,

flavanoles, isoflavonas, antocianinas y flavononas (Hernédndez et al., 2019; Dias et al., 2021).

O
C

Figura 4. Estructura general molecular de un flavonoide.

Los flavonoides presentes de manera natural se encuentran almacenados en forma de
glucdsidos y conjugados no glicosilados. La naturaleza de la fraccion puede tener un impacto
en la biodisponibilidad de los flavonoides en el organismo humano (Martinez-Flérez et al.,
2002; Ayala-Mata et al., 2019; Fraga et al., 2019). Son compuestos altamente valorados en

medicina debido a su amplio espectro de propiedades beneficiosas. Estas sustancias exhiben
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efectos antioxidantes, antiinflamatorios y antibacterianos, lo que les confiere la capacidad de
neutralizar los radicales libres, reducir la inflamacion y combatir patdgenos microscopicos.
Ademads, numerosos estudios han respaldado su potencial para reducir el riesgo de
enfermedades cardiacas y proteger contra la formacién de tumores malignos (Yang et al.,
2020; Moreira et al., 2021). Ademas, tienen la capacidad de quelar o fijar ciertos metales,
como el hierro y el cobre. Esta capacidad de interaccion con metales puede tener
implicaciones significativas en procesos biologicos y en la biodisponibilidad de estos

nutrientes en el organismo (Hernandez, 2019).

2.4.3 Biosintesis de flavonoides

En las plantas, la biosintesis de flavonoides es un proceso fundamental. Estos compuestos no
solo se sintetizan internamente, sino que también desempefian un papel crucial en la fase
dependiente de la luz de la fotosintesis. En esta fase, los flavonoides catalizan el transporte
de electrones, siendo estimulados por el estrés oxidativo. Este Ultimo es desencadenado por
la produccion de especies reactivas de oxigeno, generadas como parte de las funciones
metabolicas normales de las plantas (Nabavi et al., 2020). Son sintetizados a partir de
flavononas derivadas a su vez de chalconas provenientes de la ruta fenilpropanoide. Los
precursores de los flavonoides proceden de la ruta coman fenilpropanoide que tiene su inicio
con la conversion de fenilalanina en &cido cindmico por la enzima PAL (fenilalanina-amonio
liasa). El &cido cinamico es convertido en acido 4-cumarico (p-cumarico) por la cinamato-4
hidroxilasa. En algunas plantas, la PAL exhibe también actividad de TAL (tirosina-amonio
liasa) sobre la tirosina para generar directamente acido 4-cumarico. En el siguiente paso, el
acido 4-cumérico es transformado en 4-cumaroil-CoA por la 4CL (4-cumarato CoA ligasa).
La 4-cumaroil-CoA, un producto central de la ruta fenilpropanoide, es condensada con 3
moléculas de malonil CoA para formar naringenina-chalcona o pinocembrina chalcona por
la enzima chalcona sintetasa. Después de esta reaccion, la chalcona isomerasa (CHI) ciclica
a la naringenina o pinocembrina chalcona mediante la isomerizacion estereoespecifica para
formar las flavanonas naringenina o pinocembrina. Las flavanonas son ulteriormente
modificadas por enzimas de la ruta flavonoide para generar una amplia diversidad de
derivados (Martinez-Florez et al., 2002; Serrano, 2007).
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2.4.4 Influencia de la luz en la produccion de flavonoides

La calidad y cantidad de luz a la que las plantas estan expuestas juegan un papel crucial en
la regulacion de los niveles de flavonoides. Las plantas han evolucionado diferentes tipos de
fotorreceptores que reaccionan a fotones de longitudes de onda especificas, incluyendo
fitocromos que responden a la luz roja/roja lejana (phyA-E), criptocromos que son sensibles
a la luz azul (cryly cry2), fototropinas (photl y phot2), proteinas de la familia Zeitlupe (ztl,
fkfly Ikpl), asi como LOCUS 8 de resistencia UV que detecta la radiacion ultravioleta (UV)-
B (UVR8) (Hashim et al., 2021; Podolec et al., 2021). Se ha demostrado que el fotorreceptor
fitocromo-B (PHYB) y la histona desacetilasa-6 (HDAG6) desempefian un papel crucial en la
regulacion de la biosintesis de flavonoides. Estas proteinas estan implicadas en la activacion
de los genes responsables de la sintesis de flavonoides en respuesta a las sefiales de luz, lo
que tiene un impacto directo en la calidad y cantidad de estos compuestos en las plantas
(Tessadori et al., 2009).

La exposicion intensa a la radiacion fotosintéticamente activa (PAR por sus siglas en inglés)
puede desencadenar la biosintesis de flavonoides como una respuesta adaptativa a
condiciones ambientales estresantes. Esta respuesta adaptativa permite que la planta funcione
como un eliminador de ROS y se proteja de los efectos perjudiciales de la radiacion. Los
flavonoides actian como compuestos antioxidantes y ayudan a neutralizar los ROS
generados por la radiacion, contribuyendo asi a la proteccion y supervivencia de la planta en

entornos desafiantes (Ferreyra et al., 2021).

La presencia de ciertos flavonoides en el cloroplasto indica que desempefian una funcion
relacionada con la eliminacion del oxigeno singulete generado durante la fotosintesis. Su
papel es crucial para mantener la integridad y eficiencia de la maquinaria fotosintética,
asegurando un funcionamiento adecuado del proceso de fotosintesis en las plantas (Agati et
al., 2007). Los flavonoides que se encuentran en niveles elevados en los cloroplastos, como
la quercetina y la luteolina, son conocidos por tener sustituciones dihidroxiladas en el anillo
B. Estos flavonoides son considerados los inhibidores mas efectivos de ROS. Su capacidad
para neutralizar y eliminar las ROS dentro de los cloroplastos los convierte en importantes
protectores antioxidantes, preservando asi la integridad y el funcionamiento eficiente de la

maquinaria fotosintética (Ferreyra et al., 2021).
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La luz UV-B es absorbida por los compuestos fenilpropanoides, incluyendo acidos fenolicos,
derivados del &cido hidroxicindmico y los flavonoides (Figura 5) (Singh et al., 2023). Los
factores de transcripcion R2R3-MYB controlan la expresion de genes relacionados con la
biosintesis de flavonoides. Estos factores de transcripcion desempefian un papel importante
en la regulacion de la biosintesis de flavonoides (Stracke et al., 2007). La radiacion UV-B
induce la produccion de la proteina UVRS, la cual desempefia un papel crucial en la
regulacion de la expresion génica. Se ha observado que UVRS se une a regiones especificas
de la cromatina de varios genes, incluyendo el locus gendmico conocido como HY5
(hipocatilo alargado 5). HY5 es considerado un efector clave de la via UVR8 vy tiene la
capacidad de controlar la expresion de la mayoria de los genes objetivo de UVR8 (Favory et
al., 2009). La interaccién entre UVR8 y HY5 es fundamental para la activacion de los genes
responsables de la sintesis de flavonoides y otros procesos relacionados con la proteccién y
adaptacion (Singh et al., 2023). En Opuntia sp. la radiacion UV-B se detecta a través del
fotorreceptor UVRS, el cual activa un compendio de sefalizaciones a través de los
reguladores como el represor de fotomorfogénesis 1 UV-B (RUP1), COP1y HY5 (Ortega-
Hernandez et al., 2019).

Figura 5. Respuesta de los fenilpropanoides a la radiacion UV-B en células vegetales (Singh

etal., 2023).
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Diversos trabajos demuestran que cada especie de planta hace uso de una longitud de onda
especifica, asi como la intensidad para la produccion de metabolitos secundarios, incluidos
los flavonoides, tal como mostraron Fazal et al. (2016), en callo de Prunella vulgaris con
radiacion azul cultivado por 3 semanas, donde se registré un incremento de polifenoles y
flavonoides. Taulavuori et al., (2018), en su estudio realizado con diferentes especies de
hierbas como albahaca (Ocimum basilicum), rucula (Eruca sativa) y romaza roja (Rumex
sanguneus), evaluaron la exposicion con luz azul y azul-violeta, reportaron que en ambos
tratamientos se mejoraron la produccion de fitoquimicos en albahaca y rdcula en
comparacion con el control que consté de luz blanca. En albahaca las concentraciones de
acido p-OH-cindmico, derivado de &cido clorogénico 2 y acido cicérico aumentaron
significativamente. En rdcula los derivados de isorhamnetin-diclycoside y luteolin-glucoside
tuvieron un aumento en su produccion. Kawka et al. (2017), en brotes in vitro de Scutellaria
lateriflora bajo luz azul destacan un incremento de glucurdnidos, baicalin, wogonosido y
verbascésido. Asi mismo Pedroso et al. (2017), en su trabajo con Hyptis murrubioides
cultivado por 30 dias bajo luz azul evidenciaron un aumento en el flavonol rutina. Matysiak
y Kowalski (2019), en su trabajo con diferentes tipos de iluminacion mencionan que los
indices de flavonoles en albahaca, canonigo y rucula se mejoraron tras el uso de iluminacion
con luz led blanca en comparacion con el control con un indice de 0.63 frente a 0.39, 0.11 —
0.02 y 0.46 — 0.11 respectivamente. También mencionan que la luz led azul es eficaz para
estimular la biosintesis de flavonoides. Las plantas cultivadas bajo luz led azul evidencié un
aumento de 33 % de flavonoles en caso de albahaca, un 25 % mas en lechuga y un 26 % mas
en racula, en comparacion al efecto de la luz led blanca. Wang et al. (2018), en su trabajo
con Anoectochilus roxburghii cultivado en camara de crecimiento con irradiaciones de luz
azul (8 h por 40 dias) argumentan un aumento en la concentracién de polifenoles y
flavonoides en un 24.2 %. Varios estudios demuestran que la luz UV-B es efectiva para

inducir la produccion de flavonoides, como se muestra en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Impacto de la irradiacion con luz UV-B en la produccion de compuestos bioactivos en plantas.

Especie Exposicion Método de cultivo Respuesta Referencia
Pisum sativum 3 h por 60 dias ex vitro Aumento del contenido de kaempferol (72 %) Choudhary y
después de y quercetina (114 %) Agrawal (2014)
germinacion
Medicago sativa 8 h por dia ex vitro Niveles bajos de UV-B mejoraron el contenido  Gao et al. (2019)
de flavonoides
Sideroxylon capiri 4h in vitro callo, MS, 1 Aumento significativo del contenido de fenoles Martinez-Silvestre

mg/L 2,4-Dy 1 mg/L
TDZ

y flavonoides.

et al. (2022)

Carum copticum

30 min por 15

in vitro MS 4 uM BA

Disminucion de clorofilas totales, asi como

Mehranzadeh et al.

dias carotenoides, aumento en el contenido de (2020)
fenoles y antocianinas.
Hypericum 45 min por 5 invitroMS,0.5mg/L Acumulacion de fenoles, flavonoides e Naml etal. (2014)
retusum Aucher  dias BA hipericina
Withania 4-5h in vitro Mejora total de fenoles 1.72 y 1.76 veces mas Tripathi et al. (2021)
coagulans que el control, influencia negativa en el

contenido de clorofila 'y maquinaria

fotosintética.
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2.4.5 Cromatografia de capa fina (CCF)

La mejora del contenido de flavonoides en las plantas se ha convertido en un objetivo
atractivo para satisfacer las crecientes demandas alimentarias. Comprender la produccion y
el perfil de flavonoides en diferentes variedades de plantas, asi como las diferencias inducidas
por factores genéticos, al ambiente de crecimiento y métodos de cultivo, son necesarias para
desarrollar estrategias efectivas de mejora de cultivos y garantizar la seguridad alimentaria.
El anélisis detallado del perfil de flavonoides permite la identificacion precisa de estos
compuestos y su variabilidad en respuesta a diversos factores, lo que proporciona
informacion valiosa para la seleccion y el desarrollo de variedades de plantas con perfiles

nutricionales y funcionales mejorados (Fuentes-Alventosa et al., 2008; Sarker y Oba., 2020).

La cromatografia en sentido general se define como un proceso mediante el cual una mezcla
es separada en sus diferentes elementos individuales. Este proceso se basa en la distribucion

de equilibrio entre dos fases (Patel et al., 2022).

La cromatografia de capa fina (CCF) se centra en adsorcion solido-liquido, este proceso
ocurre cuando la fase estacionaria (muestra) interacciona con la fase moévil liquida a través
de una interaccion de alta superficie. Ademas, una fase gaseosa satura la camara lo que
repercute drasticamente en los resultados de separacion (Cai, 2014; Patel et al., 2022). En la
técnica, las moléculas son corridas entre dos estados, libre (moléculas disueltas en la fase
movil) y adsorbido (moléculas adheridas temporalmente a la fase estacionaria por fuerzas
intermoleculares). El movimiento de las sustancias a través de la placa depende de diferentes
fuerzas entre moléculas (Cai, 2014). Esta técnica se enfoca a la regla de solubilidad la cual
menciona que “Lo semejante se disuelve en lo semejante”, en este sentido si la muestra
comparte compuestos similares a la fase movil liquida, esta serd llevada mas lejos en la
cromatoplaca. Los compuestos menos afines a la fase movil liquida y mas similar a la
cromatoplaca se quedaran en la parte posterior, realizando asi la separacion de compuestos

(Kumar et al., 2013; Patel et al., 2022).

Los compuestos ya separados en la CCF son generalmente visualizados por absorbancia o
fluorescencia, ya sea originada por el propio elemento o amplificada por agentes reveladores

(Vallejo-Rosero et al., 2021).
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Esta técnica es empleada en la industria alimentaria para separar e identificar compuestos
organicos, estudiar varias reacciones, caracterizacion y aislamiento de varios compuestos
como acidos, alcoholes, glicoles, amidas, alcaloides, vitaminas, aminoacidos, proteinas, asi
como en la determinacion de pesticidas y/o fungicidas y metabolitos secundarios como los

flavonoides (Bele y Khale, 2011; Patel et al., 2022).
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III. JUSTIFICACION
Opuntia sp. es un cultivo mundialmente conocido por ser aprovechado como forraje, materia

prima para la elaboracion de productos con valor agregado, asi como su importancia en el
area de los alimentos y la salud, debido a su contenido nutricional y tipo y concentracion de
metabolitos, en donde destacan los flavonoides. Los flavonoides han sido ampliamente
reconocidos por sus propiedades bioactivas como anticancerigenas, antimicrobianas,
antiinflamatorias y antioxidantes, entre otras. Por lo cual, la industria farmacéutica y

alimentaria han intensificado el interés en productos naturales como éstos.

No obstante, el nimero de factores que afectan la produccion de flavonoides dentro de las
cactaceas, en particular en el género Opuntia, restringe su obtencion en cantidad y calidad
adecuada, lo que resulta en un ineficiente aprovechamiento. Asi pues, se genera la necesidad
de buscar estrategias para controlar y/o aumentar la produccion de flavonoides en plantas de
Opuntia sp.; por ello los biorreactores de inmersion temporal (BIT, herramientas derivadas
del cultivo de tejidos vegetales), pueden ser una alternativa para estudiar el efecto de
variables en la produccion, concentracion y tipo de flavonoides a producir. De esta manera
el presente proyecto aport6 evidencias para el uso de BIT en la mejora alimenticia de especies

del género Opuntia.
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IV. HIPOTESIS
La aplicacion de una longitud de onda luminica azul en biorreactores de inmersion temporal

incrementa la acumulacion de flavonoides totales en brotes de Opuntia sp, comparado con el

sistema de medio semisélido.

V. OBJETIVOS
5.1  Objetivo general

Determinar el efecto de una longitud de onda luminica azul en el perfil de flavonoides de
extractos de brotes de Opuntia sp, cultivados en biorreactores de inmersion temporal y en

medio semisolido.

5.2 Objetivos especificos
1. Optimizar un protocolo de biorreactores de inmersion temporal para la proliferacion de

brotes de Opuntia sp.

2. Evaluar y comparar el contenido de mucilago y clorofila en extractos de brotes de Opuntia

sp., cultivados en medio semisolido, sistema BIT, asi como de plantas in situ.

3. Determinar el contenido de flavonoides totales y actividad antioxidante por efecto de una
onda luminica en extractos etandlicos de brotes de Opuntia sp., cultivados en medio

semisolido, sistemas BIT.

4. Analizar el perfil de flavonoides por cromatografia de capa fina de extractos de brotes de

Opuntia sp. cultivados en medio semisdlido y sistema BIT, asi como de plantas in situ.
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VI.  MATERIALES Y METODOS
6.1 Recolecta y establecimiento in vitro

El material vegetal Opuntia sp. de partida para el establecimiento del cultivo in vitro se
recolectd a partir de plantas madre establecidas en un huerto en Ziracuaretiro, Michoacéan
(coordenadas 19°24°17.2” N y 101°53°54.2” O). Se seleccionaron cladodios fisioldgica y
sanitariamente adecuados. Los cladodios fueron colocados en cajas de cartdon, para ser
trasladados al laboratorio de bromatologia de la Facultad de Agrobiologia “Presidente
Judrez” de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, ubicada en Uruapan,

Michoacan.

Se realiz6 un lavado de los cladodios en una solucion de agua con 4 g/L de jabon roma®, 0.1
% de cloro cloralex® y 0.1 % de cloruro de benzalconio durante 40 min posteriormente se
aplico una desinfeccion con una solucion de 5 g/L de oxitetraciclina y 5 g/L de benomilo

durante 4 h en constante agitacion.

Posteriormente los explantes fueron llevados a campana de flujo laminar donde se realizo la
asepsia correspondiente a cada tratamiento (Cuadro 4) y se sembraron en medio semisolido
MS (Murashige y Skoog, 1962) adicionado con 30 g/L de sacarosa, 8 g/L. de agar y pH
ajustado a 5.7.

Cuadro 4. Tratamientos para el establecimiento de Opuntia sp.

Solucion Solucion biocida
Alcohol 70  Cloro 6
Tratamiento detergente 4 g/L 'y (oxitetraciclina y
% %
cloro 0.1 % benomilo 5 g/L)
EV-0 40 min - - -
EV-1 40 min 4h - -
EV-2 40 min 4h 30s 5 min
EV-3 40 min 4h 30s 10 min
EV-4 40 min 4h 30s 15 min

Cada tratamiento fue resumido con la letra “EV” seguido del numero correspondiente. (-) indica ausencia de

exposicion a solucion.
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6.2 Optimizacion de protocolo de micropropagacion de Opuntia sp. en biorreactores
de inmersion temporal

Con los explantes de Opuntia sp. establecidos asépticamente se evaluaron los siguientes
parametros, tiempos de inmersion, concentraciones y tipos de hormonas y volumen de medio
(mL). Para contrastar resultados se cultivaron explantes en MSS (medio semiso6lido) con las

mismas variantes de hormonas.

6.2.1 Frecuencias de inmersion

Se subcultivaron plantulas con una longitud de 1 cm en biorreactores de inmersion temporal.
A cada frasco gemelo se le anadié 300 mL de medio MS completo, suplementado con 1 mg
/L de BA, 30 g/L de sacarosa y pH ajustado a 5.8. Se evaluo el parametro de frecuencias de
inmersion que constd de los tratamientos representados en el Cuadro 5. Las variables
evaluadas fueron longitud del cladodio (cm), biomasa (g) y numero de brotes.

Cuadro 5. Tratamientos para el parametro frecuencias de inmersion de plantulas de Opuntia
sp. en BIT y MSS.

Ciclos por Exposicion de plantas a Toma de datos (dias)
Tratamiento
dia medio
FI-3 3 3 min 30
FI-4 4 3 min 30
FI-6 6 3 min 30
MSS-C - 24 h 30

Para resumir cada tratamiento se utiliz6 las letras “FI” (frecuencias de inmersion) y MSS-C (medio semisolido
control) seguido del nimero del tratamiento.

6.2.2 Induccion de brotes axilares en BIT y MSS

Para la induccion de brotes en BIT y MSS se evalud la adicion de diferentes hormonas,
benciladenina (BA), meta-topolina (mT) y acido 1-naftalenacético (ANA), para esto se
colocaron 5 explantes de 1 cm de longitud previamente establecidos en BIT, con medio MS
suplementado con 30 g/L. de sacarosa, pH ajustado a 5.8 y combinaciones de hormonas
correspondientes a cada tratamiento (Cuadro 6) asi mismo se replicaron los mismos
tratamientos en MSS. Se evalu6 la longitud de cladodio (cm), biomasa (g), nimero de brotes

asi como polifenoles totales, flavonoides y capacidad antioxidante
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Cuadro 6. Tratamientos para el desarrollo de plantulas de Opuntia sp. cultivadas en BIT y

MSS.

Tratamiento BA mT ANA
BH-0 - - -
BH-1 1 mg/L - -
BH-2 - 1 mg/L -
BH-3 1 mg/L - 0.5 mg/LL
BH-4 - 1 mg/L 0.5 mg/LL
MH-0 - - -
MH-1 1 mg/L - -
MH-2 - 1 mg/L -
MH-3 1 mg/L - 0.5 mg/L
MH-4 - 1 mg/L 0.5 mg/L

Para resumir cada tratamiento se utilizo las letras “BH” (BIT) y “MH” (MSS). Los tratamientos utilizados como

control en ausencia de hormona se referencian con “BH-0" y “MH-0". (-) indica ausencia de hormona.

6.2.3 Volumen de medio nutritivo en BIT

Para estudiar el desarrollo de Opuntia sp. en BIT, se emplearon diferentes volumenes de
medio nutritivo. A cada frasco gemelo se le suministro medio MS suplementado con 30 g/L
de sacarosa y 1 mg/L de meta-topolina (mT), con un pH ajustado a 5.8. La variacién en el
volumen del medio se aplico seglin los tratamientos indicados en el Cuadro 7. Las variables

evaluadas fueron longitud del cladodio (cm), biomasa (g) y numero de brotes.

Cuadro 7. Tratamientos para el parametro volumen de medio en BIT.

Tratamiento Volumen de medio (mL)
VB-1 200
VB-2 300
VB-3 400

Para facilitar la distincion de los tratamientos se coloco la letra “V”’ de volumen, seguido del numero del
tratamiento.

6.3  Longitudes de onda luminica
Se investigd el impacto de diferentes longitudes de onda (luz blanca, luz azul y luz

ultravioleta B) en cultivos de biorreactores de inmersion temporal (BIT) y medio semisélido
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(MS) durante un periodo de 30 dias. Se disefiaron cuatro tratamientos, utilizando los cultivos
con luz blanca como grupo control (Cuadro 8). Al término del periodo de cultivo, se

evaluaron las variables de contenido de fenoles, flavonoides y capacidad antioxidante.

Cuadro 8. Tratamientos para el parametro longitud de onda luminica en Opuntia sp.

cultivado en BIT y MSS; LB (Luz blanca), LA (Luz azul), UVB (Ultravioleta B).

Exposicion a

Tratamiento pmol/m?/s H luz H oscuridad
UVB
BIT LB 84.74 16 8 -
BIT LA 23.90 16 8 -
BIT UVB 1.94 16 8 15 min
MSS LB 84.74 16 8 -
MSS LA 23.90 16 8 -
MSS UVB 1.94 16 8 15 min

Para distinguir los tratamientos se implemento las literales “BIT” y “MSS” seguido de la longitud de onda

especifica.

6.4  Extractos de Opuntia sp.

Para la estandarizacion del proceso de extraccion de MSP (metabolitos secundarios de
plantas), se utiliz6 planta madre (PM) in situ de Opuntia sp. las cuales fueron sometidas a
extraccion etandlica y metanolica, siguiendo los protocolos previamente establecidos por
Tranquilino-Rodriguez et al., (2020) y Lopez-Palacios y Pena-Valdivia (2020). Por lo que se
deshidrataron cladodios y se trituraron usando una licuadora. Posteriormente se realizaron
extractos de polvo de Opuntia sp. y solvente en relacion 1:10 p/v, posteriormente se llevaron
a incubacién segun tratamiento (Cuadro 9). Los extractos fueron centrifugados para
recuperar el sobrenadante. Consecuente a la realizacion del analisis de los extractos, se utilizo
el tratamiento que mejores resultados evidenci6 para la evaluacion de los MSP de los sistemas

BIT y MSS.

Cuadro 9. Tratamientos formulados para la elaboracion de extractos de Opuntia sp.

Tratamientos Solvente Temperatura Tiempo Sonicacion

E-1 Etanol 79 % 76 °C 2h 15 min
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E-2 Etanol 79 % 76 °C 4 h 15 min

E-3 Etanol 79 % 90 °C 2h 15 min
E-4 Etanol 79 % 90 °C 4 h 15 min
E-5 Etanol 79 % 76 °C 2h -
E-6 Etanol 79 % 90 °C 2h -
M-1 Metanol 60 % / HC1 6 M 76 °C 2h 15 min
M-2 Metanol 60 % / HC1 6 M 76 °C 4 h 15 min
M-3 Metanol 60 % / HC1 6 M 90 °C 2h 15 min
M-4 Metanol 60 % / HCl 6 M 90 °C 4h 15 min
M-5 Metanol 60 % / HCl 6 M 76 °C 2h -
M-6 Metanol 60 % / HC1 6 M 90 °C 2h -

Para la identificacion de tratamientos se implemento las letras “E” (Etanol 79 %) y “M” (Metanol 60 % / HCI

6 M) seguido del numero de tratamiento.

6.4.1 Cuantificacion de fenoles totales

Los fenoles se ensayaron utilizando el método de Folin-Ciocalteu, como lo descrito por
Tranquilino-Rodriguez et al., (2020) con menores modificaciones. Se afiadi6 una alicuota de
100 pL del extracto a 100 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu y 100 pLL de Na,COs al 15 % se
agito y se incub6 durante 30 min posteriormente se afiadieron 800 pL de agua destilada y se
ley6 la absorbancia a 750 nm en un espectrofotdometro SmartSpec Plus. La curva patrén se
realizo con solucion de 4cido gélico con 5 puntos de referencia. Los resultados se expresaron

en miligramos equivalentes de acido galico por gramo de peso seco (mg EAG/g PS).

6.4.2 Determinacion de flavonoides totales

La determinacion de flavonoides totales se realizd por espectrofotometria basandose en lo
reportado por Lindawati (2018) con menores modificaciones; se tom6 una alicuota de 70 pL.
de cada uno de los extractos proveniente de Opuntia sp., se le agregd 210 pL de etanol, 14
pL de una solucion de AICl; al 10 %, 14 pL de solucidn de acetato de potasio al 1 M y 392
pL de agua destilada, obteniendo un volumen total de 700 pL; la mezcla se incubd por 30
min. Su absorbancia se leyd en un espectrofotometro a una longitud de onda 415 nm. La
curva patron se realizé con quercetina utilizando 6 puntos de referencia. Las unidades fueron

expresadas en miligramos equivalentes de quercetina (mg EQ/g).
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6.4.3 Actividad antioxidante

6.4.3.1 Ensayo antioxidante ABTS

La actividad neutralizante del radical acido 2,2’azinobis-(3- etilbenzotiazolina)-6-sulfonico
(ABTS) fue medida bajo la metodologia reportada por Tranquilino-Rodriguez et al. (2020)
con menores modificaciones. Se elabor6 una solucion stock 2:1 v/v de ABTS 7 mM y 2.45
mM de solucién de persulfato de potasio y se dejoé reposar a temperatura ambiente durante
12 h, posteriormente se ajusto con etanol hasta una absorbancia de 0.70 £ 0.02 nm a 734 nm.
Consecuentemente, se mezclé 10 pL de cada muestra con 990 uL de la solucion ABTS
preparada hasta completar un volumen total de 1000 pL. Pasados 15 min, se midi6 la
absorbancia a 734 nm y los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de acido
galico por gramo de peso seco (mg EAG/g PS). La capacidad antioxidante se calculd

mediante la siguiente ecuacion:

A —A
Porcentaje de inhibiciéon ABTS = blanco muema] * 100

Ablanco

Donde:
Abplanco= Absorbancia del blanco.
Anmuestra= Absorbancia de la muestra.

6.4.3.2 Ensayo antioxidante DPPH

Para evaluar la capacidad antioxidante se midi6 la neutralizacion del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidracil (DPPH) mediante lo reportado por Tranquilino-Rodriguez et al. (2020), con
menores modificaciones. Se tomo una alicuota de 30 puL de la muestra, se mezclé con 120
pL de agua destilada y 350 pL. de 0.1 mM de solucién de etanol 80 %/DPPH, para obtener
un volumen de 500 pL. Las muestras se agitaron durante 10 seg y se mantuvieron durante 30
min en oscuridad. Se realizé la curva de calibracion con acido galico utilizando 5 puntos
como referencia. Posteriormente se leyd la absorbancia a 517 nm y los resultados se
expresaron como miligramos equivalentes de 4cido galico por gramo de peso seco (mg

EAG/g PS). La capacidad antioxidante se calcul6 mediante la siguiente ecuacion:

Ablanco - Amuestra

Porcentaje de inhibicién DPPH = * 100

Ablanco
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Donde:
Abplanco= Absorbancia del blanco.

Amuestra= Absorbancia de la muestra.

6.4.3.3 Ensayo antioxidante FRAP
El poder reductor de ion férrico se basé en lo reportado por Urrea-Victoria et al. (2016). Para
esto, se prepararon tres soluciones (A, B y C), las cuales fueron formuladas con los siguientes

componentes:

e A)0.3 M de acetato de sodio disuelto en 230 mL de agua destilada. pH ajustado a 3.6
con 3 mL de 4cido acético glacial y aforar volumen a 250 mL.

e B) 10 mM de 2, 4, 6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ), en 5 mL acido clorhidrico al 40
mM.

e ()20 mM de cloruro férrico en 5 mL de agua destilada.

Se mezclaron las soluciones anteriores en una proporcion 10:1:1. Se tomd 265 pL de esta
mezcla y se adiciono 20 pL de extracto con 15 pL de agua destilada, se incubd durante 30
min. Finalmente, se midi6 la absorbancia a 595 nm. Como estandar se utilizoé una solucion

de 4cido gélico usando 5 puntos como referencia.

6.5  Cuantificacion de clorofila

El contenido de pigmentos vegetales (clorofila) se evalud por el método espectrofotométrico
reportado por Hynstova et al., (2018). Se pipetearon 50 pL de extractos ya preparados (10
mg de muestra en 1 mL de acetona) en la celdilla de cuarzo y se anadieron 150 puL de acetona.
Obteniendo una dilucion 4x del extracto de origen para obtener los valores méaximos de
absorbancia maximo 1.00 unidades de absorbancia (UA). Se realizaron 4 repeticiones por
cada tratamiento. Los diferentes pigmentos; clorofila a (Ca), clorofila b (Cb), clorofilas
totales (Ca+Cb), carotenoides totales (Cx+c) y clorofilas y carotenoides totales (Ccc), se

calcularon con las siguientes ecuaciones:
Ca = (11.24 x A662) — (2.04 * A645) [ug/mL]
Cb = (20.13 * A645) — (4.19 * A662) [ug/mL]

Ca+ Cb = (7.05 * A662) + (18.09 * A645) [ng/mL]
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Cx + ¢ = (1000 * 4470 — 1.90 * Ca — 63.14 x Cb)/214) [ug/mL]
Ccc = (Ca+Cb) + (Cx + ¢) [ug/mL]

Feofitinas totales (Cf) con la ecuacion a continuacion y se expresaron en pg por mL de
solucion de extracto de pigmento. Luego, los resultados se informaron en mg/g PF (peso

fresco).
Cf = (3213 * A653) — (208.4 * A654) [ug/mL]

6.6  Extraccion y cuantificacion de mucilago

Para cuantificar el mucilago, se pesaron 5 g de muestra. Posteriormente se agregaron 5 mL
de agua destilada y se mantuvieron 15 min a bafio Maria en ebullicion; el liquido
sobrenadante se sometio a centrifugacion por 10 min para su separacion, se recuperod el
sobrenadante y se repitid el proceso anterior. El producto de la extraccion se colecté en un
recipiente, se le anadio etanol (enfriado previamente a -18°C) en proporcion 1:3 (p/v) y se
resguardo por 24 h a 5 °C. El mucilago se separ6 por centrifugacion a 2500 g (3000 rpm) por

5 min y se colocd en papel filtro y se peso para su analisis (Maki-Diaz et al., 2015).

6.7  Cromatografia de capa fina (CCF)

Esta prueba se realiz6 a los tratamientos que presentaron mayor acumulacion de flavonoides
con la metodologia establecida en el laboratorio de bromatologia de la Facultad de
agrobiologia “Presidente Juarez”. Se emple6 una placa (CCF) de aluminio de gel de silice
recubierto con indicador fluorescente F254 con un tamafio de 10 x 20 cm, a dicha placa se le

realizo una linea inferior de 1 cm y en la parte posterior de 0.5 cm como referencia.

Para lograr la migracién adecuada de los compuestos fenolicos de los extractos, se llevd a
cabo previamente una hidrolisis siguiendo lo reportado de Santos-Zea et al., (2011). Consistid
en colocar 50 pL de extracto en un tubo Eppendorf y agregar 3 uL de HCI 3.2 M, luego se
llevo a cabo una digestion a 85 °C durante 30 min. Posteriormente, utilizando tubos capilares
de vidrio, se depositaron 7.5 pL de extracto de Opuntia sp. con y sin hidrolisis. De la misma
manera, se aplicaron 7.5 uL de estdndares comerciales de quercetina, kaempferol, catequina,
acido p-cumarico, acido 4-hidroxibenzoico y acido galico, todos a concentraciones de 1

pg/uL. Antes de preparar la CCF, la camara se satur6 con los vapores de la fase movil liquida
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(metanol, acetato de etilo y hexano en relacion 1:3:6). Posteriormente se colocd la CCF en la

camara saturada cuidando que la fase movil no tuviera contacto con la muestra.

La CCF se extrajo cuando la fase movil alcanzo la linea superior de referencia. El
desplazamiento y separacion de los compuestos se observé bajo la lampara UV a 365 nm y
254 nm, ademas de aplicar DPPH al 10 % y AICl3 al 2 % como reveladores. Mediante las
distancias recorridas por los compuestos en la CCF, se calcularon los correspondientes

valores de Fr (factor de retencion) con la siguiente ecuacion:

Dr

Fr= —
"= Dt

Donde: Fr (factor de retencion), Dr (distancia recorrida por el compuesto) y Dt (distancia

total recorrida por el solvente).

6.8  Analisis estadistico

El diseno experimental fue completamente al azar. Se realizé un analisis de varianza con
comparacion de medias utilizando la prueba de HSD de Tukey para diferencias minimas
significativas con un intervalo de confianza de 95 %. Se efectué un andlisis de varianza de
efectos simples para los pardmetros de establecimiento de BIT, MSS y PM. Asi como para la
comparacion de extractos, fenoles, flavonoides, capacidad antioxidante, clorofilas y

mucilago.

Los analisis estadisticos se realizaron mediante el programa estadistico JMP. El ANOVA se
aplico para determinar diferencias significativas entre tratamientos y cuando fueron

significativas se sometieron a la prueba de HSD de Tukey al 5 % de probabilidad (p<0.05).
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Recolecta y establecimiento in vitro

El material vegetal para el desarrollo de esta investigacion se recolect6d de un huerto de nopal
ubicado en Ziracuaretiro, Michoacan, con coordenadas 19°24'17.2" Ny 101°53'54.2" O. Para
el correcto conocimiento del material bioldgico de partida con el que se trabajo, se mandaron
a identificacion pencas de nopal previamente deshidratadas las cuales fueron recibidas y
depositadas en el Instituto de Ecologia, A. C. (INECOL), mismas que fue identificada como
Opuntia velutina con base a caracteristicas morfoldgicas y registrada con nimero IEB-

273300.

Dentro de los resultados para establecimiento in vitro, se observaron porcentajes de
mortalidad por contaminacion de 16.67 a 100 % (Figura 6), en el cual EV-0 (control) reportd
estadisticamente la mayor pérdida. La mortalidad por oxidacion mostrd porcentajes entre
26.67 a 40 %, contrario a un porcentaje de explantes establecidos de 0 a 50 %, donde el
control (EV-0) obtuvo nulo porcentaje de explantes establecidos in vitro, no obstante, los
tratamientos EV-1, EV-3 y EV-4 mostraron los mayores valores de sobrevivencia
estadisticamente iguales, siendo el EV-1 el adecuado para el protocolo de establecimiento,

ya que se reduce la aplicacion de solventes, el cual evita la oxidacion.

En trabajos reportados en literatura para el establecimiento, Judrez y Passera (2002), al
trabajar con Opuntia ellisiana Griff reportaron alrededor de un 12 % de explantes
contaminados, tras una asepsia que consté de Tween 80, hipoclorito de sodio y cloruro de
benzalconio. Ademéas, Mabrouk et al. (2021), al establecer Opuntia spp. con hipoclorito de
calcio y Tween 20 evidenciaron un promedio de sobrevivencia cerca del 100 % y mediante
un perfil de prediccion recomiendan una solucion de hipoclorito de calcio (4.23 %) y Tween
20 (0.4 %) por un tiempo de 10 min para el establecimiento. Si bien el uso de agentes
desinfectantes como hipoclorito de calcio/sodio, cloruro de benzalconio y Tween puede ser
una opcion para aumentar el porcentaje de establecimiento (sobrevivencia), llegan a tener
efectos en el material vegetal como oxidacidon o necrosis, por lo cual prescindir de ellos se
refleja en resultados efectivos, como en el presente trabajo donde con solucién jabonosa y

biocida se obtuvo un 50 % de explantes establecidos.
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Figura 6. Establecimiento en MSS de O. velutina tras los diferentes tratamientos de asepsia:
EV-0) enjuague con agua y solucion de jabon; EV-1) Solucién biocida; EV-2) Cloro al 6 %
por 5 min; EV-3) Cloro al 6 % por 10 min; EV-4) Cloro al 6 % por 15 min. Letras iguales

indican valores estadisticamente iguales entre colores a p<0.05.

7.2 Optimizacion de protocolo de micropropagacion de O. velutina en biorreactores

de inmersion temporal

7.2.1 Frecuencias de inmersion

Los resultados de las variables de longitud y biomasa de cladodio a los 30 dias mostraron
que el tratamiento FI-3 (3 ciclos de inmersion por dia) presentd una diferencia contundente
en comparacion al control (MSS-C) ver Figura 7. Con base en trabajos relacionados con el
género Opuntia cultivado en BIT se reportan resultados similares como lo expuesto por
Nogueira et al. (2019), quienes con una frecuencia de 6 veces por dia y 3 min de inmersion
evidenciaron una longitud y peso de cladodio de 1.73 cm y 0.34 g, en cuanto a MSS
mostraron una longitud de 1.4 cm y una biomasa de 0.20 g. Por otro lado, Sani et al. (2020)

al trabajar con Ananas comusus L. en sistemas de inmersion temporal reportan que al aplicar
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BA al medio de cultivo se reduce la longitud de los brotes. En los BIT las frecuencias de
inmersion son decisivas ya que este factor determina la asimilacion de nutrientes y que se ve
reflejado en el aumento de biomasa (Melviana et al., 2021). Para O. velutina frecuencias de
inmersion de 3 ciclos fue lo adecuado lo cual influy6 drasticamente en la longitud y biomasa
de cladodio. Este aspecto es crucial durante la transicion del cultivo en MSS a BIT y su
impacto varia segun la especie, dado que frecuencias de inmersion inapropiadas pueden tener
consecuencias negativas en el desarrollo del explante (Bello-Bello et al., 2021). El uso de
medio liquido junto con la agitacion provocada por el ingreso de aire a los frascos reduce la

dominancia apical, lo que incide en un aumento de la biomasa (Kikowska et al., 2022).
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Figura 7. Respuesta de O. velutina a diferentes frecuencias de inmersion (FI) comparado con
medio semisolido control (MSS-C) a los 30 dias de cultivo. Letras iguales indican valores

estadisticamente iguales entre colores a p<0.05.

7.2.2 Estimulacion de la produccion de brotes en BIT y MSS
El efecto de las diferentes hormonas en la estimulacion de la produccion de brotes fue

evaluado después de 30 dias de su cultivo en BIT y MSS (Figura 8). Mediante el analisis
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estadistico se pudo observar que la mayor proliferacion de brotes se encontré en los
tratamientos en BH-2 (1 mg/L mT) y en medio semisoélido en particular MH-1, MH-2, MH-
3 y MH-4, siendo estadisticamente diferentes en contraste a los controles. La regeneracion
de la planta y multiplicacién durante la micropropagacion es afectada por el tipo y
concentracion de la hormona que se utilice, en especial las citoquininas que, si bien tienen

un importante papel en la division celular y en parte responsable de la proliferacion de brotes,
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es de importancia ya que determina la respuesta del explante (Aremu et al., 2012).
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Figura 8. Efecto de la dosis hormonal en la proliferacion de brotes de O. velutina cultivado
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en BIT y MSS, obtenidos a los 30 dias. Letras iguales indican valores estadisticamente

iguales entre columnas a p<0.05.

El limitado desarrollo de brotes en BIT se especula en condiciones de hipoxia generada por
el medio liquido ya que el género Opuntia es portadora de metabolismo CAM lo que implica
la apertura estomatica nocturna y al coincidir las inmersiones con los periodos criticos de
captacion de CO; se suscita la reduccion en el crecimiento y desarrollo de brotes (Martinez-

Arroyo et al, 2023). La regeneraciéon y multiplicacion de brotes en etapas de
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micropropagacion se ve afectado por la concentracion de citoquininas, como BA, ya que
estos reguladores de crecimiento se especializan en procesos de division celular y
organogénesis. Asi mismo la reduccion en la longitud de cladodio se ve relacionada al efecto
toxico que ejerce BA, debido a la acumulacion y liberacion de metabolitos, lo cual conlleva
la inhibicidn del crecimiento y que puede verse aumentado por la inmersion periodica de los

explantes al medio liquido (Aremu et al., 2012; De Souza et al., 2019).

De Souza et al. (2019) evaluaron el uso de mT y BA en el desarrollo de Opuntia stricta Haw
y reportaron una formacién de brotes 10.63 brotes por explante con el uso de mT en MSS,
en cambio en los explantes cultivados en medio liquido con mT mostraron un aumento en el
indice de formacion de brotes (IFB) de 52 % en comparacion a BA (0.20 IFB). Por su parte
Dewir et al. (2023) afirman que el cultivo en sistemas de inmersion es efectivo para la
activacion de areolas de Hylocereus polyrhizus lo que resulta en una mayor multiplicacion
de yemas axilares seis veces mas que en medio semisolido. De acuerdo con Shekhawat et al.
(2021) en su estudio con Scaevola taccada el uso de 1 mg/L mT indujo una respuesta de 4.1
brotes por explante en comparacion a 1 mg/L de BA que produjo un promedio de 3.6 brotes
por explante en MSS siendo estadisticamente diferentes y en medio liquido el uso de 0.25
mg/L de mT indujo la proliferacion de brotes de 22 por explante, en cambio el uso de 0.25
mg/L de BA demostr6 una proliferacion de 19.2 brotes por explante. Lo cual evidencia la
eficacia de la mT en contraste con BA. Con esto se aporta primeros resultados acerca del
cultivo de O. velutina cultivado en MSS y BIT, que, si bien se evidenci6 proliferacion de

brotes en MSS en BIT con el uso de mT, la proliferacion de brotes fue evidente.

7.2.3 Volumen de medio nutritivo en BIT

Los resultados revelaron variaciones significativas al usar diferentes volimenes de medio en
BIT entre tratamientos VB-1, VB-2 y VB-3 (Figura 9). El tratamiento VB-2 (300 mL) mostré
los mejores resultados en cuanto a longitud, con un promedio de 1.913 cm y una media de
brotes de 1.2; mientras que los tratamientos VB-1 y VB-3 fueron estadisticamente iguales en
cuanto a biomasa con el tratamiento VB-2, pero estadisticamente menores en las variables
de longitud y numero de brotes. Estos resultados sugieren que el volumen del medio de
cultivo influye significativamente en el crecimiento y desarrollo de O. velutina, en contraste

Etienne y Berthouly, (2002) argumentan que el volumen de medio no afecta la longitud de
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los brotes. Por otro lado, Ayub et al. (2021) mencionan que el volumen de medio en BIT
influye en la proliferacion de brotes. Asi mismo, este factor también es importante ya que
controla la respuesta morfogénica y la calidad de los brotes en los sistemas BIT lo que
repercute asi también en mayor biomasa (Roels et al., 2005). Las plantas cultivadas exudan
productos quimicos extracelulares que incitan a la formacion de brotes, los cuales cuando se
usan grandes volimenes de medio tienden a diluirse (Etienne y Berthouly, 2002). En un
estudio de Ananas comosus L. Merr en un sistema de inmersion temporal por Escalona et al.
(1999), encontraron que para la proliferacion de brotes el volumen 6ptimo es de 200 mL, en

su caso volumenes superiores afectaban negativamente la tasa de proliferacion.
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Figura 9. Volumen de medio nutritivo sobre O. velutina cultivado en BIT, obtenidos a los 30

dias. Letras iguales indican valores estadisticamente iguales entre colores a p<0.05.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo fueron superiores a lo reportado por Nogueira
et al. (2019), quienes evaluaron Opuntia y Nopalea cv. Mitda, Oreja de elefante mexicana e
[PA-Sertania cultivado en BIT en 300 mL de medio liquido MS suplementado con 200 mg/L

de acido ascorbico, 0.25 mL de plant preservation mixture (PPM) 0.5 mg/L de éacido 1-
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naftalenacético (ANA) y 1 mg/L de BA a frecuencias de inmersion cada 4 h por 3 min donde
reportaron longitud y peso de cladodio de 1.73 cm y 0.34 g, sin presentar brotacion. Para este
estudio, el volumen optimo fue de 300 mL ya que promovid un crecimiento significativo en
longitud y un mayor niimero de brotes en O. velutina. Este resultado destaca la importancia

de personalizar las condiciones de cultivo para cada especie y sistema.

7.3 Extractos de Opuntia velutina

7.3.1 Cuantificacion de fenoles totales

Los resultados obtenidos mostraron diferencias significativas entre tratamientos donde los
tratamientos E-5, E-6, M-4, M-5 y M-6 evidenciaron la mayor extraccion de fenoles totales
con rangos entre 1.293 y 1.543 mg EAG/g PS de nopal en comparacion con los tratamientos
E-2 (etanol 79 % a 76 °C por 4 h sonicados) y E-3 (etanol 79 % a 90 °C por 2 h sonicados)
que exhibieron la menor extraccion de 0.490 y 0.584 mg EAG/g PS de nopal (Figura 10).
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Figura 10. Cuantificacion de fenoles totales de cladodios de O. velutina in situ (PM),

obtenidos de huerto en Ziracuaretiro. Letras iguales indican valores estadisticamente iguales
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entre columnas a p<0.05. E-1) Etanol 76 °C/2 h sonicado; E-2) Etanol 76 °C/4 h sonicado;
E-3) Etanol 90 °C/2 h sonicado; E-4) Etanol 90 °C/4 h sonicado; E-5) Etanol 76 °C/2 h sin
sonicar; E-6) Etanol 90 °C/2 h sin sonicar; M-1) Metanol 76 °C/2 h sonicado; M-2) Metanol
76 °C/4 h sonicado; M-3) Metanol 90 °C/2 h sonicado; M-4) Metanol 90 °C/4 h sonicado;
M-5) Metanol 76 °C/2 h sin sonicar; M-6) Metanol 90 °C/2 h sin sonicar.

Estos resultados fueron superiores a lo reportado por Tranquilino-Rodriguez et al. (2020),
quienes reportaron las concentraciones de fenoles totales de 1.039 mg EAG/g de nopal con
un método de extraccion de etanol 70 % a una temperatura de 76 °C por 2 h. A su vez los
resultados reportados por Rocchetti et al. (2018), en extractos hidroalcohdlicos de nopal
obtuvieron una extraccion de fenoles de 2.633 mg EAG/g PF. En otro estudio realizado por
Kopjar et al. (2014), en el que trabajaron con diferentes solventes para la extraccion de
fenoles de puré de cereza agria reportaron valores para etanol (305.11 mg EAG/kg) y metanol
/ HCI 0.5 % (389.44 mg EAG/kg) argumentando que el metanol es el solvente apropiado.
Chirinos et al. (2007), argumentan que la adicion de 4cido en el solvente de extraccion tiene
efectos como la disolucion de compuestos polifenodlicos, que son parte de polimeros
relacionados con la pared celular, a través de un mecanismo de hidrdlisis y puede actuar en
la desintegracion de las paredes celulares, dando como resultado la solubilidad de los

compuestos polifenolicos.

El tratamiento E-6 (Etanol 79 % a 90 °C por 2h sin sonicacion) se selecciondé como el método
Optimo para la extraccion de fenoles tras analizar los resultados. Este tratamiento se destaco
por su alta eficiencia, la seguridad del solvente utilizado (etanol) y la practicidad del proceso.
Por esta razon, E-6 se utilizo para extraer compuestos fenolicos de O. velutina, cultivada bajo
diferentes métodos de cultivo y tratamientos hormonales, obteniéndose valores que oscilaron
entre 1.543 y 2.318 mg EAG/g PS (Figura 11). Destacaron los tratamientos MH-2, BH-3,
BH-4 y BH-2 por su alto contenido de fenoles totales, siendo el tratamiento MH-2 el que
mostrd el mayor aumento, con un incremento del 50.23 % en comparacion con el control

PM, que presento la concentracion mas baja de fenoles totales.
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Figura 11. Cuantificacion de fenoles totales de cladodios de O. velutina bajo diferentes
métodos de cultivo y hormonas. Para distinguir los tratamientos se implement¢ las letras “B”

(BIT), “M” (MSS) y “PM” (planta madre). Letras iguales indican valores estadisticamente

iguales entre columnas a p<0.05.

En un estudio realizado por Szopa et al. (2019) utilizando extractos de microbrotes de S.
chinensis mencionan que el uso y tipo de biorreactores aumenta el contenido de fenoles
totales. Asi mismo Valdez-Tapia et al. (2014) en su trabajo con Castilleja tenuiflora cultivada
en biorreactores de inmersion temporal tipo RITA reportaron que existe una acumulacion de
fenoles totales en brotes. Malik et al. (2018) tras su estudio con Rosa canina evidenciaron
que el uso de BIT incrementa la acumulacién de compuestos fenolicos en comparacion con
MSS, donde obtuvieron una acumulacién de 23.40 mg AC/g PS (miligramos de &cido
clorogénico por gramo de peso seco) en comparacion a MSS que obtuvo 11.4 mg AC/g,
también mencionan que incluso las condiciones desfavorables de cultivo aumentan la
produccion de estos compuestos. En otro estudio realizado por Ruta et al. (2020) con Lycium

barbarum evaluaron la acumulacion de compuestos polifenodlicos en BIT y MSS donde
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evidenciaron que existido un aumento de 23.6 mg EAG/g PS para BIT en comparacién a MSS
con 19.4 mg EAG/g PS lo cual evidencia el potencial de los BIT en la produccion de
fitoquimicos. Por otro lado, Aremu et al. (2012) cuantificaron fenoles totales con el uso de
diferentes citoquininas en las que mencionan el uso de mT y BA en cultivos en MSS, tras sus
resultados evidencian la diferencia de rendimientos que ejerce la mT en comparacion BA,
donde mT reportd un 33.7 mg EAG/g PS en comparacion a BA con 31.7 mg EAG/g PS de
Musa spp. Amoo et al. (2012) reportan que el uso de mT en Aloe arborescens cultivada en
MSS influye en la acumulacion de fenoles en comparacion a BA, mostrando resultados para

mT de 18.1 mg EC/g PS y para BA 17 mg EC/g PS.

En cuanto a las diferentes longitudes de onda luminica y métodos de cultivo, se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos. En la Figura 12, se observo que el
tratamiento con mayor acumulacion de fenoles totales fue el BIT LA, con un promedio de
3.569 mg EAG/g PS de nopal. En comparacion al tratamiento MSS UVB quien evidenci6 la
menor acumulacién de fenoles totales, siendo estadisticamente inferior. Estos resultados
sugieren que tanto la longitud de onda como el método de cultivo pueden influir en la

cantidad de fenoles totales producidos por las plantas de O. velutina.

La correlacion entre los fenoles totales y el tipo de luz empleado, se observo una asociacion
significativa con una R= 0.73. Esto indica que aproximadamente el 73 % de la variabilidad

en los fenoles totales puede ser atribuida al tipo de luz utilizada en el cultivo de O. velutina.
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Figura 12. Cuantificacion de fenoles totales de cladodios de O. velutina bajo cultivo en BIT,
MSS y longitudes de onda. Para distinguir los tratamientos se implemento las letras “BIT”
(biorreactor de inmersion temporal), “MSS” (medio semisélido). Letras iguales indican

valores estadisticamente iguales entre columnas a p<0.05.

En diversos estudios, se ha mencionado que la exposicion a luz UV-B puede influir en la
acumulacion de fenoles totales. Por ejemplo, Chen et al. (2019) encontraron que el uso de
luz UV-B durante 4 h al dia durante 3 dias en 7riticum aestivum llevo a un aumento en el
contenido total de fenoles totales de 592 mg EAG/100 g, en comparacion con el control que
presento una acumulacion de 490 mg EAG/100 g. En otro estudio realizado por Mosadegh
etal. (2018) con cultivos de Ocimum basilicum, también se reportd un aumento en el
contenido de fenoles totales después de la exposicion a luz UV-B durante 3 dias. Asimismo,
Dou et al. (2019) informaron un aumento en el contenido de estos compuestos en Ocimum
basilicum, con un aumento del 28 % al 126 % después de la exposicion a luz UV-B. A pesar
de que estos estudios han mostrado un aumento en la acumulacion de fenoles debido a la

exposicion a luz UV-B en otras especies, en el presente estudio particular con O. velutina, no

49



se observaron resultados similares. Sin embargo, este efecto puede verse atribuido a la

adaptacion de O. velutina a ambientes de alta radiacion.

En relacién con la luz azul, los resultados mostraron una mayor concentracion de fenoles
totales en comparacion con el estudio de Jeong et al. (2012) realizado en Chrysanthemumi;
en su investigacion, se observo una disminucion en la concentracion de fenoles totales en las
plantas expuestas a luz azul en comparaciéon con las expuestas a luz blanca. En contraste,
Johkan et al. (2010) encontraron resultados diferentes en lechuga de hojas rojas, donde la
exposicion a luz azul condujo a un aumento en la concentracion de fenoles en comparacion
con la luz blanca. En este estudio, se reportaron concentraciones de 118 nmol/mg PS para luz
azul y 75.7 nmol/mg PS para luz blanca. En el presente estudio con O. velutina, se observo
un incremento en la concentracion de fenoles con la exposicion a luz azul, lo que sugiere una

posible respuesta especifica de esta planta a esta longitud de onda.

7.3.2 Determinacion de flavonoides totales

Se determind la concentracion de flavonoides de los extractos de O. velutina (PM). Dentro
de los resultados, se reportaron valores que oscilaron entre 0.330 a 2.804 mg EQ/g PS de O.
velutina; donde se evidencié que para la obtencién de compuestos el etanol al 79 % presento
los mayores resultados en contraste al metanol 60 % / HCI 6 M, aunado a esto la temperatura
no fue un factor determinante, sin embargo se logr6 identificar que el tiempo de maceracion
entre 2 y 4 h incidieron en la extraccion, en la Figura 13 se observa que los tratamientos con
mayor extraccion fueron los tratamientos E-6 (Etanol 79 % a 90 °C por 2 h sonicado) y E-5
(Etanol 79 % a 76 °C por 2 h sin sonicar) este Ultimo siendo estadisticamnete igual con el
tratamiento E-4 (Etanol 79 % a 90 °C por 4 h sonicado). La temperatura tiene un papel
importante en la extraccion, donde una mayor temperatura de extraccion ayuda en la difusion
de los compuestos contenidos en las células vegetales y ser disueltos en por el solvente (Wai
y Chiang, 2014). En cuanto al tiempo de extraccion, se menciona que al aumentar este
parametro los rendimientos aumentaran y después disminuiran, presuntamente a la
sobreexposicion a la temperatura, por lo cual es importante mantener un equilibrio entre estos
dos parametros (Oliveira et al., 2020). Por su parte, Xu et al., 2013, afirman que en un tiempo
de extraccion de alrededor de 2 h a 90 °C es optimo para la extraccion de flavonoides en

forma de aglicona de Fructus sophorae.
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Figura 13. Cuantificacion de flavonoides totales obtenidos en extractos de cladodios de O.
velutina in situ. Letras iguales indican valores estadisticamente iguales entre columnas a
p=<0.05. E-1) Etanol 76 °C/2 h sonicado; E-2) Etanol 76 °C/4 h sonicado; E-3) Etanol 90 °C/2
h sonicado; E-4) Etanol 90 °C/4 h sonicado; E-5) Etanol 76 °C/2 h sin sonicar; E-6) Etanol
90 °C/2 h sin sonicar; M-1) Metanol 76 °C/2 h sonicado; M-2) Metanol 76 °C/4 h sonicado;
M-3) Metanol 90 °C/2 h sonicado; M-4) Metanol 90 °C/4 h sonicado; M-5) Metanol 76 °C/2

h sin sonicar; M-6) Metanol 90 °C/2 h sin sonicar.

En los resultados del presente trabajo se observo que los tratamientos que presentaron mayor
extraccion de flavonoides son los constituidos por etanol al 79 %. Los resultados obtenidos
fueron inferiores a lo reportado por Tranquilino-Rodriguez et al. (2020) quienes evidenciaron
una extraccion de flavonoides de 10.39 mg EQ/g PS con extracto etanolico 96 % a 50 °C por
2 h. En un estudio realizado por Saboonchian et al. (2014), se compar6 el contenido de
flavonoides de hoja y flores de dos variedades de E. angustifolia obtenidos de extractos
etandlicos y metanolicos en el cual reportaron mayor extraccion de flavonoides con solvente
de etanol. A su vez, In-Cheol et al. (2010), mencionan que el etanol es el solvente indicado
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para la extraccion de compuestos flavonolicos en caqui en comparacion con otros solventes
como metanol. Asi mismo Kopjar et al. (2014) indican, que para la extraccion de flavonoides

el etanol es el solvente indicado.

Se compar¢ la acumulacion de flavonoides de extractos provenientes de BIT, MSS y PM tras
los 9 tratamientos. Los resultados obtenidos para flavonoides reportaron valores que van de
2.804 a 4.900 mg EQ/g PS de O. velutina (Figura 14); siendo los tratamientos BH-2, BH-3
y BH-4 quienes presentaron la mayor acumulacion de flavonoides (4.888, 4.900 y 4.757 mg
EQ/g PS), aumentandose alrededor de 74.75 % con respecto a PM (control), que evidencid
estadisticamente el menor contenido de flavonoides (2.856 mg EQ/g PS). El aumento en la
acumulacion de flavonoides se puede ver afectada por la aplicacion de fuerzas mecénicas
ejercida por el ingreso de aire a BIT, las cuales provocan en la planta la generacion de una
mayor actividad de enzimas peroxido dismutasa y pardeamiento lipidico lo cual genera un
estrés y que se relaciona con la produccion de MSP como defensa (Escalona et al., 2003;
Lattanzio et al., 2018). Se encontr6 una correlacion positiva moderada entre las
concentraciones de fenoles totales y flavonoides (r = 0.485). Esto sugiere que a medida que
la concentracion de fenoles totales aumenta, la concentracion de flavonoides tiende a

aumentar en una relacion lineal positiva y significativa.
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Figura 14. Cuantificacion de flavonoides totales obtenidos en extractos de cladodios de O.
velutina bajo diferentes técnicas de cultivo y hormonas. Para distinguir los tratamientos se

implement¢ las letras “B” (BIT), “M” (MSS) y “PM” (planta madre). Letras iguales indican

valores estadisticamente iguales entre columnas a p<0.05.

En el estudio realizado por Pramita et al. (2018), se compar?6 el contenido de flavonoides de
Gynura procumbens cultivadas en BIT de frasco gemelo y plantas ex vitro (planta madre) y
evidenciaron que el uso de BIT obtuvo un rendimiento de 30.67 mg EC/g PS (miligramos
equivalentes de catequina por gramo de peso seco) en comparacion a plantas ex vitro con un
promedio de 5.78 mg EC/g lo que significa un aumento de 5 veces mas a favor de BIT.
Klimek-Szczykutowicz et al. (2020) mencionan que el contenido de flavonoides es
comparable o0 mayor en extractos obtenidos de microbrotes cultivados en biorreactor RITA
que en la planta madre de Nasturtium officinale ex vitro. Asi mismo Szopa et al. (2019)
argumenta que el tipo de biorreactor incide en la acumulacion de flavonoides de plantas
Schisandra chinensis. En cuanto al uso de hormonas vegetales como inductores de

fitoquimicos, Aremu et al. (2012) en un estudio con Musa spp. cultivada en MSS encontraron
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que al usar mT a 20 uM ejerce un efecto en la acumulacion de flavonoides con un promedio
de 22.8 mg EAG/g PS en comparacion a BA (20 pM) que mostr6 un promedio de 20.68 mg
EAG/g PS. En el estudio de Amoo et al. (2012) con Aloe arborescens cultivada en MSS
reportaron para mT una acumulacion de flavonoides de 7.0 mg EC/g PS y para BA 4.4 mg

EC/g PS.

Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos con diferentes longitudes de
onda luminica, como se muestra en la Figura 15. Destacando entre ellos, el tratamiento BIT
LA quien exhibi6 la mayor acumulacion de flavonoides, con un promedio de 8.168 mg EQ/g
PS de nopal, lo que representa un aumento de entre 58.64 y 81.96 % en contraparte a BIT
LB, MSS LB y MSS LA. Por otro lado, los tratamientos que utilizaron UV-B (BIT UVB y
MSS UVB) mostraron acumulaciones bajas, con promedios de 1.684 y 2.147 mg EQ/g PS

de nopal, respectivamente.
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Figura 15. Cuantificacion de flavonoides de cladodios de O. velutina bajo cultivo en BIT,
MSS y longitudes de onda. Para distinguir los tratamientos se implemento las letras “BIT”
(biorreactor de inmersion temporal), “MSS” (medio semisélido), “LB” (luz blanca), “LA”
(luz azul), “UVB” (luz UV-B). Letras iguales indican valores estadisticamente iguales entre

columnas a p<0.05.

En el analisis de correlacion entre las diferentes variables y el tipo de luz utilizado, se
encontraron resultados significativos. La produccién de flavonoides mostrdé una fuerte
correlacion con el tipo de luz utilizada, con una r= 0.80, lo que indica que aproximadamente
el 80 % de la variabilidad en la produccién de flavonoides puede ser explicada por el tipo de
luz empleada. Ademas de una correlacion positiva y significativa entre los niveles de fenoles
totales y flavonoides (r = 0.918), lo que sugiere una relacion estrecha entre estos compuestos

antioxidantes.

Aunque varios estudios han demostrado el potencial de la luz UV-B en la produccion de
flavonoides. En el cultivo de Sideroxylon capiri, Martinez-Silvestre et al. (2022) encontraron
un aumento significativo de flavonoides con el uso de luz UV-B. Del mismo modo, Namli
etal. (2014) observaron un incremento en el contenido de flavonoides e hipericina de
Hypericum retusum Aucher cultivado in vitro. Choudhary y Agrawal (2014) reportaron un
aumento del 72 % en el contenido de kaempferol y del 114 % en quercetina en Pisum sativum
debido a la exposicion a luz UV-B. Sin embargo, los resultados obtenidos en O. velutina
contrastan con lo anteriormente sefialado. En contraparte, estudios como el de Dutta y
Jatothu, (2013) y Fazal et al. (2016) reportaron un aumento en la produccion de fitoquimicos
en el cultivo de S. chirata y en el cultivo de callos de P. vulgaris, respectivamente, cultivados
bajo incidencia de luz azul. Ademas, Becker et al. (2013) en su estudio con lechuga de hoja
roja bajo luz azul encontraron una correlacion positiva entre las concentraciones de
quercetina-glucosidos y azicares reductores, lo que significa que a medida que aumenta la
cantidad de azucares reductores (como la glucosa) también aumentan las concentraciones de
quercetina-glucosidos, esto sugiere que la luz azul puede influir en la cantidad de ciertos
flavonoides glucosidos, lo cual es importante para poder manipular las condiciones de cultivo

y aumentar compuestos bioactivos (Becker et al., 2013), resultados que demuestran que el
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efecto del tipo de luz varia segin la especie de planta y el método de cultivo, como lo

reportado en O. velutina (Figura 15).

7.3.3 Actividad antioxidante

Para la actividad antioxidante, se presentaron diferencias significativas entre tratamientos de
extractos de PM (Cuadro 10); en el ensayo ABTS el mayor porcentaje de inhibicion del
radical fueron los tratamientos etandlicos al 79 %, especificamente los tratamientos E-4 y E-
6 con un 68.45 + 2.276 y 72.02 = 1.758 %, incrementando 148.09 % en contraste a los
tratamientos en metanol 60 %/ HCI 6 M. Dentro del andlisis de compuestos se pudo
evidenciar que los tratamientos mencionados mostraron la mayor concentracion de
flavonoides lo que junto con la selectividad que tienen con el radical ABTS (Wong et al.,
2006) podria estar relacionada con este método de extraccion, por su parte para DPPH los
tratamientos metanolicos 60 %/ HCl 6 M reportaron el mayor porcentaje de inhibicion con
valores que rondan entre 84.67 = 3.374 y 82.39 £+ 1.530 %, demostrando un aumento en la
inhibicion del radical de alrededor de 114.09 % con relacion a los extractos en etanol 79 %
en este sentido la mayor actividad antioxidante ante el radical DPPH puede deberse al efecto
que tiene la extraccion metanodlica hacia compuestos lipofilicos y que se relaciona con la
inhibicion de DPPH (La et al., 2021). Por su parte FRAP mostr6é que el tratamiento M-5
presentd mayor capacidad de reduccion (0.402 = 0.018 mg EAG/g PS), comparado con los

tratamientos etanolicos.

Los resultados obtenidos fueron similares para ABTS a lo reportado por Tranquilino-
Rodriguez et al. (2020), donde evaluaron la actividad antioxidante de O. ficus-indica y
reportaron una extraccion de 0.644 mg EAG/g con extracto etandlico al 74 % a 62.1 °C por
30 min, para DPPH los resultados fueron superiores donde reportaron una extraccion de
0.162 mg EAG/g de extracto etanolico 70 % a 76 °C por 75 min. Por otro lado, Kopjar et al.
(2014), argumentan que los solventes de etanol y metanol presentan valores ligeramente
superiores al uso de solventes acidificados. En resultados obtenidos por Mushtaq et al.
(2015), demostraron que los metabolitos extraidos con metanol acidificado al 0.5 N

mostraron una actividad de captacion del radical DPPH de entre 79.29 a 92.27 %.
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Cuadro 10. Porcentaje de inhibicion de los radicales ABTS, DPPH y poder reductor del ion
férrico (FRAP) de extractos de O. velutina in situ (PM).

Tratamientos % Inhibicion ABTS % Inhibicion DPPH FRAP (mg EAG/g)

E-1 48.623+4.291 © 42.817 +17.332 DE 0.091+0.014 P
E-2 48.502 +2.452 € 31.654 +3.518 FF 0.085+0.014 P
E-3 52.826+5.086 € 32222 +4.143 FF 0.080+0.011 P
E-4 68.454 +2.276 AB 51.550 +4.530 ©¢P 0.131+0.011 P
E-5 63.550+5.823 B 38.007 +£9.226 DEF 0.146 £0.012 P
E-6 72.002 +1.758 A 41.051 +£3.610 DE 0.237+0.011 ©
M-1 2289941337 G 63.566 + 3.890 BC 0.323+0.017 B
M-2 23.937 +3.396 FO 67.881 £ 3.400 B 0.307 +£0.048 B
M-3 25.362 +3.423 FEFG 34367 +7912 FF 0.297 +£0.049 BC
M-4 31.135+0.832 DE 24755+ 6.778 F 0.254+0.019 BC
M-5 29.663 + 3.374 DEF 84.674 +£2.787 A 0.402+0.018 A
M-6 32.557+1.530 P 82.391 +1.361 A 0.093+0.013 P

*Tratamientos: E-1) Etanol 76 °C/2 h sonicado; E-2) Etanol 76 °C/4 h sonicado; E-3) Etanol 90 °C/2 h sonicado;
E-4) Etanol 90 °C/4 h sonicado; E-5) Etanol 76 °C/2 h sin sonicar; E-6) Etanol 90 °C/2 h sin sonicar; M-1)
Metanol 76 °C/2 h sonicado; M-2) Metanol 76 °C/4 h sonicado; M-3) Metanol 90 °C/2 h sonicado; M-4)
Metanol 90 °C/4 h sonicado; M-5) Metanol 76 °C/2 h sin sonicar; M-6) Metanol 90 °C/2 h sin sonicar. Letras

iguales indican valores estadisticamente iguales entre columnas a p<0.05.

Tras haber realizado las pruebas correspondientes para la actividad antioxidante de la planta
madre in situ, se continuo con el analisis de la capacidad antioxidante del material vegetal
cultivado en diferentes métodos de cultivo y hormonas vegetales y poder realizar la
comparacion con PM. En cuanto a los resultados se muestra que los explantes cultivados en
BIT con diferentes hormonas mostraron el mayor porcentaje de inhibicion del radical ABTS
con porcentajes que oscilaron entre 84.93, +3.768 y 88.55 £ 1.015 %. Asi mismo se encontrd
una inhibicion significativa de DPPH en el tratamiento BH-4 (1 mg/L mT + 0.5 mg/L ANA),
en contraparte MSS evidencié la mayor actividad antioxidante para FRAP (0.864 + 0.091 y
0.995 £+ 0.031 mg) a diferencia de los tratamientos en BIT y PM. Con base a esto se encontro
una correlacion altamente significativamente negativa entre el porcentaje de inhibicion del

radical ABTS y la reduccion del ion férrico FRAP de r = - 0.707, lo que indica que a medida
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que aumenta el porcentaje de inhibicion del radical ABTS, el valor de FRAP disminuye
significativamente. En el presente estudio se encontrd la mayor concentracion de flavonoides
en los tratamientos BIT, lo que indica de acuerdo con lo reportado por Wong et al. (2006)
donde mencionan que los flavonoides tienen una alta afinidad en la neutralizacion del radical

ABTS, pero no presentan la misma eficacia en contra a los radicales DPPH.

Cuadro 11. Resultados de actividad antioxidante mediante DPPH, ABTS y FRAP en
extractos de O. velutina en BIT, MSS y PM.

Tratamiento % de inhibicion % de inhibicion DPPH FRAP (mg EAG/g PS)

S ABTS

BH-1 88.551 £ 1.015 A 34.496 +0.233 E 0.618+0.050 P
BH-2 87.971 £1.232 A 35.581 £4.419 DE 0.760 £ 0.105 ©P
BH-3 86.304 +1.014 A 38.527 + 0.853 CPE 0.722 +0.028 ¢P
BH-4 84.928 +3.768 AB 73.411+3.101 A 0.777 £0.041 BCP
MH-1 79.493 + 0.508 BC 45.039 +(0.853 BC 0.995 +0.031 4
MH-2 78.116 +3.406 € 45736 +1.938 BC 0.901 £0.136 ABC
MH-3 78.768 +0.725 € 51.240+1.163 B 0.963 +0.021 4B
MH-4 74.058 £2.754 €P 44.109 + 1.628 BC 0.864 +0.091 ABC

PM 72.002 +1.759 P 41.051 £3.610 €P 0.237+0.011 E

*Para distinguir los tratamientos se implemento las letras “BIT” (biorreactor de inmersion temporal), “MSS”
(medio semisolido) y “PM” (planta madre). Letras iguales indican valores estadisticamente iguales entre
columnas a p<0.05.

Con base a los resultados obtenidos para la actividad antioxidante se evidencié una alta
capacidad antioxidante en extractos provenientes de cladodios de O. velutina cultivados en
BIT y MSS en comparaciéon PM; sin embargo, la mejor respuesta de todos los tratamientos
fue BH-4 donde registro el mayor porcentaje de inhibiciéon de ABTS y DPPH. Klimek-
Szczykutowicz et al. (2020) en su estudio con Nasturtium officinale demostraron la actividad
antioxidante proveniente de BIT donde mencionan que tras 20 dias de ciclo de crecimiento
en BIT se obtuvo una actividad antioxidante de 23.79 mmol ET/100 g PS (milimoles
equivalentes de trolox por gramo de peso seco) para DPPH en comparacion a la planta madre
in situ que evidencio 26.32 mmol ET/100 g PS. Asi mismo se pudo evidenciar resultados

superiores a lo reportado por Tranquilino-Rodriguez et al. (2020), quienes evidenciaron una
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capacidad antioxidante de cladodios de nopal in situ para ABTS de 0.644 mg EAG/g PS 'y
para DPPH 0.162 mg EAG/g PS, lo cual evidencia el potencial de los BIT en la capacidad
antioxidante. Por otro lado, evidenciaron que las especies de Dracocephalum cultivadas en
BIT mostraron una alta capacidad antioxidante en todos los ensayos realizados de FRAP,

DPPH y NBT (nitroblue terazolinum).

Tras lo anterior se evaluo la actividad antioxidante de los extractos de O. velutina expuestos
a diferentes tratamientos de BIT y MSS con diversas longitudes de onda. En el Cuadro 12,
se observa que los tratamientos BIT LA y BIT LB mostraron la mayor inhibicion del radical
ABTS, con valores del 92.222 y 87.971 %, respectivamente. En cuanto a la inhibicion del
radical DPPH, los tratamientos BIT LB y MSS LA exhibieron la mayor actividad
antioxidante con porcentajes del 35.581 y 45.736 % en contraste a los demas tratamientos.
Para el ensayo FRAP, el tratamiento BIT LA presentd el mayor valor estadisticamente
significativo de 2.742 mg EAG/g de PS, mientras que los tratamientos BIT UVB y MSS
UVB obtuvieron los valores mas bajos con 0.520 y 0.562 mg EAG/g PS, respectivamente.
El tratamiento de BIT LA pudo haberse incrementado debido a que la exposicion a luz azul
reduce los niveles de especies reactivas de oxigeno e incrementa la actividad de enzimas

antioxidantes (Wu et al., 2020) lo cual se ve reflejado en los resultados del presente trabajo.

Cuadro 12. Resultados de actividad antioxidante mediante DPPH, ABTS y FRAP en

extractos de O. velutina en BIT y MSS con diferentes longitudes de onda.

% de inhibicion % de inhibicion FRAP (mg EAG/g
ABTS DPPH PS)
BIT LA 92222 +3.123 A 30.248 +6.754 B¢ 2742 +0.027 A
BIT LB 87.971 +1.015 AB 35581 +0.853 4B 0759 +0028 P
BITUVB 54445 +2266 © 25834 +2426 B¢ 0520 +0.031 F
MSSLA 78116 +3.768 B 45736 +3.101 * 0901 +0.041 C
MSSLB 51208 +3.852 € 19.160 +6.128 © 1.107 +0.062 B

MSSUVB 52947 +9346 € 29315 +2.001 B¢ 0562 +0.023 FE

*Tratamientos: BIT LA (BIT con luz azul); BIT LB (BIT con luz blanca); BIT UVB (BIT con luz UV-B); MSS
LA (MSS con luz blanca); MSS LB (MSS con luz blanca); MSS UVB (MSS con luz UV-B). Letras iguales
indican valores estadisticamente iguales entre columnas a p<0.05.

Tratamiento
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Se evidenciaron correlaciones significativas entre la actividad antioxidante, medido mediante
ABTS y FRAP. La actividad antioxidante medida por ABTS mostré una correlacion
moderada (R= 0.53), mientras que la capacidad antioxidante medida por FRAP también
present6 una correlacion moderada (R=0.49). Estos resultados indican que aproximadamente
el 53 % y el 49 % de la variabilidad en la actividad antioxidante medida por ABTS y FRAP,

respectivamente, puede ser atribuida al tipo de luz empleado.

En el estudio realizado por Khurshid et al. (2020) con E. alba bajo diferentes longitudes de
onda, como la luz azul, se identifico la capacidad antioxidante. Los resultados demostraron
que para DPPH, la luz azul (88.4 %) no mostr6 diferencias significativas en comparacion con
la luz blanca. De manera similar, para ABTS, la inhibicion del radical fue igual para ambas
longitudes de onda, al igual que para FRAP, lo que indica que no existen diferencias en la

actividad antioxidante al exponerla a luz azul y blanca.

En otro estudio realizado por Ahmad etal. (2016) con cultivos de callos de Stevia
rebaudiana, por 30 dias se observo que la capacidad antioxidante fue potenciada por la luz
azul. Asimismo, Kim et al. (2014) trabajaron con Solanum lycopersicum bajo emisiones de

luz azul y encontraron una mayor capacidad antioxidante en comparacion con el control.

Por otro lado, en el estudio de Agarwal (2007) con plantulas de Cassia sometidas a luz UV-
B, se evidencid un aumento en la capacidad antioxidante de enzimas como SOD (superoxido
dismutasa), CAT (catalasa), POX (peroxidasa) y PPO (polifenol oxidasa) en contraste con
los controles. Ademas, Csepregi et al. (2017) mencionan que la exposicion de Arabidopsis
thaliana a dosis bajas de UV-B tiene efectos positivos en la actividad antioxidante. Sin

embargo, en el presente trabajo los resultados obtenidos difirieron de lo reportado.

7.3.3.1 Correlaciones de fenoles totales, flavonoides y capacidad antioxidante

Los resultados anteriores pueden ser comparados con lo reportado por Jorge y Troncoso
(2016), quienes en el cultivo de O. ficus-indica y O. apurimacensis demostraron una
correlacion alta significativa de 0.98 y 0.82 para fenoles y el valor de FRAP siendo resultados
similares para esta correlacion con lo obtenido en nuestro trabajo. Ordofiez et al. (2019) en
el cultivo de nopal encontraron una correlacion entre fenoles y la inhibicion del radical DPPH
en un 0.93. Por otro lado, Torres-Bojérquez et al. (2023) reportaron una correlacion positiva

entre betalainas y ABTS (r = 0.05) asi como en DPPH (0.082) en especies de O. robusta'y O.
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ficus-indica, sin embargo, en el presente trabajo se obtuvo una correlacién negativa entre
ABTS y fenoles de -0.706. Ademas, Szopa et al. (2019) en su estudio de Schisandra chinensis
cultivado en biorreactores de agitacion y en medio semisolido evidenciaron una correlacion
negativa entre la actividad antioxidante y la mayoria de los acidos fendlicos y flavonoides
estudiados. En cambio, Tapia et al. (2007) con Cymbopogon citratus cultivado en
biorreactores de inmersion temporal destacaron que existid una alta correlacion positiva entre
el contenido de fenoles y la inhibicion del radical DPPH con una r = 0.705, asi como en
flavonoides y DPPH de 0.535, también mencionan que la actividad antioxidante se
principalmente por el aporte de los flavonoides. Kriaa et al. (2012) en el cultivo Phoenix
dactylifera encontraron una relacion positiva entre el contenido de fenoles y flavonoides, tras
esto refieren que los altos niveles de estos compuestos explican su fuerte actividad

antioxidante.

7.4  Efecto del método de cultivo y la longitud de onda luminica en la clorofila de O.
velutina

Los resultados del anélisis para las variables de clorofila a (Ca), clorofila b (Cb), clorofilas
totales (Catb), carotenoides totales (Cx+c), clorofilas y carotenoides totales (Ccc) y
feofitinas totales (Cf) mostraron diferencias significativas entre tratamientos (Cuadro 13).
En el caso de Ca, se observaron diferencias significativas donde el tratamiento C-M-1b (MSS
luz blanca) demostrd la mayor presencia con valores de 0.042 + 0.006 mg/g PF. En contraste
a los tratamientos en BIT. Para Cb, el tratamiento C-M-lvb tuvo la mayor concentracion
(0.013 £0.001 mg/g PF) en comparacion a C-B-1b que mostro el valor menor (0.001 + 0.001
mg/g PF). Por su parte C-M-1b, destacd con la mayor concentracion de Ca+b (0.047 + 0.008
mg/g PF), mientras que C-B-1b y C-Bla evidenciaron los valores minimos (0.006 + 0.001 y
0.021 £+ 0.005 mg/g PF, respectivamente).

Los tratamientos C-M-la y C-M-Ib reportaron las concentraciones mas altas de Cx+c (0.009
+ 0.001 y 0.009 £ 0.002 mg/g PF, respectivamente), comparados con C-M-lvb que presentd
la menor (0.001 + 0.001 mg/g PF). Conjuntamente C-M-Ib registrd la mayor concentracion
de Ccc (0.057 + 0.009 mg/g PF), en comparacion a C-B-lb que tuvo la menor (0.008 £ 0.002
mg/g PF) y para concentracion de Cf el tratamiento C-M-1b alcanzé la concentracion mas

alta (0.216 + 0.057 mg/g PF), indicando una diferencia significativa con C-B-Ib con el valor
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mas bajo (0.055 £ 0.036 mg/g PF). Se encontraron diferentes correlaciones tanto positivas
como negativas, en cuanto a luz blanca la presencia de correlaciones moderadas positivas y
significativas se dio entre Ca (r = 0.483), Ca+b (r=0.417), Ccc (r = 0.413) y Cf (r = 0.480),

lo que sugiere que estos pigmentos estan estrechamente influenciados por la luz blanca.

Ademéas, el método de cultivo BIT evidencié correlaciones moderadamente negativas y
significativas entre Ca (r = -0.606), Ca+b (r =-0.581) y Ccc (r =-0.594) lo que parece tener
un impacto no efectivo en la estimulacion de estos pigmentos y que podria ser debido a las

condiciones especificas de este método de cultivo.

Asi mismo en el Cuadro 14 se presentan los resultados del andlisis de varianza, en la
comparacion de BIT, MSS y PM donde se observa una diferencia significativa notable de C-
PM para el contenido de clorofilas en contraste a los demas tratamientos, a diferencia de los

carotenoides.

De acuerdo con Li-li et al. (2021) el contenido de clorofila a, b y carotenoides disminuyen
bajo incidencia de luz azul, resultado de la expresion de genes implicados en la
descomposicion de clorofila.  Vidican y Urdea (2011), reportan para Echinocactus
mihanovichii que la luz azul inhibi6 la sintesis de pigmentos carotenoides en casi un 50 % en
comparacion al control. Ademas, Vidican y Cachita-Cosma (2010), demostraron que vitro
plantas de Opuntia fragilis bajo emisiones de luz led blanca sintetizaron mayor contenido de
clorofilas a, b y carotenoides en comparacion a luz azul, lo cual concuerda con los resultados

del presente estudio.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran similitudes con investigaciones previas.
Por ejemplo, Maki-Diaz et al. (2015) en nopal reportaron contenidos de clorofila a y clorofila
b en cantidades similares a las encontradas a este trabajo, con valores de 0.058 mg/gy 0.027
mg/g, respectivamente. Ademads, se encontraron diferencias en los contenidos de clorofila a,
clorofila b y carotenoides entre cultivos en BIT e invernadero en el estudio realizado por
Arigundam et al. (2020) con Vaccinium vitis-idea spp; las plantas en invernadero presentaron
una mayor concentracion de clorofila a, clorofila b y carotenoides con valores de 0.39, 0.11
y 0.50 pg/mL, respectivamente, en comparacion con BIT que mostré contenidos de 0.30,

0.04 y 0.40 ug/mL, respectivamente.
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Cuadro 13. Resultados de cuantificacion de clorofilas de O. velutina en métodos de cultivo

BIT y MSS expresados en mg/g PF.

Tratami
Ca Cb Ca+tb Cx+c Ccc Cf
ento
C.B1 0.014 + 0.007 £ 0.021 £ 0.007 £ 0.028 + 0.094 +
-B-la
0.006 €P 0.001 AB 0.005 BC 0.003 AB 0.008 B¢ 0.024 BC€
CBb 0.004 + 0.001 £ 0.006 + 0.003 + 0.008 + 0.055 +
0.002 P 0.001 B 0.001 € 0.001 € 0.002 € 0.036 €
CBIvh 0.016 £+ 0.009 + 0.025 £ 0.004 + 0.029 + 0.146 +
-B-lv
0.007 € 0.010 AB 0.016B 0.002 BC€ 0.018 B 0.024 AB
CML 0.030 £ 0.008 + 0.037 £ 0.009 + 0.046 + 0.115+
-M-la
0.003 B 0.001 AB 0.002 AB 0.001 4 0.002 AB 0.042 BC€
C-M.Ib 0.042 + 0.006 + 0.047 £ 0.009 + 0.057 £ 0.216 +
0.006 A 0.003 AB 0.008 A 0.002 A 0.009 0.057 4
C-M- 0.016+ 0.013 £ 0.028 + 0.001 + 0.029 + 0.127 £
Ivb 0.003 € 0.002 A 0.004 B 0.001 € 0.004 B 0.044 BC

*Tratamientos: C-B-la) Clorofilas BIT luz azul; C-B-Ib) Clorofilas BIT luz blanca; C-B-lvb) Clorofilas luz UV-
B; C-M-Ia) Clorofilas MSS luz azul; C-M-Ib) Clorofilas MSS luz blanca; C-M-1vb) Clorofilas MSS luz UV-B.
Ca: clorofila; Cb: clorofila b; Ca+b: clorofilas totales; Cx+c: carotenoides totales; Ccc: clorofilas y carotenoides

totales; Cf: feofitinas totales. Letras iguales indican valores estadisticamente iguales entre columnas a p<0.05.

Cuadro 14. Resultados de cuantificacion de clorofilas de O. velutina en métodos de cultivo

BIT, MSS y PM expresados en mg/g PF.

Tratami
Ca Cb Ca+b Cx+c Ccc Cf
ento
C-B-la 0.014 + 0.007 £ 0.021 + 0.007 £ 0.028 + 0.094 +
0.006 PE 0.001 BC 0.005 P 0.003 /B 0.008 € 0.024 ¢
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C-B-lb 0.004 0.001 + 0.006 + 0.003 + 0.008 + 0.055 +

0.002 E 0.001 © 0.001 P 0.001 © 0.002 P 0.036 ©

C-B-lvb 0.016 0.009 + 0.025 + 0.004 + 0.029 + 0.146 +
0.007 P 0.010 B¢ 0.016 € 0.002 B¢ 0.018 ¢ 0.024 B¢

C-M-la 0.030 = 0.008 + 0.037 0.009 + 0.046 + 0.115+

0.003 © 0.001 B¢ 0.002 B¢ 0.001 A 0.002 B¢ 0.042 ¢

C-M-lb 0.042 = 0.006 + 0.047 0.009 + 0.057 + 0.216 +

0.006 B 0.003 B¢ 0.008 B 0.002 A 0.009 B 0.057 B

C-M- 0.016* 0.013 0.028 + 0.001 0.029 + 0.127
Ivb 0.003° 0.002 B 0.004 € 0.001 € 0.004 € 0.044 BC

C-PM 0.087 0.032 + 0.118 + 0.000 + 0.119 + 0.647

0.001 A 0.001 A 0.001 A 0.001 ¢ 0.001 A 0.042 A

*Tratamientos: C-B-la) Clorofilas BIT luz azul; C-B-Ib) Clorofilas BIT luz blanca; C-B-lvb) Clorofilas luz UV-
B; C-M-Ia) Clorofilas MSS luz azul; C-M-Ib) Clorofilas MSS luz blanca; C-M-Ivb) Clorofilas MSS luz UV-B;

C-PM) Clorofilas planta madre. Ca: clorofila; Cb: clorofila b; Ca+b: clorofilas totales; Cx+c: carotenoides
totales; Ccc: clorofilas y carotenoides totales; Cf: feofitinas totales. Letras iguales indican valores

estadisticamente iguales entre columnas a p<0.05.

El uso de sistemas de inmersion temporal ha evidenciado el aumento en el contenido de
pigmentos tal y como Martinez-Arroyo et al., (2023) que en su estudio con Hylocereus
undatus mostraron una tasa mayor de clorofilas y carotenoides. Otro estudio realizado por
Hwang et al. (2022) con fresa y C. officinale, cultivados en medio semisélido y sistemas de
inmersion temporal (SIT), reveld que la mayor tasa de pigmentos fotosintéticos se encontro
en cultivo en SIT. Sin embargo, para C. officinale, el mayor contenido se presentd en medio
semisolido. Los autores sugieren que la mayor tasa fotosintética en SIT puede estar

relacionada con un mejor intercambio gaseoso.

Shin et al. (2008) llevaron a cabo investigaciones con Doritaenopsis, utilizando luz azul y
luz blanca en el cultivo in vitro en medio semisolido. Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas en los contenidos de clorofila a, clorofila b y carotenoides entre
ambos tratamientos. Los valores reportados para clorofila a, clorofila b y carotenoides fueron
de 2.3, 1.4 y 0.4 mg/g PF, respectivamente, para el cultivo con luz blanca, mientras que con

luz azul se obtuvieron valores de 2.3, 1.5 y 0.4 mg/g PF, respectivamente. En otro estudio
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realizado por He etal. (2020) con Camellia oleifera cultivada in vitro bajo diferentes
emisiones de luz azul y luz blanca, se obtuvieron resultados significativamente diferentes en
los contenidos de pigmentos fotosintéticos. El tratamiento con luz blanca mostré6 un
contenido mayor de pigmentos fotosintéticos, aproximadamente dos veces mas que el
tratamiento con luz azul. En el trabajo de Ali et al. (2023) realizado con Mentha spicata L.,
se observo una marcada disminucion en los niveles de clorofila y produccion de carotenoides
como resultado de la exposicion a la luz UV-B. Segun los investigadores, esta pérdida se
origina en la destruccion del cloroplasto ocasionada por la radiacion UV-B. Ademas, la
exposicion de las plantas a altas dosis de UV-B puede tener un impacto indirecto en la
biosintesis de carotenoides, a través de cascadas de sefializacion no especificas que estan
vinculadas con dafo significativo en el ADN y la produccién excesiva de ROS (Jansen et al.,

2008).

7.5  Extraccion y cuantificacion de mucilago

En el analisis del contenido de mucilago, se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos. Especificamente, los tratamientos cultivados mediante el método de cultivo
BIT presentaron la mayor acumulacién de mucilago, con valores que oscilan entre 0.019 +
0.003 y 0.014 £ 0.001 g /g PF de nopal. Estos valores fueron estadisticamente diferentes en
comparacion con los tratamientos en medio semisolido, que mostraron concentraciones de
mucilago de 0.009 = 0.002 y 0.009 + 0.002 g /g PF de nopal y también en comparacion con
el tratamiento PM, que registré un contenido de 0.006 + 0.001 g /g PF de nopal (Figura 16).
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Figura 16. Cuantificacion de mucilago de O. velutina en diferentes métodos de cultivo.
Letras iguales indican valores estadisticamente iguales entre columnas a p<0.05. B-aM) BIT
luz azul; B-bM) BIT luz blanca; B-uvM) BIT luz UV-B; M-aM) MSS luz azul; M-bM) MSS
luz blanca; M-uvM) MSS luz UV-B; PM) planta madre in situ.

Estos resultados representan un aumento significativo de 216 % en el contenido de mucilago
en los tratamientos de BIT en comparacion con el tratamiento PM y un aumento del 111 %
en comparacion con los tratamientos en medio semis6lido. La funcién que ejerce el mucilago
en Opuntia spp. es la de mantener el equilibrio i6nico en las células vegetales ademas del
transporte y almacén de agua; Luna-Zapién et al. (2023) reportan que el aumento de mucilago
en Opuntia spp. esta influenciado por el déficit de agua, lo que indica que a medida que el
estrés hidrico incrementa, la cantidad de mucilago en el hidrénquima aumenta. Lo cual
sugiere que al exponerse los explantes de O. velutina a periodos prolongados de ausencia de
medio liquido en BIT repercute en la acumulacion de mucilago, lo que puede tener

implicaciones importantes para su valor nutricional y aplicaciones en la industria alimentaria.
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Los resultados obtenidos en este estudio revelan que el cultivo en biorreactores de inmersion
temporal (BIT) mostraron un rendimiento superior, mientras que el cultivo de planta madre
in situ (PM) presenté un rendimiento inferior en comparacion con investigaciones previas.
Especificamente, Sepulveda et al. (2007) obtuvieron una extraccion de 0.015 g/g de PF de
nopal (Opuntia spp.) in situ, demostrando una mayor eficiencia en ese estudio particular. En
otra investigacion realizada por Reyes-Buendia et al. (2020), se lograron rendimientos de
0.005 g/g PF, resultados que coinciden con los obtenidos en este estudio para el mismo medio
de cultivo (PM). Por otro lado, en el estudio de Gonzélez (2011) sobre el cultivo de nopal in

situ O. ficus-indica, se encontré un rendimiento mas bajo de 0.001 g/g PF.

Estos resultados indican que el cultivo en biorreactores de inmersion temporal (BIT) puede
ser una estrategia prometedora para mejorar el rendimiento en la produccion no solo de O.
velutina, sino de diversas especies de Opuntia, en comparacion con los métodos tradicionales

como el cultivo in situ (PM).

7.6  Cromatografia de capa fina (CCF)

Con el fin de identificar los compuestos fendlicos en las muestras que mostraron una mayor
concentracion de flavonoides, se llevé a cabo una CCF. En esta técnica, se empled una mezcla
de metanol, acetato de etilo y hexano (1:3:6) como fase moévil y se revel6 mediante luz UV
a longitudes de onda de 365 y 254 nm. Los extractos de O. velutina utilizados en esta parte
correspondieron a los tratamientos de luz BIT luz azul, MSS luz azul y como control, la
planta madre (PM). Los extractos fueron obtenidos mediante etanol al 79 %. Al emplear
estandares de quercetina, kaempferol, catequina, acido p-cumarico, acido 4-hidroxybenzoico
y acido galico, se pudo especular la presencia de algunos de estos compuestos en los extractos

de O. velutina.

La CCF de la Figura 24A, de los extractos etanolicos de O. velutina, muestra bandas
fluorescentes de color violeta, azul y turquesa al observarse mediante la presencia de luz UV
a 365 nm. En la Figura 24B, se pueden visualizar bandas de color violeta y amarillo con
incidencia de luz UV a 254 nm. Se encontraron bandas para cada uno de los tratamientos con
excepcion de P (Cuadro 15), para HP se encontraron bandas con Fr de 0.38, 0.09 y 0.31, los
cuales corresponden a kaempferol, catequina, 4cido 4-hidroxybenzoico y acido galico. Las

bandas de M, HM y B presentaron un Fr de 0.26 indicando la presencia de quercetina y acido
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p-cumarico y en HB se exhibi6 un Fr de 0.31 presunta a 4cido 4-hidroxybenzoico (Cuadro

16).

T L [ [ o e ] o] o Wi 6w

Figura 17. CCF de extractos etandlicos de O. velutina, con y sin hidrolisis. A) Incidencia de
luz UV 365 nm. B) Incidencia de luz UV 254 nm. C) Revelado con DPPH 10 % luz visible.
D) Revelado con AICI3 2 % UV 365 nm. P (planta madre); HP (planta madre hidrolizada); M
(medio semisélido); HM (medio semisélido hidrolizado); B (biorreactor de inmersion
temporal); HB (biorreactor de inmersion temporal hidrolizado); Q (quercetina); K
(kaempferol); C (catequina); PC (4cido p-cumarico); AB (4cido 4-hidroxybenzoico); AG

(acido galico).

Al realizar el revelado con DPPH al 10 % se pudo observar en la Figura 24C la presencia de
compuestos fenolicos en las diferentes bandas al reaccionar con el radical DPPH tornandose
de color amarillo tenue hasta amarillo fuerte lo que indica la actividad antioxidante de los

diferentes extractos (Souleymane et al., 2016). Por otro lado, para el revelado con AICl3 al 2
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% bajo luz UV 365 nm (Figura 24D) las bandas se pigmentaron de un color azul turquesa a
amarillo verdoso que, comparado con los flavonoides de referencia, indica la presunta

presencia de flavonoides.

Cabe destacar que la presencia de bandas en cada una de las muestras puede indicar la
presencia de compuestos fendlicos diferentes, asi como flavonoides que no se pudieron
identificar mediante los estandares, lo que abre una perspectiva de los diferentes perfiles de

O. velutina bajo diferentes sistemas de cultivo.

Cuadro 15. Valores de Fr obtenidos para cada extracto etanolico bajo diferente sistema de

cultivo. Bandas fluorescentes bajo incidencia de luz UV a 365 y 254 nm como reveladores.

Extractos etandlicos de O. velutina, con y sin hidrdlisis

Fr P HP M HM B HB
0.04 X
0.05 X
0.06 X X
0.07 X
0.08 X
0.12 X
0.13 X
0.14 X X
0.15 X
0.16 X
0.18 X X X
0.21 X
0.22 X
0.24 X
0.26 X X X
0.27 X
0.28 X X X
0.29 X
0.31 X X
0.32 X X
0.33 X
0.36 X
0.48 X
0.54 X
0.55 X X
0.58 X
0.60 X
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0.61 X

0.62 X

0.64 X X

0.67 X

0.71 X X

0.73 X

0.75 X X

0.78 X X

0.82 X X X X X
Bandas 10 10 10 9 8
totales

Cuadro 16. Compuestos fendlicos detectados en los extractos de O. velutina bajo diferente

sistema de cultivo por comparacion de estandares.

Estandares de compuestos fenolicos
Q K C PC AB AG
(0.26) (0.38) (0.09) (0.26) (0.31) (0.09)

Extracto de O. velutina con
y sin hidrolisis

P - - - - - -
HP - + + - + +
M + - - + - -
HM + - - + - -
B + - - + - -
HB ; ; _ _ n ;

Q: quercetina, K: kaempferol, C: catequina, PC: acido p-cumarico, AB: acido 4-hidroxybenzoico y AG: acido
galico. (+) presente; (-) ausente.

La deteccion de flavonoides y acidos fendlicos en cladodios de la especie de O. velutina tras
la evaluacion de acidos fenodlicos mediante CCF pueden ser verificados por lo reportado por
diferentes autores que mencionan la presencia de compuestos que en el presente trabajo
presuntamente se identificaron como quercetina, kaempferol, catequina, &cido 4-
hidroxybenzoico y é4cido p-cumarico (Guevara-Figueroa et al., 2010; Silva et al., 2021;

Hernandez-Becerra et al., 2022).

La coloracion verde-amarillenta que se aprecia en las CCF reveladas con AICI3 al 2 % bajo
luz UV a 365 nm podria estar asociada a la presencia de glucésidos de biflavonoides, flavonas
y flavonoides. La deteccion de bandas azuladas podria ser atribuida a la existencia de 5-
desoxiisoflavonas y 7,8-dihidroxiflavanonas (Koua et al., 2011; Gwatidzo et al., 2018). La

presencia de bandas de color violeta y azul indican existencia de flavonoides en cada una
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(Syarifah y Retnowati, 2019; Lakhdari et al., 2023). Por otro lado, en la parte superior de la
CCEF, se logran observar varias bandas, lo que sugiere la presencia de pigmentos vegetales
como clorofilas a y b, B-caroteno y feofitinas debido a su naturaleza no polar (Adiga et al.,
2023). Estos compuestos migraron hacia la parte superior debido a la interaccion con la fase
movil de la CCF, compuesta principalmente por hexano (no polar), acetato de etilo
(medianamente polar) y metanol (polar). La combinacion de esta fase movil facilitd la
migracion de los pigmentos. La presencia mayoritaria de hexano, junto con acetato de etilo

y metanol, permitié la elusion efectiva de compuestos no polares, como los pigmentos.

Existen otros flavonoides que constituyen los extractos analizados de O. velutina, pero solo
se logro identificar los anteriormente referenciados mediante los estandares, sin embargo, en
literatura no existe un analisis de los compuestos fendlicos de O. velutina cultivado in vitro
en medio semisélido y biorreactores de inmersion temporal, lo que abre camino a seguir

investigando los compuestos que esta planta posee.
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VIII. CONCLUSIONES

Con base en los resultados alcanzados en el presente trabajo, se alcanzaron importantes
avances en la identificacion y propagacion de la especie Opuntia velutina, la cual no habia
sido reportada en la literatura como nopal verdura. Se desarrollo y optimizo6 un protocolo de
micropropagacion en BIT, con una proliferacion de brotes al usar de meta-topolina. Ademas,
se observo que el cultivo en BIT incremento significativamente el contenido de mucilago y
favoreci6 la acumulacion de flavonoides, lo cual se correlacion6 con una mayor capacidad
antioxidante. Se mostré que el medio semisdlido influyé en la produccion de clorofilas a
diferencia de los BIT, no obstante, la planta madre mantuvo el mayor contenido de estos
pigmentos. Finalmente, los BIT junto con la exposicion de una longitud de onda luminica
azul no solo aumentaron la cantidad de flavonoides, sino que también diversificaron el perfil
de compuestos fenolicos, como se analiz6 en la cromatografia de capa fina. Estos hallazgos
destacan el potencial de los BIT para mejorar tanto la calidad como la diversidad de

compuestos bioactivos en O. velutina.
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