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INTRODUCCION

Una buena parte de loscompuestos quimicos que utiliza
el hombre en su vida diaria son obtenidos a partir de las
plantas, tanto silvestres como cultivadas. Entre estos
compuestos encontramos a los utilizados como
medicamentos, cosméticos, esenciasaroniticas, saborizantes
y colorantes. Porlo que respecta alos colorantes de origen
vegetal, éstos se han venido utilizando desde los orfgenes de
la civilizacién y fue hasta el presente siglo cuando
comenzaron a ser substituidos casi en su totalidad por
compuestos quimicos sintéticos que resultaban mis baratos
y ofrecian algunas otras ventajas, como por ejemplo una
mayor estabilidad. Sin embargo, recientemente se ha
descubierto que muchos de estos colorantes sintéticos
utilizados en laindustria de los alimentos, pueden resultar
muy peligrosos para lasalud, debido asu toxicidad. Enese
puntosobresalen aquellos pigmentos sintéticosqueimparten
elcolor rojo, lamayorfade los cuales han sido prohibidos
porconsiderarse tGxicos parael serhumano (Korwek, 1990).
Debido alo anterior harenacido el interés por los pigmentos
deorigen natural, sobre todo aquellos de color rojoque no
resultan toxicos y podrian substituir alos sintéticos. Entre
los pigmentos naturalesde colorrojo destacan las betalainas,
que son un grupo de compuestos hidrosolubles producidos
por algunas familias de plantas pertenecientes al orden
Centrospermae, como las Cacticeas, Quenopodiaceas y
Amarantaceas, Dentro del grupo de las betalainas hay
pigmentos con tonalidades desde el rojo hasta el violeta
(betacianinas) y desde el amarillo hasta el naranja
(betaxantinas) que tienen un uso potencial muy prometedor
en laindustriade los alimentos (Marby 1980). Porotro lado,
es bien sabido que en nuestro pais existe una gran riquezaen
especies vegetales, sobre todoen loque se refiere ala familia
de las cactdceas. Dentro de esta familia se encuentra el
género Mammillaria, ampliamente distribuido por la
mayoriade laszonas dridas y semidridasde México, el cual
presentaentre sus caracteristicas frutos pequeios de color
rojo intenso debido alaalta concentracion de betala(qas
presentes enellos. Pordesgracialos frutos enestas especies
son muy pequefios y se presentan s6lo una vez al afio en
pcqwﬂncanﬁdnd.porloqueresummcosmble utilizarlos
comofuente parala produccioncomercial deestos pigmentos.
Sin embargo, recientemente la Biotecnologia Vegetal nos
hadadola posibilidad de producircompuestos deinterés en

células o tejidos cultivados in vitro bajo condiciones
artificiales y controladas por medio de latécnicaconocida
como Cultivo de Tejidos Vegetales. Basicamente la
produccién de compuestos puede hacerse en cultivos de
tejido calloso (tejidos indiferenciado cultivados en un medio
s6lido que contengareguladores del crecimiento del grupo
delas auxinas), cultivos de células en suspension (c€lulas
individuales cultivadas en un medio liquido agitado) o
cultivos de raices. El objetivo de la presente investigacion
fue estudiarlaproduccion in vitrode betalainas bajo diferentes
sistemas de cultivo en tejidos de cacticeas del género
Mammillaria, asi como estudiar la posibilidad de
incrementar dicha produccién mediante la adicion de
compuestos orgdnicos al medio de cultivo y laseleccion de
lineas celulares altamente productoras de pigmentos.

Revisionde literatura:

Recientemente se hapublicado un nimero importante
de trabajos acerca de la produccidn in vitro de compuestos
vegetales, muchos de ellos orientados precisamente a la
produccion de pigmentos y saborizantes itiles en la industria
de los alimentos (Domenburg y Knorr 1996). Por lo que
respectaalas betalainas, existen algunos trabajos publicados
en los cuales se ha estudiado su produccion in vitro en
cultivos de células en suspensién de Chaenopodiumrubrum
(Berlin y col. 1986), tejido calloso de Amaranthus tricolor
(Villegas-Garrido y col. 1992) y raices de Beta vulgaris
(Dilorio y col. 1993) entre otros. Por lo que respecta alas
cacticeas, no hay antecedentes a nivel internacional sobre
estudios de laproduccion in vitro de betalainas en este grupo
de plantas.

Materiales y métodos:

Material vegetal, Se trabajé con cultivos in vitrode las
especies M. formosa, M. craigii, M. obscurayM. uncinata.
El material parainiciar estos cultivos se tomé delbanco de
germoplasmain vitro de cacticeasexistente en el Laboratorio
de Cultivo de Tejidos del Depto. de Quimica (ver
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CUETRR {abs. a 480 nm) S I (abs. a 635 nm)

ESPECIE FRUTO TEJ. CALLOSO FRUTO TEJ. CALLOSO
M. craigii 0.51 £+ 0.10| 0.19+0.07 1.10+0.40f 0.13+0.08
M. formosa 0.39+0.04| 0.38+0.06| 0.86+0.10( 0.21+0.04
M. obscura 0.42 +0.07| 0.33+0.05 0.92 +0.16( 0.28 +0.03
M. uncinata 0.62+0.12] 0.20 +£0.07 1.21 +0.34| 0.31 +0.08

Tabla 1. Contenido relativo de betalainas determinado por espectrofotometrfaen fruto y tejido calloso de las
especies Mammillairia craigii, M. formosa, M. obscura y M. uncinata.

COMPLEJO [FRACCION |M. craigii | M. formosa | M. obscura | M. uncinata
Malta Betaxantinas 80 103 167 31
: Betacianinas 62 78 267 29
Levadura Betaxantinas 98 168 201 130
Betacianinas 76 222 233 73

Piatano Betaxantinas 66 123 117 269
Betacianinas 124 111 160 176

Caseina | Betaxantinas 142 143 ND ND
Betacianinas 108 130 ND ND

Peptona Betaxantinas 190 57 ND ND
Betacianinas 166 45 ND 430

Tirosina Betaxantinas 103 132 ND ND
| Betacianinas 98 160 ND ND

Tabla 2. Efectode laadicion de complejos orgdnicos al medio de cultivoen el contenido relativo de betalainas en
tejido calloso de las especies Mammillaria craigii, M. formosa, M. obscura y M. vincinata. Las betaxantinas se
determinaron midiendo absorbancia méximaa480 nm, mientras que las betacianinas se midierona 535 nm. Los
resultados se expresan como porciento del control cultivado sin complejos orgénicos (control=100%).
ND=No determinado por necrosis del tejido.

Investigacién y Ciencia 15:36-43). Losfrutos deestas especies
que se utilizaron para el andlisis de betalainas fueron
colectados en el Jardin Botdnico “Rey Nezahualcéyotl” de
la Universidad Auténoma de Aguascalientes.

Induccién y mantenimiento de tejido calloso: Se
realizaron experimentos tendientes aencontrar el medio de
cultivo mds adecuado para la produccion y mantenimiento
de tejido calloso en las especies trabajadas, para esto se
utiliz6 ¢l medio de Murashige y Skoog (MS) aph 5.7y




Figura 1. Microfotografia (100X) de un segmento de tejido calloso cultivado in vitro de M. uncinata.

Nétese laproduccion y acumulacién de pigmentos en algunas de sus células.
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Dias a partir de la inoculacion del cultivo
Figura 2, Curvade crecimiento de los cultivos de células en suspension de M. uncinata.
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Figura 3. Cultivos decélulas en suspension de M. uncinata.
Nétese laproduccion de pigmentos enuno delos cultivos.
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Figura 4. Cromatogramaobtenido por HPLC apartir de un extracto de betalainas obtenido

de tejido calloso de M. uncinata. N6tese laaparicion de dos fracciones, mismas que

se obtienen también al analizar extractos de fruto y de células en suspensién de esta especie.




gelificado con 3 g/l de Phytagel y se probaron tres auxinas
(ac. indolacético o AIA, ac. indolbutiricoo AIB y ac. 2 4-
diclorofenoxiacético o 2,4-D) en tres nivelesdiferentes (0.1,
1.0y 2.0mg/). Unavezseleccionadalaauxinamias adecuada,
se probéel efectode laadicion de unacitocinina(cinetina 1
mg/ml). El pardmetro para determinar los mejores
tratamientos fue el crecimiento de tejido calloso a partir de
los segmentos de tejido vegetal inoculado. Una vez
seleccionado el mejor medio, eltejido calloso se mantuvo
subcultivandolo cada30-40 dias.

Estudiodel efecto de laadicion de complejos orgdnicos
al medio de cultivo en la produccion de betalainas: Se

subcultivaron segmentos de tejido calloso a medios de
cultivo similares al mencionado, pero enriquecidos con los
siguientes complejos orgdnicos: Extracto de malta(S g/1),
extracto de levadura (5 g/l), polvo de plitano (5 g/l),
hidrolizado de caseina (5 g/1), peptona (5 g/1) y tirosina (50
mg/1). A los 20 dias de incubacion del tejido se realizd la
extraccion y andlisis de betalainas.

Induccién y mantenimiento de cultivos de c€lulas en
suspension: Paraeste punto se partio de tejido calloso, del
cual setomaron pequedios fragmentos que fueron transferidos
aun medioliquido (MScon 2mg/lde2 4-Dy 1 mg/lde CIN)
y se incubaron bajo agitacion continua (80 rpm). El medio

#1480 nm (BETAXANTINAS) (71535 nm (BETACIANINAS)

0.7
06
05
04|
03
0.2
0.1

0

@

OAL2 CA3  AO1  APO2

g Wi ]
APOB AFOS  ROMAZR

TGi2 AM3  OVOS

LINEA DE TEJIDO CALLOSO

Figura 5. Produccion de betalainas en diferentes lineas seleccionadas de tejido calloso de M. uncinata.
Nétese que algunas lineas mantienen su produccién en niveles semejantes al tejido original
mientras que en otras se obtiene una produccion notablemente mayor.
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Figura 6. Produccion de betalainasen lineas seleccionadas de células en suspension de M. incinata.
Notese que algunas lineas muestran una produccion considerablemente mayor que lade los cultivos iniciales,
ademds de que en todos los casos predomina la fraccion de las betaxantinas.




Figura7. Lineas seleccionadas a partir de cultivos en suspension de M. uncinata.
Ndtese laalta produccion de pigmentos.

fue renovado cada 15-22 dias, Se elaboré una curva de
crecimiento por el método de medicién del paquete celular
(Morones-Ruiz 1996). Estos cultivos se realizaron tnicamente
con laespecie M. uncinata.

Seleccion de lineas celulares de M. uncinata altamente
productoras de betalainas: Laseleccion serealizé partiendo
tanto de cultivos de tejido calloso por el método de
fragmentacién como apartir de suspensiones celulares por el
método de plaqueo (Morones-Ruiz 1996).

Extraccién y andlisis de betalainas en frutos, tejido
calloso y células en suspension: Laextraccion serealizé en
todos los casos de acuerdo al método descrito por Strack y
col. (1981), utilizando metanol al 40% en proporcion de
10: 1 conrespecto al peso frescodel tejido. El andlisis de las
betalainas se realizé mediante espectrofotometria y
cromatografia liquidade altaresolucién (HPLC), El andlisis
porespectrofotometria se realiz6é midiendo la absorbancia
deextractos diluidos 10 veces y se basé en el hecho de que
las betacianinas muestran unaabsorbancia miximaa 535
nm, mientras que las betaxantinas tienen una absorbancia
méxima a 480 nm. Para el andlisis por HPLC se utiliz6 el
método propuesto por Strack y col. (1981) utilizando un
gradiente de dos eluyentes (ac. fosforico 1.5% en aguay ac.
fosférico, ac. acético, acetonitrilo y aguaen proporciones
1.5:20:25:53.5). Seutiliz6 unacolumna LiChrosorb RP-8 y
ladeteccion serealizé midiendo laabsorbanciaa 480y 535

nm. El andlisis de betalainas se realizé en fruto y tejido
calloso de las cuatro especies trabajadas asi como en células
en suspension y lineas seleccionadade M. uncinata.

Resultados y discusiones:

Induccitén y mantenimiento de tejido calloso: Deacuerdo
a los resultados de los experimentos antes descritos, se
determind que el mejor medio para la produccion de tejido
calloso en las cuatro especies trabajadas fue el MS con 2 mg/
1de2,4-Dy 1 mg/lde CIN. El mayor desarrollo del tejido
calloso se observé en la especie M. uncinata. El tejido
calloso se pudo propagar y mantener por tiempo indefinido
subcultivando al mismo medio cada 30-40 dias.

Produccion de betalainas en tejido calloso: En las cuatro
especies trabajadas, el tejido calloso mostré la aparicion
esponténeade regiones intensamente pigmentadas de color
r0jo, debido a la sintesis y acumulacion de betalainas (Fig.
1). Estasintesis de pigmentos se dio tinicamente cuando los
cultivos se incubaron en condiciones de luz y ces6 por
completo al colocarlos enlaobscuridad, lo que confirma que
laluz juegaun papel importante en labiosintesis de pigmentos
enplantas. Alcomparar lacantidad de betalainas sintetizadas
en tejidocalloso con laque seencuentraen fruto, se encontré
que éstasuele ser menor, esto quizd se deba aque enel fruto
todas las células sintetizan y/o acumulan betalainas, mientras
que en el tejido calloso se observa que son sélo algunas



regiones del mismo las que muestran acumulacién de
pigmentos. Por otro lado, mientras que en el fruto de las
cuatro especies estudiadas predominaclaramente la fraccién
de las betacianinas, en el tejido calloso se presenta en
algunas especies también la fraccion de las betaxantinas,
llegando incluso apredominaren algunasdeellas(Tabla 1),
locual indicaque las condiciones de cultivo in vitro alteran
en cierta medida los patrones de biosintesis de estos

COMPUESIOS.

Estudio del efecto de laadicién de complejos orgénicos
al medio de cultivo en la produccién de betalainas: La
respuesta de las cuatro especies a la adicién de complejos
orgdnicos al medio decultivo fue muy variable. Algunos de
los complejos probados parecieron estimular la produccién
de betalainas, mientras que otros mostraron efectos
inhibitorios sobre lamisma (Tabla2). Seprobaron complejos
ricos en aminodcidos asf como tirosina debido a que esta
iltimaes precursordirecto de la biosintesis de betalainas.

Induccién y mantenimiento de cultivo de células en
suspension y andlisis de la produccion de betalainas en los
mismos: Con base en los resultados obtenidos en los puntos
antes citados, esta parte del proyecto se realizé tinicamente
con la especie M. uncinata, por ser la que dio una mejor
respuesta tanto por su crecimiento in vitro como por su
produccién de betalainas. Se obtuvieron cultivos en
suspension, los cuales estaban formados por células
individuales y en mayor medida por pequefios aciimulos
celulares. Deacuerdo alos resultados obtenidos en lacurva
decrecimiento (Fig. 2), las célulascontimian multiplicindose
hastalos 50 dias después de haber sido iniciado el cultivo.
Aproximadamentealos 10 dias después de cada subcultivo
puede apreciarse en algunas lineas la acumulacion de
pigmentos, mientras que otras permanecen durante casitodo
su perfodo de desarrollo sin producir betalainas (Fig. 3). Lo
anterior puede deberse al origen celular de cadacultivo, ya
queel medio y lascondiciones de cultivo fueroniguales para
todas las lineas. Enlos cultivos en suspension adiferencia
del fruto, predomina claramente la fraccion de las
betaxantinas. Esto parece indicar que este tipode pigmentos
se sintetiza en la planta o en las células cultivadas bajo
condiciones de estrés, lo cual apoyaria laidea de que pueden
tener un papel en los mecanismos de defensa de la planta
(Marby 1980).

Andlisis por HPLC de las betalainas producidasen fruto,

tejido calloso y células en suspension: Los andlisis por
HPLC de extractos de betalainas obtenidos a partir de frutos,
mostraron siempre laaparicion dedos fracciones que pueden
representar dos compuestos diferentes o dos grupos de
compuestos muy relacionados (probablemente fracciones de
betacianinas y betaxantinas). Las mismas dos fracciones se
encontraronen tejido calloso y células en suspension, variando
iinicamente laabundanciarelativade cadaunadeellas. La
Fig. 4 muestraun cromatogramarepresentativo del andlisis
de betalainas en tejido calloso M. uncinata por HPLC. El
hecho deque se presenten siempre las mismas dos fracciones

es importante, ya que indica que el cultivo in vitro no
produce cambios cualitativos, aunque si cuantitativos, en
los pigmentos producidos en esta especie.

Seleccién de lineas celulares de M. uncinata altamente
productoras de betalainas: En tejido calloso serealizé una
seleccién por fragmentacion, tomando y subcultivando por
varios ciclos aquellos fragmentos de tejido que mostraron
unamayor acumulacién de pigmentos. Después de 6 ciclos
de seleccion se obtuvieron lineas de tejido calloso que
mostraron unaproduccién de betalainas considerablemente
mayor al tejido original (Fig. 5). Por lo que respecta a la
seleccién por plaqueo a partir de suspensiones celulares, se
logré también generar lineas conuna produccion mayorque
los cultivos originales (Fig. 6), sin embargo este proceso
resulto considerablemente més lento que la seleccion apartir
detejido calloso. Con estos resultados se demuestraque es
posible, mediante seleccién incrementar laproduccién in
vitro de pigmentos a partir de cultivos de M. uncinata. La
Fig. 7 muestra dos de las lineas seleccionadas por su alta
produccién de betalainas.

1. Sedemostré que es posible producir in vitro pigmentos
del grupo de las betalainas cultivando tejido calloso o
células en suspension de cacticeas del género Mammillaria.
Este sistema podria ser considerado en un futurocomo una
fuente alternativa de estos compuestos para laindustria de
los alimentos.

2. Se demostré que es posible incrementar en cierta
medida laproduccion in vitro de betalainas en los sistemas
mencionados mediante la adicién de complementos
nutritivos al medio de cultivo o bien mediante la seleccion
de lineas celulares altamente productoras.
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