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RESUMEN

En este estudio se establecid la propagacion in vitro de Vanilla planifolia utilizando
el sistema de biorreactores de inmersion temporal (BIT), con el objetivo de obtener
una mayor produccion de biomasa en menos tiempo, en comparacion con el sistema
tradicional de medio semisodlido. Se evalué la frecuencia de inmersién realizando
pruebas de 2 minutos cada 4, 8 y 12 horas, midiendo la altura de las plantulas y los
brotes de V. planifolia. Los resultados mostraron que la frecuencia 6ptima era de 2
minutos cada 4 horas. Posteriormente, se implementd el sistema de inmersion
temporal con esa frecuencia, utilizando plantulas de V. planifolia provenientes del
sistema semisélido y combinaciones de hormonas vegetales para incrementar la
eficacia de la reproduccion. El mejor tratamiento fue el Tratamiento 1 (T1), que
contenia 3 ppm de BAP (6-bencilaminopurina), 1.5 ppm de AlA (acido indol acético)
y 150 mg/L de AA (acido ascorbico), obteniendo plantulas con una altura promedio
de 1.22 + 0.05 cm, una altura de brotes de 1.48 + 0.04 cm, con 7.66 + 0.88 hojas,
7.33 £ 0.66 raices y 8.66 + 0.33 brotes. Una vez obtenida la biomasa suficiente, se
realizaron extractos etandlicos a una concentracion de 10 mg/L de las vitroplantas
provenientes del sistema de biorreactor (EVPPB) y de hojas silvestres secas de V.
planifolia (EVPHS). Se cuantifico la actividad antioxidante mediante la inhibicion de
los radicales libres DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) y ABTS<* (2, 2'-Azinobis-3-
etil- benzo-tiazolina-6-acido sulfénico), los resultados mostraron que el EVPHS,
tenia un porcentaje de inhibicién al radical DPPH+ mayor con 65.74 + 0.18 % con
67.07 £ 1.90 mg de VCEAC/ gr (actividad antioxidante equivalente a Vitamina C) y
una inhibicion de ABTS+* de 90.76 £ 2.31 % con 93.16 + 1.37 mg VCEAC/gr a
comparacion de EVPPB con porcentaje de inhibicién del radical DPPHe« de 50.56 +
1.13 % con 43.06 + 1.18 mg de VCEAC/ g y una inhibicién de ABTS+* de 69.05 *
0.95 % con 63.11 £ 2.3 VCEAC/gr. Asimismo, se cuantifico la cantidad de
polifenoles y flavonoides cuantificando para el EVPHS de 75.09 + 3.38 mg EAG/
100 g (equivalentes de acido galico) y 67.36 + 5.61 mEq CAT/ g (miliequivalentes
de catequina) y para EVPPB 52.76 + 1.73 mg EAG/ 100 g y 33.26 + 1.62 mEq

CAT/g. Por ultimo, se evalud la actividad antinociceptiva de EVPHS mediante la

Laboratorio de Investigacion en Ciencias Ambientales
Universidad Auténoma de San Luis Potosi — Facultad de Estudios
Profesionales Zona Huasteca
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prueba de contorsiones inducidas por acido acético, un ensayo que mide el dolor
visceral inespecifico. Se utilizaron dosis del extracto de 10, 100 y 200 mg/kg,
encontrandose que la dosis mas efectiva fue la de 200 mg/kg, con 11.43 £ 2.72
contorsiones y con una dosis efectiva 50 (DEso) de 72.62 mg/kg. Ademas, se realizé
la prueba de formalina, que evalua el dolor central y periférico en dos fases. En la
fase 1, la dosis de 200 mg/kg resulté en 61.33 £ 12.10 segundos de dolor comparado
con los 77.17 £ 5.19 segundos del grupo control. En la fase 2, la dosis de 200 mg/kg
produjo 62.83 + 9.86 segundos de dolor con una DEso de 11.06 mg/kg, mientras que
el grupo control tuvo 225 + 12.45 segundos. Estos resultados indican que el extracto

posee actividad antinociceptiva en el dolor provocado por inflamacion.

Palabras clave: vainilla, biorreactor, antioxidantes, actividad antinociceptiva.
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ABSTRACT

In this study, the in vitro propagation of Vanilla planifolia was made using the
temporary immersion bioreactor system (TBI), with the aim of obtaining greater
biomass production in less time, compared to the traditional semi-solid medium
system. The frequency of immersion was evaluated by performing 2-minute tests
every 4, 8 and 12 hours, measuring the height of V. planifolia seedlings and shoots.
The results showed that the optimal frequency was 2 minutes every 4 hours.
Subsequently, the temporary immersion system was implemented with that
frequency, using V. planifolia seedlings from the semi-solid system and
combinations of plant hormones to increase the efficiency of reproduction. The best
treatment was Treatment 1 (T1), which contained 3 ppm of BAP
(Benzylaminopurine), 1.5 ppm of IAA (Indoleacetic acid) and 150 mg/L of AA
(Ascorbic acid), obtaining seedlings with an average height of 1.22 + 0.05 cm, a
shoot height of 1.48 £ 0.04 cm, with 7.66 + 0.88 leaves, 7.33 + 0.66 roots and 8.66
+ 0.33 shoots. Once sufficient biomass was obtained, ethanolic extracts were made
at a concentration of 10 mg/L from the vitroplants from the bioreactor system
(EVPPB) and from dried wild leaves of V. planifolia (EVPHS). The antioxidant activity
was quantified by inhibiting the free radicals DPPHe+ (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
and ABTSe+ (2, 2'-Azinobis-3-ethyl- benzo-thiazoline-6-sulfonic acid), the results
showed that EVPHS had a higher percentage of inhibition of the DPPH-« radical with
65.74 + 0.18 % with 67.07 = 1.90 mg of VCEAC/g (Antioxidant activity equivalent to
Vitamin C) and an inhibition of ABTS++ of 90.76 + 2.31 % with 93.16 + 1.37 mg
VCEAC/g compared to EVPPB with a percentage of inhibition of the DPPH?- radical
of 50.56 £ 1.13 % with 43.06 £ 1.18 mg of VCEAC/g and an inhibition of ABTS <+
69.05 £ 0.95 % with 63.11 £ 2.3 VCEAC/gr. Likewise, the amount of polyphenols
and flavonoids was quantified, quantifying for the EVPHS 75.09 £ 3.38 mg EAG/ 100
gand 67.36 £ 5.61 mEq CAT/ g and for EVPPB 52.76 + 1.73 mg EAG/ 100 g (Gallic
acid equivalents) and 33.26 * 1.62 mEq CAT/g (Catechin). Finally, the
antinociceptive activity of EVPHS was assessed using the acetic acid-induced

writhing test, an assay that measures nonspecific visceral pain. Doses of the extract

Laboratorio de Investigacion en Ciencias Ambientales
Universidad Auténoma de San Luis Potosi — Facultad de Estudios
Profesionales Zona Huasteca
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of 10, 100 and 200 mg/kg were used, finding that the most effective dose was 200
mg/kg, with 11.43 + 2.72 contortions with an EDso of 72.62 mg/kg. Additionally, the
formalin test was performed, which evaluates central and peripheral pain in two
phases. In phase 1, the 200 mg/kg dose resulted in 61.33 £ 12.10 seconds of pain
compared to 77.17 £ 5.19 seconds in the control group. In phase 2, the 200 mg/kg
dose produced 62.83 + 9.86 seconds of pain with an EDso of 11.06 mg/kg, while the
control group had 225 + 12.45 seconds. These results indicate that the extract has

antinociceptive activity in pain caused by inflammation.

Keywords: vanilla, bioreactor, antioxidants, antinociceptive activity.
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I. INTRODUCCION

La familia Orchidaceae es una de las familias vegetales mas importantes altamente
evolucionadas que cuenta con mas de 800 géneros y mas de 30,000 especies
distribuidas en todo el mundo. Existen mas de 100 especies de este género, en
todos los continentes, y una gran parte se encuentra en América tropical (Dressler,
2005; Hagsater et al., 2015; Willis, 2017). V. planifolia es una orquidea originaria de
México y a pesar de que hay muchas mas variedades esta es la unica que se cultiva
a pesar de estar en categoria Sujeta A Proteccion segun la NOM-059- SEMARNAT-
2010, siendo el sustento de productores mexicanos en el afio 2021 se produjeron
en Veracruz 465.38 toneladas, en Puebla 74.06 toneladas, en Oaxaca 61.53
toneladas y en San Luis Potosi 8.6 toneladas (Luna-Guevara et al., 2016; SIAP,
2021). En el estado de San Luis Potosi, los municipios productores de vainilla se
ubican en la region Huasteca y son: Axtla de Terrazas, Tamazunchale, Aquismon,
Matlapa, Coxcatlan, Huehuetlan y Xilitla (Vargas-Hernandez, 2014). V. planifolia es
una de las orquideas de mayor importancia a nivel mundial, debido a que su fruto
se utiliza como saborizante y aromatizante en la industria y es la unica especie
dentro del género Orchidaceae con frutos comestibles (Bory et al., 2008; Gonzalez-
Arnao et al., 2009; Soto-Arenas y Dresser, 2010), aunque se ha comprobado que
vainilla no solo es aprovechada por sus frutos comestibles, sino también por las
propiedades medicinales que poseen sus vainas, sin embargo, otras secciones
vegetales como las hojas y los tallos de no han sido estudiadas. La planta de vainilla
presenta problemas para su conservacion debido a la amenaza constante a su
habitat natural y a la baja tasa de germinacion como el resto de las orquideas, por
esta razén el uso de herramientas biotecnoldégicas como el cultivo de tejidos in vitro
es una técnica eficaz para multiplicar de manera masiva V. planifolia (Carranza-
Alvarez et al., 2020). El cultivo de tejidos vegetales (CTV) involucra diversas
técnicas de cultivo de tejidos y o6rganos celulares, el cual consiste en regenerar
plantas a partir de secciones cultivadas en medios de cultivo con los nutrimentos
necesarios y especificos de manera aséptica y bajo condiciones controladas de luz

y temperatura (Sharry et al., 2015). Una de las herramientas del CTV es la
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micropropagacion y una de las formas mas eficaces de hacerlo es por medio de
biorreactores de inmersiéon temporal (BIT), los cuales consisten en un sistema
automatizado que se utiliza para cultivar tejidos vegetales en condiciones
estandarizadas, excluyendo la contaminacion microbiana. Este tipo de sistema
optimiza el cultivo de plantas a través de la automatizacion de procesos y permite
la ganancia y acorta propagacién biomasa-tiempo (Maximo et al., 2018), ademas de
mejorar el suministro de nutrientes y los procesos de transferencia de gases, asi
como de minimizar las alteraciones fisiolégicas en las plantas, mejorando asi el
desarrollo de cultivos micropropagados (Cajina Silva, 2023). El uso de inmersion
temporal con medio de cultivo liquido mejora la eficiencia de la micropropagacion
en comparacion con el método convencional en medio semisolido. La produccion
de vainilla a gran escala obtiene un mayor numero de plantas en menor tiempo lo
que permite contar con material vegetal para estudiar las propiedades medicinales
de V. planifolia y asi poder contar con una alternativa biotecnoldgica de produccién
para no afectar las poblaciones de plantas silvestres. Por ello, el objetivo de la
presente investigacion es estandarizar las condiciones de cultivo de V. planifolia en
sistema de biorreactores de inmersién temporal (BIT) y evaluar las propiedades
antioxidantes y etnofarmacoldgicas de V. planifolia para darle un valor agregado a

este cultivo.

Maestria en Ciencias Bioquimicas
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1.1. Objetivo General

Estandarizar las condiciones de cultivo de V. planifolia en sistemas de inmersion
temporal y evaluar las propiedades de un extracto etandlico de hojas para darle un

valor agregado a este cultivo.

1.1.2 Objetivos especificos
e Estandarizar la técnica de multiplicacion in vitro de V. planifolia en Biorreactores

de Inmersion temporal.

e Determinar la presencia de antioxidantes de un extracto etandlico de

vitroplantas y hojas de plantas silvestres de V. planifolia.

e Evaluar el efecto antinociceptivo del extracto etandlico de hojas de V. planifolia

en modelos murinos.
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Il. MARCO TEORICO

2.1. Generalidades de las orquideas

La familia Orchideaceae es la segunda familia mas grande de plantas con flores,
comprenden de 700-880 géneros y mas de 30,000 especies en el mundo y es una
de las mas grandes de las monocotiledoneas. La distribucion de las orquideas
abarca todos los continentes excepto la Antartida. En la distribuciéon de las
orquideas 70 % son epifitas y el resto corresponde a terrestres y rupicolas a
(Dressler, 2005; Hagsater et al., 2015).

Las orquideas son plantas de larga vida, de hoja perenne, algunas orquideas como
Cypripedium calceolus llegan a vivir hasta 100 afios (Kull, 1999). El crecimiento de
las orquideas consiste en dos patrones, monopodiales y simpodiales. Las
monopodiales crecen a partir de un solo punto (de un tallo) y produciendo hojas del
apice cada afo, por otro lado, las orquideas simpodiales se desarrollan como
pseudobulbos, crecen hacia los lados, en lo que los brotes terminales que florecen
y finalmente mueren (Arditti, 2008; Sailo et al., 2014). Aunque no todas las
orquideas crecen de la misma manera, por lo que existen diferentes tipos de
orquideas, cada una con sus caracteristicas y rasgos distintivos en las que se

encuentran:

Orquideas epifitas: Las orquideas epifitas utilizan como soporte fisico a los arboles
(forofito) para geminar, crecer y reproducirse sin establecer contacto con el suelo
en ninguna etapa de su ciclo de vida (Zotz, 2016). Estas orquideas se adaptan a los
cambios morfologicos del forofito, aclimatandose y aumentando su longevidad
tipica. Aunque las orquideas epifitas no son dependientes de su forofito, su estrecha
relacion contribuye a su conservacioén, debido a que al estar en este son protegidas
por depredadores y obtienen materia organica que se acumula en la corteza de los
arboles, ademas, su ciclo de vida depende de otros organismos como polinizadores

y hongos simbidticos (Rasmussen y Rasmussen, 2018).
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Orquideas terrestres: Las orquideas terrestres son conocidas por su especificidad
de especies en relacidén con polinizadores y especies micorricicos, son diferentes a
las demas orquideas y como su nombre lo indica, se reproducen directamente en el
suelo, por lo que establecen una relacion con un hongo micorricico, denominado
micorriza de orquideas, donde la orquidea utiliza el hongo para la obtencién de
carbono a cambio de una nutricidn mineral (Shefferson et al., 2019) Las orquideas
dependen exclusivamente de su asociado micorricico durante la fase de protocormo
(Gebauer et al., 2016).

Orquideas litofitas o rupicolas: Son orquideas que se encuentran establecidas en
rocas, su mecanismo de vida es la absorcion de humedad del ambiente por medio
de las raices ademas del establecimiento de asociaciones con muscos y liquenes
para obtener materia organica para la obtencion de nutrientes (Gavendeel et al.,
2004; Bellone, 2006).

Las orquideas a lo largo de su vida establecen diferentes tipos de interacciones con

el proposito de sobrevivir:

Orquidea-Forofito: Ocurre en orquideas epifitas ya que estas viven adheridas a los

arboles huésped por medio de su morfologia, acumulando agua en las hojas, en sus
tallos modificados a psedudobulbos y por medio de las raices (Gutiérrez Novoa,
2021). Ademas, en algunas ocasiones las orquideas necesitan penetrar la corteza
de los arboles vy fijarse para establecerse, tomando en cuenta factores como el pH

del arbol, luz y humedad (Pozo y Trabanco, 2015; Novoa, 2020).

Orquidea-Polinizador: Los polinizadores han sido de gran importancia ya que han

contribuido con la diversificacién de las orquideas y son de gran importancia para
su conservacion. Las orquideas utilizan diversas estrategias de polinizacion e
interactuan con diferentes tipos de polinizadores como aves, palomillas, mariposas,
avispas y una gran variedad de abejas (Shrestha et al., 2020). En esta interaccion
mutuamente beneficiosa, algunos polinizadores obtienen recompensas de las flores

y la planta obtiene la fecundacion de las flores (Trejo-Salazar et al., 2015, Joffard et
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al.,, 2019), en otros casos las orquideas no ofrecen ningun veneficio a los
polinizadores ya que los atraen utilizando sefales que los polinizadores suelen

asociar con una promesa alimentaria o sexual (Jersakova et al., 2006).

Orquidea-Micorriza: Una de las interacciones ecoldgicas mas importantes de las

orquideas es la interaccidén con los hongos, ya que las orquideas forman redes
micorricicas complejas que permiten la transferencia de nutrientes del suelo, sin
embargo, este tipo de hongos también se encuentran en la corteza de los arboles y
crean simbiosis con orquideas epifitas (Petrolli et al., 2022). La interaccion de los
hongos con las orquideas forma estructuras intracelulares denominadas pelotones
ya que requieren la presencia de las micorrizas en sus diferentes etapas de vida
desde la germinacion hasta la vida adulta (Ramussen, 1995; Smith y Read, 2008),
los principales grupos de hongos micorricicos de orquideas son Basidiomycota y
Ascomicetos (Wang et al., 2021; Selosse et al., 2022).

2.2. Orquideas de México

En México existe un aproximado de 260 especies y 170 géneros, donde el 40 % son
orquideas endémicas (Hagsater et al., 2015). El pais es considerado a nivel mundial
por su gran diversidad biolégica, debido a sus condiciones fisiograficas, geoldgicas
y climaticas, lo que da como resultado una amplia variedad de condiciones naturales
y microambientes adecuados para el crecimiento de especies de la familia
Orchideaceae (Bastida-Tapia et al.,, 2017). En México, la mayor diversidad de
orquideas se encuentra en los bosques tropicales, donde crecen en un 60 % como
epifitas (Hagsater et al., 2015, Givnish et al., 2015).

Castillo-Pérez et al. (2018), mencionaron que la mayoria de las orquideas del pais
se encuentra en el sury en el oeste de México en los estados de Oaxaca, Chiapas
y Jalisco y la menor cantidad de orquideas se encuentran en el norte como Coahuila

y Tamaulipas y en el centro de México como zacatecas y San Luis Potosi.
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En las comunidades indigenas y mestizas del pais, uso de plantas medicinales se
ha preservado de generacidén en generacion y ha sido muy importante en la cultura
de estas comunidades. Muchas de las tradiciones surgieron en los rituales y
ceremonias de civilizaciones precolombinas (Pardo de Santayana y Gémez Pellén,
2002). En el caso de las orquideas no solo son utilizadas de manera ornamental;
las comunidades indigenas y mestizas que han preservado las tradiciones de
antepasados han utilizado sus flores y tallos con fines artesanales, ceremoniales y
culturales, los géneros mas utilizados con este fin son Laelia, Barkeria, Oncidium,
Prosthechea y Rhynchoste en los estados de Oaxaca, Veracruz y Chiapas (Mencias
Méndez y Salazar Ponce, 2018). Otro uso que se le ha atribuido a las orquideas en
México es uso etnobotanico, ya sea por conocimiento empirico o transferido de

generacion en generacion (Emeterio-Lara et al., 2016).

Actualmente las orquideas mexicanas estan en riesgo, debido a la deforestacion, la
conversion de tierras a la agricultura o la ganaderia, el saqueo de las orquideas de
su habitad natural para su comercio ilicito (Hinsley et al., 2015; Hinsley et al., 2017).
Es comun que las orquideas sean comercializadas en mercados locales por la
belleza y rareza de sus exuberantes inflorescencias (Cruz-Garcia et al., 2015,
Emeterio-Lara et al., 2016, Jiménez-Lopez et al., 2019). Segun la NOM-059-
SEMARNAT, 185 especies de orquideas estan una categoria de riesgo, donde 111
especies estan sujetas a proteccion, 59 especies estan en categoria de
amenazadas y 15 en peligro de extincion, donde Vanilla planifolia se encuentra
sujeta a proteccion, debido a la sobre explotaciéon que ha tenido en los ultimos afios,
lo que ha provocado la reduccion de las poblaciones silvestres y reducido
significativamente la diversidad genética (Soto-Arenas 1999; SEMARNAT, 2010).

2.3. Importancia de la Vanilla en México

Vanilla planifolia es una orquidea hemiepifita originaria de México que ha sido de
gran importancia desde la época prehispanica en Mesoamérica, donde era utilizada
para elaboracion de fragancias, como tributo, como moneda de cambio, para

aromatizar el chocolate, de manera medicinal y en la cultura totonaca se le vinculaba
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con leyendas vy rituales. La vainilla fue conocida con diferentes nombres como
Xahant por los totonacas, Tlilxochtl (flor negra) por los aztecas y Cizbiques por los
Mayas (Lubinsky et al., 2008; Soto y Dressler, 2010; Gamboa-Gaitan, 2014). Sin
embargo, a la llegada de la conquista espafnola ellos la nombraron vainilla ya que
sus frutos se le asemejaban a la vaina que enfunda la espada (Bermudez-Avendaio
y Trevifio-Trevifio, 2014).

México es un pais que posee gran diversidad del género Vanilla como: Vanilla
cribbiana, V. odorata, V. inodora Schiede, V. phaeantha, V. hameri, V. insignis
Ames, V. perpleja, V. planifolia, V. pomponay V. Sp. M. Soto 8355 (Soto, 2003), no
obstante, solamente V. pompona y V. planifolia se cultivan con fines comerciales,
debido a que son demandadas en la industria (Lubinsky et al., 2008; Reyes-Lépez
et al., 2008).

V. planifolia es muy importante ya que su fruto beneficiado es utilizado en la industria
como aromatizante, en el area vinicola, tabacalera, farmacéutica, saborizante y es
una de las especies mas utilizadas en la gastronomia mundial, siendo la segunda
especie mas cara del mundo (Espinoza Pérez, 2016; Divakaran, 2009; Lamas,
2012; Gallage, y Mgller, 2015).

En la actualidad los principales paises productores de V. planifolia son, Indonesia
Madagascar y China, aun cuando la vainilla se le considera originaria de México su
contribucion a nivel mundial en la produccion es del uno por ciento (Diez-Gémez,
2014; Reyes-Lopez et al., 2014), en México los principales estados productores de
vainilla en México son: Veracruz con un 76.08%, Puebla con un 11.55%, Oaxaca
con 10.5% y San Luis Potosi con 1.87% (SIAP, 2021).

2.4. Descripcion de Vanilla planifolia

V. planifolia es la unica orquidea que produce frutos comestibles, consta de un
crecimiento perene, trepadora con dos tipos de raices: las raices adventicias y las

raices terrestres, por lo que es considerada una orquidea hemiepifita.
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Su tallo es color verde, flexible, cilindrico simple y posee nudos de 5 a 15 cm de
longitud, sus hojas se encuentran dispuestas a manera de zigzag a lo largo del tallo,
son hojas suculentas flexibles de tamafno hasta 20 cm. Sus inflorescencias crecen
de la parte axilar de las hojas, teniendo de 15 a 20 botones, sus brotes tienen un
tamano de hasta 8 cm y sus flores son color verde amarillo con 3 sépalos, 2 pétalos
y un labelo. El fruto de la orquidea es una capsula color verde de 15 cm de longitud,
ligeramente triangular, que contiene semillas en su interior de color negras,
denominada “vaina” que para ser comercializada debe de tener un proceso llamado
beneficiado. El fruto carece del olor, color y sabor, caracteristicos de la vainilla
(Figura 1) (Vargas-Hernandez y Gamez-Velazquez, 2014).

Figura 1. Secciones vegetales de V. planifolia. A) Detalle de flor. B) Planta completa. C)
Hojas y Tallos. D) Fruto (Vainas verdes) (Tomado de Morales-Lopez, 2021).

2.41. Clasificacion taxonémica de V. planifolia
En la Tabla 1, se presenta la descripcion taxonémica de V. planifolia, descrita por
Hernandez-Hernandez et al., 2011.

Tabla 1. Descripcion taxonémica de V. planifolia
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Clasificacion

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Asparagales
Familia: Orchidaceae
Subfamilia: Vanilloideae
Tribu: Vanillinae
Genero: Vanilla
Especie: Planifolia

Debido a la gran sobre explotaciéon que se le ha dado a la vainilla, para su uso
comercial y a los largos periodos de crecimiento y maduraciéon de sus frutos se han
buscado alternativas como el cultivo de tejido in vitro. La propagacion in vitro ha sido
muy utilizada en los ultimos afios ya que proporciona ventajas de control en el cultivo

que no tiene la propagacién convencional (Carranza-Alvarez et al., 2016).

2.5. Cultivo de tejidos vegetales

El cultivo de tejidos vegetales (CTV), esta basado en el concepto de totipotencia;
lo que significa que las células y tejidos tienen la capacidad de convertirse en planta
completamente nueva a partir de cualquier seccién de la plantula (Fowler et al.,
1993; Trevor, 2007; Bhatia y Dahiya, 2015) (Figura 2). El sistema de CTV confiere
todo lo necesario para que las plantulas o explantes crezcan a través de un medio
basal, donde el material vegetal obtiene nutrientes, energia, agua y con la luz y
temperatura optimas proporcionan las condiciones ideales para el desarrollo vegetal
(Phillips y Garda, 2019; Varela, 2023). EI CTV desempefia un papel muy importante
en la biotecnologia moderna ya que con ella se realizan diversas investigaciones
sobre procesos de desarrollo vegetal, modificacién genética de plantas para
procedimientos agroindustriales en la industria de alimentos, mejorando la

produccion de alimentos libres de patdgenos (Loyola-Vargas y Ochoa-Alejo 2018),
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preservacion de germoplasma (Trujillo et al., 2019), funcionamiento de genes (Deng
et al., 2010), micropropagaciéon (Kumar y Redd, 2011; Carranza-Alvarez et al.,
2016), reprogramaciones genéticas que pueden dar lugar a cambios morfolégicos,

fisiolégicos y bioquimicos (Téllez Torres et al., 2023).
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Figura 2. Obtencion de una planta nueva a partir de una seccion vegetal en la técnica
de cultivo de tejidos vegetales (Modificado de Lindsey & Jones, 1989).

El CTV ha sido utilizado para la producciéon de compuestos bioactivos de plantas
por medio de modificacion de ambientes produciendo estrés en las plantas
provocando la sintesis de metabolitos secundarios que naturalmente son de utilidad
para la planta como defensa o comunicacion, por lo que estos compuestos
bioactivos han sido aprovechados en la industria como fragancias, pigmentos y en
farmacéutica que son costosos de sintetizar y que ocurren naturalmente en bajas

concentraciones en situaciones especificas (Pant, 2014; Varela, 2023).

Otro uso que se le ha atribuido a esta herramienta biotecnolégica es la preservaciéon
de especies en peligro de extincion o en categoria de amenaza por medio la
propagacion y la biotecnologia vegetal, donde la micropropagacion in vitro ha sido
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la mas utilizada, misma que consiste en propagar explantes o secciones vegetales
de manera asexual en un medio de cultivo rico en nutrientes, utilizando las técnicas

de cultivo de tejidos vegetales. (Rosales et al., 2008).

2.6. Micropropagacion in vitro

La micropropagacion es una tecnologia in vitro de multiplicacion rapida de plantas
que utiliza métodos modernos de cultivo de tejidos vegetales. Es bien conocido por
sus aplicaciones en las industrias agroalimentaria, horticola y forestal, consiste en
el cultivo de explantes en un medio de cultivo el cual contiene agua, macronutrientes
y micronutrientes, fuente de carbono como carbohidratos en forma de sacarosa o
glucosa, vitaminas, minerales, reguladores de crecimiento naturales y artificiales
como auxinas, citoquininas, giberelinas y un agente gelificante. El explante mas
usado para la propagacion in vitro son las yemas vegetativas, los frascos se colocan
con luz artificial dentro de una camara de crecimiento, donde se fija la temperatura
en valores de 21 °C y 23 °C, ademas de controlar el tiempo de exposicion a la luz
(Castillo, 2004; Abdalla et al., 2022), el contenido de reguladores de crecimiento
dependera de la planta que se esté micropropagando y la etapa de

micropropagacion en la que se encuentre.

Las ventajas de la micropropagacion in vitro son las siguientes: 1) Mayor numero de
plantas en medios tiempo. 2) El ambiente puede controlarse o modificarse para
satisfacer las necesidades especificas de la planta. 3) Material vegetal disponible
todo el ano. 4) Identificacion y produccién de clones con caracteristicas deseadas.
5) Produccion de plantas genéticamente modificadas nuevas y mejoradas. 6)
Conservacién de especies vegetales en categoria de amenazadas. 7) Preservacion
de material genético mediante criopreservacion. 8) Produccion de metabolitos

secundarios.

Los primeros reportes de la micropropagacion fueron realizados por Murashige,
(1974) con tres etapas: 1. Establecimiento libre de microorganismos (aséptico), 2.

multiplicacion, y 3. enraizamiento y la preparacion de la plantula para su
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transferencia tecnoldgica, posteriormente Hussain et al. (2012) completaria este

proceso dando lugar a las etapas que actualmente se conocen (Figura 3).
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Figura 3. Etapas de la micropropagacion in vitro. Recuadros amarillos representan las
etapas de la micropropagacion in vitro y las beige etapas intermedias (Autoria propia).

Etapa 0: Seleccion y preparacion de la planta madre: La planta donante o planta
madre es el material vegetal de donde se obtiene el material vegetal de partida, se
recomiendan plantas que crecen en condiciones de invernadero para reducir la tasa
de contaminacion. El utilizar explantes o yemas de plantulas jovenes tienen una
mayor respuesta que los establecidos de secciones a partir de plantulas mas adultas
(Segretin, 2006).
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Etapa I: Asepsia del material vegetal: La desinfeccion superficial consiste en la
eliminacion de la incidencia de agentes contaminantes presentes en la superficie de
los tejidos o explantes, los propagulos de enjuagaran con abundante agua para la
eliminaciéon de polvo, seguido de esto se utilizan una serie de soluciones
desinfectantes como: hipoclorito de sodio, hipoclorito de calcio, bicloruro de
mercurio, tween 20, perdéxido de hidrogeno, incluso etanol (Garcia et al., 2004;;
Uribe et al., 2008; Brenes et al., 2015; Bolanos et al., 2019), asi mismo, para la
contaminacion endoégena por hongos, levaduras o bacterias se utilizan bactericidas
y fungicidas, esto en caso que la planta madre provenga de campo y no de

invernadero.

Etapa II: Establecimiento del cultivo: El objetivo de esta etapa es la seleccion de
un medio de cultivo adecuado para la planta que se va a micropropagar de acuerdo
con sus necesidades nutrimentales para la propagar y aumentar la cantidad de

brotes para destinarlos a la siguiente etapa.

Los medios de cultivo varian de componentes de acuerdo con las caracteristicas
del tejido a desarrollar y el proceso morfogenético que se desea seguir (Gamborg y
Shyluk, 1981).

El medio de Murashige y Skoog (1962) es el mas utilizado a nivel mundial en el
cultivo de tejidos vegetales in vitro ya que contiene un alto contenido de sales. Otros
tipos de medio de cultivo utilizados son el medio Knudson C y Vacin and Went,
(Reddy et al., 2016). Los medios de cultivo también son suplementados con
sacarosa como fuente de carbono y reguladores de crecimiento como auxinas,
citocininas y giberelinas, por lo que alto contenido de auxinas inducira el crecimiento
de raices, mientras que las concentraciones altas de citocininas promueven la
divisién celular el regenera miento de brotes (Schafer et al., 2015; Ali et al., 2017,
Cox et al., 2018).

Etapa Ill: Enraizamiento de los explantes: El| objetivo de esta etapa es la

induccion de raices en los explantes propagados ya que las plantulas y brotes
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obtenidos en la fase anterior carecen de raices, por esto mismo se afiaden auxinas

o sustratos organicos que promuevan el crecimiento de raices.

El suplemento de medios de cultivo con auxinas de origen natural o sintéticas
promueve la formacion de raices adventicias un ejemplo de estas es Acido indol
acético (AIA), Acido indol butirico (AIB) o sintéticas como Acido naftalenacético
(ANA), Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), Pirocam, Acido 2, 4, 5-
triclorofenoxiacético (2,4,5-T) (Palma Mora, 2020). La seleccion del tipo de auxina

dependera de la planta a propagar, el tamafo, grosor y alcance de las raices.

Etapa IV: Aclimatacion: El objetivo de esta etapa es completar el proceso de
micropropagacion obteniendo el mayor numero de plantas adaptadas a condiciones
ambientales. Si embargo, las plantas provenientes de cultivo in vitro carecen de la
habilidad de producir carbohidratos, poseen baja competencia fotosintética, baja
capacidad para fijar COz2, por lo que se recomienda una fase intermedia de pre-
aclimatacion donde se les disminuya poco a poco la humedad relativa para
garantizar una mayor sobrevivencia en esta etapa (Carranza-Alvarez et al., 2016).
No obstante, otra alternativa de la micropropagacion son el uso de biorreactores de
inmersion temporal los cuales aumentan significativamente la sobrevivencia de las

plantulas ex vitro.

2.7. Biorreactores de inmersion temporal

Como una alternativa de la micropropagacion in vitro y el avance de la tecnologia
surgio el implemento del sistema de inmersion temporal (SIT), como fortalecimiento
del sistema de propagacion tradicional, debido a que permite la automatizacion de
la produccion a mayor escala dando como resultado una mayor obtencién de
biomasa en menor tiempo, ademas que el SIT elimina problemas fisiolégicos y
disminuye significativamente los costos de la micropropagacion in vitro como: la baja
sobrevivencia de las plantulas y la escasa calidad de los explantes, reduce la
vitrificacion por el control de exposicion de los explantes al medio de cultivo, permite

la renovacion constante del aire eliminando gases producidos dentro del frasco,
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favoreciendo el desarrollo vegetal de las plantulas, asi mismo, el contacto directo
con el medio de cultivo en cada inmersion garantiza una absorcion mas eficiente de
nutrientes., se favorece la formacién de raices y estomas funcionales que garantizan
la supervivencia de las plantulas al medio ambiente natural (Muhiz, 2018; Delgado
y Luque, 2023).

Los sistemas de inmersion temporal (SIT), establecen una alternativa asequible
debido a que permite automatizar parcialmente algunas etapas del cultivo in vitro,
aumentando la eficacia de produccion vegetal sin efectos colaterales ocasionados
por los medios de cultivo liquido estaticos conocidos como hiperhidricidad e hipoxia
(Ontaneda et al., 2020), ademas que los frascos empleados reducen la densidad
del indculo por envase empleado, aumentando asi el espacio fisico necesario para

el crecimiento de plantulas.

Los recipientes utilizados en esta técnica son denominados biorreactores ya que
debido a su estructura permiten desarrollar los procesos biolégicos necesarios como
la transferencia de oxigeno ya que esta conformado por un sistema de renovacion
constante de gases en el interior del recipiente, existen diferentes tipos de
biorreactores de inmersion temporal establecidos comercialmente y utilizados para
la propagacion vegetal como los RITA® (Méndez Alegria, 2014; Magana et al.,
2019; de Lourdes Tapia y Pando, 2022; Villegas-Ramirez y Palma-Zuniga, 2022),
MATIS® (Cruz Villegas, 2018), SETIS™ (Navarrete Yafez et al., 2019; Arevich y
Pérez, 2021), BIOMINT® (Calvache Roman y Freire Alarcon, 2019), BIT® (Villegas-
Ramirez, 2021; Villegas-Ramirez y Palma-Zufiga, 2022), por mencionar algunos
entre otros biorreactores no patentados elaborados en laboratorios (Contreras-
Loera et al., 2015; Cajina Silva, 2023). Sin embargo, el fundamento de su

funcionamiento es muy similar (Figura 4).
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Figura 4. Fundamento del funcionamiento de un Sistema de Inmersién Temporal (SIT).
1) Periodo estatico, donde las lineas de aireamiento y el recipiente de almacenamiento
del medio de cultivo estan cerradas y las valvulas solenoides abiertas al medio exterior.
2) Migracion del medio de cultivo al contenedor del material vegetal, suceso que ocurre
al abrir la linea de aire proveniente del compresor pasando por los filtros conectada a
recipiente el medio de cultivo, la sobrepresion transporta el liquido hacia el material
vegetal. 3) Periodo de inmersion; al transportarse el medio de cultivo al frasco del material
vegetal se cierran las lineas de aire y solo quedan abiertas las valvulas solenoides
abiertas a la atmédsfera. 4) Devolucion del medio de cultivo a su recipiente, para esto la
linea de aire conectada al frasco con material vegetal se abre y la del recipiente de
almacenamiento del medio se encuentra cerrada ocasionando que la presion devuelva
el medio de cultivo a su recipiente original (Modificado de Georgiev et al., 2014).

Los BIT al ser una tecnologia de produccién vegetal a gran escala, son una
alterativa eficaz para propagar plantas en riesgo como V. planifolia que es orquidea
en estado de amenaza por su amplia explotacion comercial, y susceptibilidad al
ataque de patdgenos fungicos como Fusarium oxysporum f. sp. vainillae (Ramirez-
Mosqueda e Iglesias-Andreu, 2015), por ello, se ha multiplicado a través del cultivo
de tejidos vegetales, aunque los costos de produccion suelen ser elevados, se ha
optado el uso de esta tecnologia, para optimizar y reducir costos (Sreedhar et al.,
2009), utilizando brotes, tallos como explantes. Ramos-Castella y colaboradores

(2014), probaron la inmersién de brotes de vainilla en distintos Biorreactores y
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observaron un mayor numero de brotes por explantes en sistemas BIT®, seguido
del sistema RITA® y GRANDE. Por otro lado, Ramirez-Mosqueda y Bello-Bello
(2021), compararon medio semisdlido (SS), medio liquido en inmersion parcial (Pl)
e inmersion temporal (TI) utilizando el biorreactor SETIS™ demostrando que en el

sistema de inmersion temporal se obtiene mayor biomasa.

2.8. Medicina tradicional

La medicina tradicional esta basada en conocimientos, habilidades, practicas, y
conocimiento empirico, basado en teorias, creencias, leyendas, experiencias que
no necesariamente tienen explicacion, heredados de generacion en generacion de
culturas diferentes utilizada para el diagnéstico y tratamientos de enfermedades

fisicas para mantener la salud (OMS, 2008).

Una de las aplicaciones mas prometedoras y extendidas de la cultura tradicional y
las terapias alternativas son las plantas medicinales. estimase tiene un estimado de
aproximadamente el 80% de la poblacién mundial utiliza la medicina tradicional y
que sigue siendo en gran medida atencion primaria de salud (Hoff, 1997; Who, 2005;
Castafneda-Sanchez, 2008).

La utilizacion de plantas medicinales en México se remonta desde la prehistoria, las
civilizaciones mantenian una relacion con su entorno vegetal asi que al
experimentar con el uso de las plantas descubrieron las propiedades medicinales
de diversas plantas, utilizando diferentes secciones vegetales como hojas, tallos,
raices, bulbos y flores. Aunado a esto el registro documentado del uso de plantas
medicinales data desde el siglo XVI a la llegada de los espaioles, documentado en
dos cddices: Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis, mejor conocido como el
Cddice de la Cruz Badiano (1552) y el Cédice Florentino (1577-1580) donde se
narraba el uso de flores como el nardo (Polianthes tuberosa) y el cempasuchil
(Tagetes erecta) (Viveros-Espinosa, 2020; Bye y Linares, 2015).

En el pais existen 23,400 plantas vasculares, de las cuales 3000 tienen efectos
medicinales (Bye, 1993; Argueta et al., 1994; CONABIO, 2006). La Medicina
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Tradicional es ampliamente usada por los mexicanos, se practica en el entorno
familiar o por curanderos/ brujos expertos en comunidades como en ciudades,
donde los tratamientos incluyen desde limpias, infusiones, pomadas, ventosas,

temazcal y emplastos (Prieto-Gonzalez et al., 2004; Gil-Rodriguez et al., 2020).

El uso tradicional de plantas ha sido parte importante de la cultura mexicana y se
ha preservado a lo largo de los afios especialmente en culturas indigenas y mestizas
(Solano et al., 2010). Se ha identificado en particular al género Orchidaceae como
una de las especies con mayor riqueza cultural, floristica y econémica que en el pais
ha sido utilizada desde la época de Mesoamérica para ritos ceremoniales y de
manera medicinal (Hernandez, 1959; Sahagun, 1975; Flores-Palacios y Valencia
Diaz, 2007; Damon, 2020).

Sin embargo, solo un pequefio numero de plantas medicinales han sido estudiadas
por sus efectos farmacoldgicos, fitoquimicos y toxicolégicos, asi como por su
farmacocinética (Castro, 2022); Por lo tanto, esta poblaciéon necesita recurrir a la
medicina alternativa, incluyendo plantas medicinales, las cuales son prescritas por

los “yerberos” o curanderos tradicionales (Rendon Martinez, 2023).

2.9. Usos medicinales de las orquideas

La familia Orchidaceae es una de las familias botanicas mas amplias alrededor del
mundo, debido a que cuenta con alrededor de 30,000 especies (Willis, 2017). Donde
solo el 2.3 % cuentan con propiedades medicinales (Allkin, 2017). Esta familia es
utilizada principalmente con fines ornamentales por sus exuberantes flores, para
fines ceremoniales y medicinales, sin embargo, solo una minoria de las orquideas
utilizadas con fines etnofarmacolégicos han sido estudiadas en laboratorio (Tabla
2).

Tabla 2. Especies de la familia Orchideaceae con efectos medicinales estudiados
cientificamente.

Tipo de
Orquidea o Efecto Referencia
crecimiento
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Acampe ochracea (Lindl) . o Ahmed et al.,
Epifita Hepatotoxicidad
2021.
Antinociceptivo y Caudillo-
Catasetum integerrimum Hook Epifita antiinflamatorio Gaona et al.,
2023.
Catasetum macroglossum Ramos et al.,
Epifita Efecto antinflamatorio
Rchb.f 2012.
Cyrtopodium Yanez-
macrobulbon (Lex.) Epifita Antinociceptivo Barrientos et
al., 2022.
Dactylorhiza hatagirea (D. Don) Antisépticos y Wani et al.,
Terrestre .
Soo anticancerigenos 2020.
Pant et al.,
Dendrobium chryseum Rolfe Epifita Actividades citotoxicas 2021
Sandrasagaran
Dendrobium crumenatum S.w. Epifita Antimicrobiano
etal., 2014.
Dendrobium officinale Wang et al.,
Epifita osteoporosis
Kimura & Migo, 1936 2018.
Encyclia michuacana (Lex.) ) .
Relajante y Gutiérrez y
Schitr Epifita
antiespasmodicos Solis 2009.
Arora et al.,
Habenaria intermedia D. Don Terrestre Actividad antioxidante 2023
vasorelajantes y
Vergara-
antihipertensivos
Galicia et al.,
Laelia anceps Lindl mediante canales de
Epifita 2010./ Yanez-
calcio/ antinociceptivo
Barrientos et
al., 2022.
» Antihipertensivo y Vergara-
Laelia speciosa (Kunth) Schitr Epifita ) o
vasorelajante Galicia, 2013.
antinociceptivo, anti- Déciga-
Maxillaria densa Lindl Epifita inflamatorio Campos et al.,

2007.
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Inhibicién de células Williams et al.,
Oncidium ascendens Lindl. Epifita
cancerigenas 2012.
Pelatantheria L Actividad antioxidante y Hoque et al.,
Epifita/Litofita
Insectifera (Rchb.f.) Ridl. antiinflamatoria 2021.
Perez
Antiinflamatorio/
Guitierrez et al.,
Prosthechea disminuyen la obesidad, la 2011
karwinskii (Mart.) J.M.H.Shaw Epifita resistencia a la insulina, el '
) . /Barragan-
estado proinflamatorio y el
Zarate et al.,
riesgo cardiovascular
2021.
Guitierrez et al.,
Prosthechea michuacana Nefroprotectora/ 2010./
Terrestre o ] .
(Lex.) W.E.Higgins Antidiabetico Gutierrez y
Carlos, 2011.
Déciga-
Scaphyglottis livida N o ) ]
Epifita antinociceptivo, anti- Campos et al.,
(Lindl.) Schit ) ]
inflamatorio 2007.

2.10. Vainilla medicinal

Ademas del uso comercial, la vainilla se utiliza como alternativa en la medicina
tradicional (Ferrera, 2020). EIl uso medicinal de V. planifolia proviene desde
Mesoamérica alrededor del ano 1300. Los mayas fueron los primeros en utilizar las
vainas de vainilla con fines medicinales para tratar las picaduras de insectos
venenosos y curar heridas. Un manuscrito azteca de hierbas, escrito en 1552 por
espafnoles que exploraron Mesoamérica, menciona el uso de la vainilla como
unguiento para el tratamiento de sifilis (Rain, 2004). Recientemente en 2019,
Rodriguez-Loépez y Martinez-Castillo, realizaron una investigacion en donde
exploraron el uso y conocimientos que tenian mayas en el norte de Yucatan México
sobre las propiedades y usos medicinales de V. planifolia, como antinociceptivas de
las hojas, induccion del parto, propiedades antitumorales de los tallos y raices, asi

como el uso de las flores como cicatrizantes, depresién y dolor.
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Por otro lado, Vijaybabu y Punnagai (2019), demostraron las propiedades
antiproliferativas del extracto de hojas de V. planifolia en carcinoma celdas A43,
mediante un ensayo MTT, donde obtuvieron una CLso (Concentracion Letal Media)
contra células A431 de 31.2 ug/mL, donde se revelo la capacidad antitumoral del
extracto de hojas de V. planifolia. Asimismo, Amalnath y colaboradores (2020),
realizaron un extracto etandlico de tallo de V. planifolia y evaluaron el potencial
antiproliferativo de lineas celulares de cancer de mama MCF-7 de este extracto, en
donde el 16% de las células mostraron apoptosis y en el estadio GO/G1 mostro
50,72 % y la fase S mostrdé 12.3% y 17.42% de células en fase G2/M. En este
estudio nuevamente se demuestra las propiedades antitumorales que poseen estas
secciones vegetales. Sin embargo, la mayoria de los primeros usos medicinales de
la vainilla han dado paso a usos funcionales de la vainillina, el componente principal
de la vainilla. Hoy en dia, debido a la escasez de vainas de vainilla y la alta costo
de produccién la vainillina es producida en gran parte sintéticamente por la via
quimica. En la Tabla 3, se resumen algunas de las propiedades medicinales de

algunas de las secciones vegetales de V. planifolia.

Tabla 3. Secciones de V. planifolia mas utilizadas para uso medicinal.

.. . Forma de
Seccién utilizada . Uso
preparacion

Especie Referencia

Vanilla planifolia Hojas Extracto etandlico Carcinoma Vijaybabu, 2019
Cancer de mama Amalnath et al.,
Vanilla planifolia Tallo Extracto etandlico
MCF-7 2020
) ) Toxico para
Vanilla fragrans Tallos y hojas Extracto etandlico ) Sun et al., 2001
mosquitos
Alzheimer
Extracto inhibidores de la Kandu y Mitra,
Vanilla planifolia Vaina
metandlico acetilcolinesterasa 2013
(AChEI)
Jugo de vainilla Antifungica
Romero-Cortez et
Vanilla planifolia Vaina mediante el (Alternaria | 2019
al.,
proceso de curado alternata)
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Sarak y pandit,

Vanilla planifolia Semilla Extracto etandlico Antiinflamatorio 2022
proteccién al ADN
contra el dafio
Maurya et al., 2007
- Vainillina - inducido por la
radiacion
Beaudry et al.,
- Vainillina - Dolor neuropatico
2010
Lirdprapamongkol
- Vainillina - Citotoxico
et al., 2005
Abraham et al.,
- Vainillina - Anemia falciforme
1991
Aberraciones
Keshava et al.,
- Vainillina - cromosoémicas en
1998
células V79
Inhibidores de la Durant y Karran,
- Vainillina
PK-ADN 2003
- Vainillina - Citotoxico Sheny Zu, 2021

2.11. Capacidad Antioxidante

La oxidacién es un proceso en la que los electrones se transfieren de un atomo a
otro y la molécula que pierde un electrén pasa a estar oxidada, esto lleva a cabo el
estrés oxidativo produciendo radicales libres son producidos a nivel intracelular y
extracelular, como un producto secundario en la fosforilacién oxidativa en la
mitocondria por la cadena de transporte de electrones y como intermediarios en
reacciones con oxigeno (Kopustinskiene, et al., 2020). Son moléculas que tienen
uno o0 mas electrones desapareados y buscan la estabilidad capturado electrones,
estos comprenden radicales de nitrégeno, azufre, cloro, y los mas abundantes
radicales de oxigeno, dando lugar a las especies reactivas de oxigeno (ROS). Al ser
especies altamente reactivas estas se unen al ADN, proteinas, carbohidratos, y
lipidos; lo que conduce a dafios celulares como la muerte celular por apoptosis,
ocasionando una cascada de alteraciones que desembocan en enfermedades

neurodegenerativas como Parkinson y Alzheimer (Nahar et al., 2017).
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La actividad antioxidante es la capacidad que poseen ciertas sustancias de retrasar
o inhibir la degradacion oxidativa (Gutteridge, 1994). Los antioxidantes se dividen
en dos grupos, antioxidantes primarios determinada por la por la reactividad de un
antioxidante frente a radicales libres rompiendo la reaccion por la donacién de un
hidrogeno; tales como los compuestos fendlicos, lo cual puede ser caracterizado
por la velocidad de esa reaccion y los antioxidantes secundarios que no estan
relacionados con la captacion de radicales libres, sino a la quelacién de metales, la
regeneracion de antioxidantes primarios, la descomposicion de hidroperdxidos y la
eliminacion de oxigeno, entre otros y se encargan de retardar la degradacion
oxidativa (Jadhav, 1996; Zapata et al., 2007; Londofio Londofio, 2012).

En el reino vegetal se resaltan algunos fitoquimicos con actividades antioxidantes
como los compuestos fendlicos, terpenos, sustancias azufradas y alcaloides
(nitrogenadas), de los cuales las sustancias fendlicas, terpenicas y azufradas son
las de mayor relevancia en alimentos de origen vegetal (Schnorr Vargas, 2019;
Tomas -Barberan, 2003)

2.11.1. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos engloban todas las sustancias que en su estructura
poseen varias funciones fenol, el cual recibe el nombre de hidroxibenceno, unidas
a estructuras aromaticas o alifaticas. Los compuestos fendlicos son los principales
metabolitos secundarios de las plantas y fungen como pigmentos, reguladores
genéticos y como modo de defensa ante patégenos microbiolégicos (Creus, 2004;
Paya et al., 2021). Su efecto antioxidante se debe a que actuan como agentes
reductores, donantes de hidrogeno y receptores de oxigeno y en poca frecuencia

quelando metales (Ruiz Roca, 2009).

Los compuestos fendlicos se encuentran en las plantas, frutos y su cantidad
depende del tipo de planta, condiciones ambientales, madurez del fruto, ubicacién
geografica y composicion del suelo (Haminiuk et al., 2012), ademas tienen una

importante funcién en la dieta humana como la eliminacién de especies reactivas
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de oxigeno (ROS) y nitrogeno (NOS) que son los principales causantes de dafo
celular, lo que ocasiona enfermedades como el Alzheimer, sindrome metabdlico y
problemas cardiovasculares (Lépez-Alarcon y Denicola, 2013; Shay et al., 2015),
adicionalmente, se les atribuyen, antialérgica, antitromboticas, antimicrobianas, y
anticancerigenas (Van Dorsten et al., 2012; Groh et al., 2013; Hintze et al., 2015),
propiedades antiinflamatorias, dislipidemia, hipoglucémicas, (Moreno-Jiménez et
al., 2015; Hilario Sinche, 2020; Pineda-Lozano et al., 2021).

Se clasifican en grupo de no flavonoides como: polifenoles volatiles, acidos
hidroxibenzoicos, acidos hidroxicinamicos, estilbenos, lignanos y cumarinas. En el
grupo de flavonoides como: flavonoles, antocianidinas flavan-3-ols, flavanonas,
flavonas, isoflavonas, taninos condensados, dihidroflavonoles, y chalconas.
(Goncgalves et al., 2013). Su principal sintesis es por medio de la ruta
acetato/malonato, la ruta de acido shikimico y ruta de taninos condensados (Figura
5).
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Figura 5. Esquema que muestra las rutas de biosintesis de diferentes grupos de taninos
y otros compuestos fendlicos (Tomado de Salminen y Karonen, 2011).

2.11.2. Flavonoides

Los flavonoides son derivados de aminoacidos aromaticos, fenilalanina y tirosina
(Routray y Orsat et al., 2012), ademas, son la clase mas grande de polifenoles y se
ha estimado que comprenden mas de 8000 metabolitos: se componen de una
estructura basica de difenilpropano en donde dos anillos aromaticos estan unidos a
través de una cadena de tres carbonos (Wen et al., 2020). Los flavonoides se
pueden clasificar en 12 subgrupos: flavanonas, flavonas, isoflavonas, estilbenos,
flobafenos, chalconas, dihidroflavonoles, auronas, flavonoles, leucoantocianidinas,

antocianinas y proantocianidinas (Liu et al., 2021).

Son necesarios para el desarrollo vegetal debido a que tienen efecto sobre algunas
enzimas importantes en la fisiologia vegetal como transportadores de hormonas y
ADN, quelan iones metalicos como el Fe?*, Cu?*, Zn?*, actian como sefaladores
quimicos y eliminan radicales libres como radicales hidroxilos, peroxidos lipidicos o

hidroperoxidos (Quifiones et al., 2012).

Los flavonoides son los responsables de los principales pigmentos de las plantas,
de los pigmentos azules, rojos, naranjas, morados se encargan las antocianinas,
colores amarillos las chalconas, pigmentos blancos y amarillos palidos las flavonas

y flavonoles (Grotewold, 2006).

Al ser consumidos por el ser humano mediante frutas, hortalizas, legumbres,
cereales integrales estos ejercen beneficios importantes en el cuerpo como efectos
antibacterianos, cardioprotector, anticancerigenos, antitrombética, vasodilatadora,
gastroprotectora, antiinflamatoria y antinociceptiva (Grassi, 2009; Chami et al.,
2018; Hernandez Guiance et al., 2019; Maleki, et al., 2019).

2.12. Dolor

El dolor es el sintoma principal reportado por pacientes en consulta médica. Se
define como: “Una experiencia sensitiva y emocional desagradable, asociada a una
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lesion tisular real o potencial” por la asociacion internacional del dolor (IASP).
(Ibarra, 2006; Kumar y Saha, 2011). Su funcion es detectar y localizar dafios en el
organismo con el fin de proteger el organismo y mantener la homeostasis. También
se considera un fendbmeno que puede estar asociado o no con dafo o patologia
tisular (Del Arco, 2015). Sin embargo, se caracteriza por tener una variabilidad
interindividual y a él se asocian variables como: el sexo, edad, grupo étnico o incluso

psicosociales (Fillingim, 2017).

2.12.1. Clasificacion del dolor

Segun su duracién

Dolor agudo: El dolor agudo es una respuesta fisioldgica de corta duracién ante un
estimulo adverso como traumatismos o intervenciones quirurgicas o incluso colicos
o cefaleas, suele estar localizado, aparece como signo se alarma y esta asociado a
un dano tisular, se refleja como espasmos musculares y conlleva a la produccién de
estrés, tiene una duracion de aproximadamente un mes a tres meses (Carr y
Goudas, 1999; Merskey y Bogduk, 1994; Del Arco, 2015).

Dolor _crénico: El dolor cronico se refiere a dolor persistente, episddica vy

concurrente que dura mas de tres meses y se presenta incluso cuando la sesion ha
sido curada, su aparicion suele afectar la calidad de la vida del enfermo (Barroso et
al., 2021).

Segun su origen

Dolor_nociceptivo: El dolor nociceptivo se origina por estimulos fisiolégicos

inflamatorios, térmicos, quimicos o presidbn en los receptores del dolor
(nociceptores) y se define como "Dolor debido a la estimulacion de las terminaciones
nerviosas nociceptivas primarias", y es generando una respuesta de poca duracién
que no se asocia a una lesion del sistema nervioso y se divide en somatico y visceral
(Puebla Diaz, 2005; Kowalski et al., 2023).
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Dolor neuropatico: El dolor neuropatico se define como dolor crénico secundario

que se origina una consecuencia de una enfermedad o lesidén que afecta al sistema
somatosensorial y esta presente en el 20% de los pacientes con dolor crénico y se

clasifica en central y periférico (Velasco, 2014).

Dolor psicégeno: El dolor psicogeno es el dolor que no esta relacionado con

alguna afeccién fisica, si no que tiene una casusa psiquiatrica como depresion o

incluso hipocondria (Pérez Fuentes, 2020).
Segun su localizacion (Nociceptivo)

Dolor somatico: El dolor somatico se produce cuando se estimulan los receptores

del dolor superficiales de la piel, musculoesquelético, articulaciones, ligamentos o
vascular, se refiere a un dolor localizado y punzante como el dolor éseo (Puebla
Diaz, 2005; Gonzalez-Arias et al., 2023).

Dolor visceral: El dolor visceral, se origina en las regiones toracica, abdominal o

pélvica, suele presentarse como dolor difuso y acompafarse de sintomatologia
neurovegetativa y puede acompanarse de nauseas, vomito, colicos y sudoracion
(Lee et al., 2019).

2.12.2. Fisiologia del dolor

Los estimulos del dolor son detectados por receptores denominados nociceptores,
estos se encargan de identificar las fibras C las cuales son fibras amielinicas mas
pequefias que constituyen la mayoria de los nociceptores periféricos (Rosenquist et
al., 2015) y estan ubicadas en los tendones de los musculos, los 6rganos del cuerpo
y la piel y transmiten sensaciones dolorosas y ardientes. Y las fibras A & son
nociceptores mielinizados, son fibras grandes y de conduccién rapida (Rosenquist
et al., 2015; Ignatavicius y Workman, 2016). Algunos responden facilmente al calor
como los receptores mecanotermales en una quemadura, transmiten un dolor
agudo (Ellison, 2017). Ademas, el estimulo nocivo provoca una sensibilizacion en

los nociceptores aferentes, debido a que se liberan sustancias quimicas como
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prostaglandinas (PGS), bradicinina, leucotrienos, serotonina, histamina, sustancia
P, tromboxanos, iones (H+ y K+), citocinas y neurotrofinas (Ignatavicius y Workman,
2016). Hay cuatro fases en la nocicepcion del dolor: transduccion, transmision,

percepcion y modulacion (Figura 6).

corteza| - —
~ N

corteza y region
subcortical
Percepcion,
componentes
sensoriales y
afectivos del dolor.

Tronco encefalico
modulacion
descendente

Médula espinal
Transmision sinaptica,
modulacion y
sensibilizacion central

Periferia
Transduccion, transmision
y sensibilizacion periférica

Figura 6. Esquema de los mecanismos de sefalizacion del dolor implicados en la
transduccion, transmision, modulacion y percepciéon del dolor (Tomado de
Ringkamp Matthias, 2018).

La transduccién es el proceso por el cual se reciben estimulos quimicos, mecanicos
y térmicos, comienza cuando los nociceptores son activados por un estimulo nocivo,
lo que ocasiona que se abran los canales de sodio, potasio y calcio creando
impulsos eléctricos que se transportan por medio de los axones, son reconocidos
como indicadores de dolor: enrojecimiento, hinchazén (Palma y Soto, 2020).
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La transmision: Se refiere al paso de informacion desde la terminal periférica por los
axones, hasta la central terminal de los nociceptores en el sistema nervioso central
(SNC). Durante ese proceso se transfiere informacion de una neurona a otra y la
conduccion de impulsos de dolor corren por las fibras A & y C hacia la medula
espinal, para formar sinapsis con excitadores o inhibidores interneuronales
(McCleskey y Gold, 1999; Rosenquist et al., 2015), aqui es donde el dolor puede
ser controlado con opioides ya que bloquean la liberacion de neurotransmisores que
detienen el dolor. Posteriormente, hacen sinapsis con neuronas de proyeccion para
que la informacion asciende hasta el cerebro a través de dos tractos
espinotalamicos distintos uno rapido para dolor agudo (neoespinotalamico) y de
impulsos lentos para dolor cronico (paleospinotalamico). Estos tractos se conectan
para transmitir informacion al hipotalamo, talamo y sistema limbico para asi ser

proyectados al cerebro (Capriotti y Frizzell, 2015; Huether y McCance, 2016).

La percepcion se refiere a la interpretacién de la informacién recibida provocando
una respuesta especifica. La transmision de los estimulos finaliza en los sistemas
reticular y limbico y en la corteza cerebral, que es donde ocurre la percepcion
(Rosenquist et al., 2015; Huether y McCance, 2016), pero la percepcion del dolor

obtiene una respuesta diferente en cada individuo.

La modulacién del dolor se refiere al cambio o inhibicién de los impulsos dolorosos.
La inhibicion conduce a la liberacion de opiaceos endoégenos que limitan la
liberacion de neurotransmisores, por lo que requiere mayores estimulos para
alcanzar su potencial de accion. Otras liberaciones quimicas son la noradrenalina 'y
la serotonina. La estimulacion supraespinal se produce mediante la liberacion de
neurotransmisores adicionales para mejorar la progresién del estimulo desde las
neuronas primarias a las secundarias. Dependiendo de qué via, aumenta lo que el

individuo recibe cognitivamente (Lome, 2005; Capriotti y Frizzell, 2015).
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Obtenciéon del material vegetal

Se utilizaron como explantes de vitroplantas de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews
de aproximadamente 12 meses de edad, previamente desarrolladas bajo
condiciones in vitro en el Laboratorio de Investigacion en Ciencias Ambientales de
la FEPZH, UASLP germinadas por Trinidad-Garcia (2020) a partir de semillas y
micropropagadas por Morales-Lépez, (2021). Se seleccionaron las plantulas con
mejor el aspecto fisioldgico, descartando aquellas con indicios de oxidacion o

contaminacion.

3.1.1. Preparaciéon de medio de cultivo

Se utiliz6 como medio de cultivo el medio MS comercial (Murashige y Skoog, 1962)
el cual se prepar6 pesando 4.43 g medio MS, 30 g de sacarosa, 5 g de carbdén
activado, y se disolvieron en 1 L de agua destilada, posteriormente se ajusto el pH
entre 5.7 y 6.7 con NaOH o HCI 1M. Posteriormente se esteriliz6 en autoclave
(FELISA) por 15 minutos a 15 Ib pulg? y 121°C.

3.2. Colocacion de Sistema de Biorreactores de inmersion temporal

Se monto el sistema de biorreactores de inmersion temporal siguiendo las
instrucciones del fabricante, seguido de esto se realizaron pruebas con la colocacion
de los biorreactores para observar la presidén necesaria para que el flujo de medio

de cultivo inundara las plantulas.

3.3. Estandarizacion de tiempos de inmersion en Sistema de Biorreactores de
inmersion temporal

En 1 L de agua destilada se disolvieron 4.43 g de medio MS comercial (Murashige
y Skoog, 1962), con 30 g de sacarosa, se ajusto el pH entre 5.7 y 6.7 con NaOH o
HCI 1M. Posteriormente se esterilizd en autoclave por 15 minutos a 15 Ib pulg? y
121°C. Se colocaron 20 plantulas de V. planifolia provenientes de sistema

semisolido de 2 cm en campana de flujo laminar en biorreactores tipo Rita con 300
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mL de medio de cultivo estéril y se colocaron a una temperatura de 25 + 2 °C con
lamparas fluorescentes de luz blanca con una intensidad luminica de 40 mmol m-2s
' con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad y una humedad
relativa del 70% este procedimiento se realizé por triplicado, evaluando la altura de

las vitroplantas (Tabla 4).

Tabla 4. Tiempos de Inmersion utilizados en los Biorreactores de Inmersion Temporal.

Biorreactores Tiempos de inmersion
20 plantulas 4 horas por 2 min
20 plantulas 8 horas por 2 min
20 plantulas 12 horas por 2 min

3.4. Tratamientos con reguladores de crecimiento

En 1 L de agua destilada se disolvieron 4.43 g de medio MS comercial (Murashige
y Skoog, 1962), con 30 g de sacarosa, suplementado con reguladores de
crecimiento, se ajusto el pH entre 5.7 y 6.7 con NaOH o HCI 1M. Posteriormente se
esterilizé en autoclave por 45 minutos a 15 Ib pulg? y 121°C. Se colocaron 10
plantulas de V. planifolia provenientes de sistema semisdlido de 4 cm en campana
de flujo laminar en biorreactores con 300 mL de medio de cultivo a un tiempo de 2
minutos cada 4 horas y se colocaron a una temperatura de 25 + 2 °C con lamparas
fluorescentes de luz blanca con una intensidad luminica de 40 mmol m-2s-! con un
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad y una humedad relativa del
70% este procedimiento se realizd por triplicado, evaluando la altura de las
vitroplantas, numero de hojas, brotes y raices por 2 meses (Tabla 5).

Tabla 5. Tratamientos con reguladores de crecimiento implementados en biorreactores de
inmersion temporal

Tratamiento Cantidad
Tratamiento 1 Medio MS (Murashige y Skoog) 443 ¢
Sacarosa 30g
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BAP (6-Bencilaminopurina) 3 ppm
Acido Ascorbico 150 mg/L
AlA (acido indol-3-acético) 1.5 ppm
Medio MS (Murashige y Skoog) 443 ¢
Tratamiento 2 Sacarosa 09
BAP (6-Bencilaminopurina) 2.5 ppm
ANA (acido 1-naftalenacético 1.0 ppm
Medio MS (Murashige y Skoog) 443 ¢
Tratamiento 3 Sacarosa 09
BAP (6-Bencilaminopurina) 2.5 ppm
AIB (acido indol-3-butirico) 1.5 ppm
Medio MS (Murashige y Skoog) 443 ¢
Sacarosa 30g
Tratamiento 4 BAP (6-Bencilaminopurina) 3.0 ppm
Agua de coco (CW) (10 %) 100 ml
Acido Ascorbico 150 mg/L

3.5. Elaboraciéon de extracto etandlico de hojas de V. planifolia y plantulas
provenientes de Biorreactores

Se recolectaron hojas sanas de los plantios de V. planifolia en el ejido la Libertad
del municipio de Axtla de Terrazas (San Luis Potosi, México), una vez obtenida la
cantidad de hojas necesarias se limpiaron las impurezas con etanol al 70 %,
posteriormente se secaron las hojas de V. planifolia en una estufa de convecciéon
marca LINDERBERBLUE a 45 °C durante 3 dias o hasta que las hojas estuvieron

completamente secas, posteriormente se pulverizaron en un molino.

Las plantulas provenientes del biorreactor se secaron y se colocaron estufa de
conveccion marca LINDERBERBLUE a 45 °C durante 3 dias o hasta que las hojas
estuvieron completamente secas, posteriormente se pulverizaron en un molino

analitico.
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Para la elaboracion de los extractos se utiliz6 como solvente etanol a una
concentracion de 10 % referente al pulverizado de la planta. La extraccion de los

compuestos se realizé mediante Microondas Anton para (Tabla 6).

Tabla 6. Rampa de temperaturas para elaboracion del extracto etandlico de V. planifolia

Pasos Temperatura Tiempo (min)
Rampa de temperatura 70°C 10
Mantencion de temperatura - 7
Enfriamiento 55°C 3

Por ultimo, se coloco el extracto obtenido en un rotavapor marca BUCHI a 175 mbar
y a 45°C de temperatura el bafio de agua destilada, para evaporar el etanol del

extracto.

3.6. Evaluacion de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se realizé mediante las técnicas colorimétricas ABTSe*
(Re et al. 1999) y DPPH- (Brand-Williams et al. 1995), Polifenoles totales (Singleton
et al. 1999) y flavonoides (Re et al.1999; Garcia 2016).

3.6.1. Método ABTS (2, 2'-Azinobis-3-etil- benzo- tiazolina-6-acido sulfénico)
Preparacion del radical ABTSe*

Se prepararon 5 mL de la preparacion del radical ABTS+* 7mM y se hizo reaccionar
con 88 uL de la solucién de persulfato de potasio (K2S20s) 2.45mM y se dejé reposar

16 horas. Este radical es estable por 2 dias resguardado en oscuridad.

Para ajustar el radical se utilizé etanol a 90 % hasta que la absorbancia se encuentre

a 0.70 a una longitud de onda de 734 nm un espectrofotdmetro de luz UV.
Medicién de radical ABTS<*

Para la medicion de la inhibicidn del radical se colocaron una celdilla de cuarzo 2900

ML del radical ABTS* con 100 pL de extracto de hojas y de plantulas de biorreactor
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de V. planifolia y se incubo por 7 minutos a oscuridad y se ley6 a una absorbancia

de 734 nm en espectrofotometro UV-VIS.

3.6.1.1. Preparacion de la curva de calibracién

Para la cuantificacion de la capacidad antioxidante se realiz6 una curva de

calibracion donde se prepararon estandares de acido ascorbico a concentraciones
de 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 y 200 pg/mL. Las mediciones de la curva
se realizaron por triplicado. Cada punto de la recta se prepard igual que la

preparacion de las muestras del extracto. La lectura de la absorbancia en el

espectrofotometro UV-VIS se llevé a cabo a los 60 min y se ley6 a una longitud de

onda de 734 nm (Figura 6).

Absorbancia (nm)

o
o

Y = -0.002893X + 0.7013

0.6 R?=0.9945
0.4
0.2
0.0 T T T 1
0 50 100 150 200

Concentracion (ug/mL)

Figura 6. Curva de calibracion de acido ascorbico los 60 minutos para el método

ABTSe+.

Los resultados se expresaron como % de Inhibicion con la siguiente formula:

Donde:

L AC — AS
%Inhibicion ABTS ¢ += TXlOO

AC: Absorbancia de la solucion de ABTS<+ control (0.70) (a 734 nm)
AS: Absorbancia de el extracto después del tiempo
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3.6.2. Método DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazil)
Se preparo una solucién del radical DPPH+ a 6.1x10-° M, y se estabilizo con metanol
al 80% a una absorbancia de 1.8 a una longitud de onda de 515 nm. (La solucién

es estable 12 horas).
Medicion de inhibicion de radical DPPH-«

Para la medicion de la inhibicion del radical se colocaron 2000 uL de DPPHe con
100 pL de extracto de hojas de V. planifolia a 10 mg/L y se interpolaron los

resultados con la curva a la cual se explica cdmo se realizé a continuacion.

3.6.2.1. Preparacion de la curva de calibracién

Para la preparacion de la curva de calibracion se utilizé acido ascérbico como
estandar y se prepararon estandares de 20, 40, 60, 80, 100 ug/mL, estas
disoluciones se prepararon por triplicado. Cada punto de la recta se preparé igual
que la preparacion de las muestras del extracto. La lectura de la absorbancia en el
espectrofotometro UV se ley6 a una longitud de onda de 515 nm a los 30 minutos

(Figura 7).

2.0
E 1.5 Y = -0.01477*X + 1.766
3 R?=0.9982
€ 1.0+
Ne)
[
2
2 0.5-
<
0.0 L] L] L] L] L] L] L] L] L] I L] L] L] L} L} L} L} L} L] I
0 50 100

Concentracién (ug/mL

Figura 7. Curva de calibraciéon con &cido ascérbico a los 30 minutos para el método
DPPH-.

Los resultados se expresaron como % de Inhibicion con la siguiente formula:
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L AC — AS
%Inhibicion DPPH = TXlOO

Donde:
AC: Absorbancia de la solucién de DPPH« control (1.8) (a 734 nm)

AS: Absorbancia de el extracto después del tiempo

3.6.3. Polifenoles totales

Para la determinacion de polifenoles totales, se prepararon los reactivos
correspondientes. Carbonato de Sodio (NaCOs3) al 7%, se pesaron 0.7 g de NaCOs
y se disolvieron en agua destilada a un volumen final de 10 mL en un matraz
volumétrico y Folin-Ciocalteu al 10 %, se tom6 1 mL de reactivo Folin-Ciocalteu y

se disolvieron en 9 mL de agua destilada.

3.6.3.1. Preparacion para la curva de calibracion

Para la determinacion de polifenoles totales se prepard una curva de calibracion,
donde la solucién stock de acido galico se pes6 0.1g y se aforo a 10 mL con agua
destilada y se prepararon los estandares a concentraciones de 0, 4, 8, 12, 16, 20,
24, 28, 32 ug/mL. Cada punto de la recta realizo como la preparacion de la medicion
con el extracto y se dejo reposar 90 minutos y finalmente se ley6 a una longitud de

onda de 760 nm en espectrofotémetro de luz UV-VIS (Figura 8).

Maestria en Ciencias Bioquimicas
Facultad de Estudios Profesionales Zona Huasteca-UASLP

37



Estudio de la conservacion, produccién y efectos Morales-Lépez, 2025
medicinales de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews

0.25-
Y = 0.006442*X + 0.01341

‘E 0.20- R?=0.9964
£
(1]
c
(1]
2 0.104
o
38
< 0.05-

0.00-% . . . ]

0 10 20 30 40

Concentracion (pg/mL)

Figura 8. Curva de calibracion de acido galico para determinacion de Polifenoles totales.

3.6.3.2. Cuantificacién de polifenoles totales

Se tomaron 250 pyL de cada uno de los extractos etandlicos de V. planifolia y se
afiadieron 250 uL de reactivo Folin-Ciocalteu al 10 %, se dej6 reposar 6 minutos y
se anadié 1250 pyL de NaCOs 7%, seguido de esto se dejo reposar por 90 minutos,

y se ley6 a una absorbancia de 760 nm.

3.6.4. Flavonoides
Para la cuantificacion de flavonoides se prepararon los siguientes reactivos: Nitrito
de sodio (NaNO2) al 5 %, Cloruro de aluminio al (AICI3) al 10 % y NaOH 1M.

3.6.4.1. Preparacion para curva de calibracion

Se preparo una solucién stock de catequina, pesando 10 mg de catequina y
aforando a 10 mL con metanol al 80 % en un matraz aforado, a partir de esta
concentracion se prepararon diferentes concentraciones de: 0, 20, 80,160, 240, 320
y 400 ug/mL. Cada punto de la recta se preparé como la medicion de flavonoides
en los extractos y se ley6 a una absorbancia de 510 nm en un espectrofotometro de
luz UV-VIS (Figura 9).
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Figura 9. Curva de calibracién de catequina para determinacién de flavonoides.

3.6.4.2. Cuantificacién de Flavonoides

A tubos de ensaye se afiadieron 250 pL de muestras de extracto etandlico de hojas
y de plantulas de biorreactor de V. planifolia, posteriormente se agregaron 75 uL de
NaNO:2 y se dejé reposar 6 minutos, seguido de esto se agregaron 150 uL de AICIs3
10 % y se dejo reposar 7 minutos, seguido de esto se afiadieron 500 uL de NaOH
1M y por ultimo 2025 uL de agua destilada, se ley6 a una absorbancia de 510 nm

en un espectrofotdmetro UV-VIS- Cada medicion se realizé por triplicado.

3.7. Concentracion inhibitoria media (Clso)

Para la determinacién de la concentracion inhibitoria media (Clso), se calculd la
ecuacion de la recta de la curva de calibracion para el método de DPPH<+y ABTSe+.
Para calcular el Clso, se sustituyo la (y) por el 50 en la ecuacion, o mediante un
analisis de regresion lineal del porcentaje de inhibicion de DPPH+ o porcentaje de

inhibicion del radical ABTSe+.

Ecuacion 1) y=mx+b 50=mx+5b
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Ecuacién 2) Al despejar:x = Ssn—_b

3.8. Prueba de retorcimiento inducido por acido acético en ratones BALB-C

Este ensayo se llevé a cabo segun Koster, (1959), utilizando grupos de ratones
BALB-C (n = 8, por grupo), donde se les suministro solucién salina por via oral
(grupo vehiculo), naproxeno sodico (NPX; 100 mg/kg) (grupo control positivo) o
extracto de V. planifolia a concentraciones de 10, 100 y 200 mg/kg. Una hora
después, se inyecté acido acético 1 % (10 mg/kg) por via intraperitoneal a cada
animal. A continuacion, se les coloco un cilindro de acrilico individualmente y se
registréo el numero de constricciones abdominales durante 30 minutos del grupo
tratamiento y control. La experimentacion se llevé a cabo bajo la NOM 062-Z0O0-
1999.

3.9. Prueba de formalina

Este ensayo se realizé siguiendo la metodologia de Hunskaar y Hole (1987). A
grupos de ratones (n = 6, por grupo) se les suministro solucioén salina por via oral
(grupo vehiculo), clorhidrato de tramadol (TRD; 30 mg/kg) (control positivo) o
extracto de V. planifolia a concentraciones de 10, 100 y 200 mg/kg. Después de 1
hora, se les suministro subcutdneamente formalina al 3 % (30 pL) en el espacio
subplantar de la pata trasera derecha y luego se colocaron individualmente en
cilindros de plastico. La duracion del lamido de la pata se registré de 0 a 15 min
(primera fase) y de 15 a 45 min (segunda fase). La experimentacion se llevo a cabo
bajo la NOM 062-Z00-1999.

3.10. Dosis Efectiva media (DEso)

Con los resultados obtenidos del extracto etandlico de hojas de V. planifolia a las
dosis de 10, 100 y 200 mg/kg, se realiz6 una curva dosis-respuesta con el

porcentaje de antinocicepcion, realizando una regresion lineal para obtener la dosis
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que se requiere para obtener el 50% de la inhibicion de dolor, primeramente, se

calculo el porcentaje de antinocicepcion con la siguiente formula:

Ecuacion 3)

media de contorciones experimentales

% de Antinocicepcién = 1 — ( )xlOO

media de contorsiones control

Ecuacion 4) y=mx+b 50=mx+5b

Ecuacion 5) Al despejar:x = %

3.11. Analisis estadistico

Para la micropropagacion de plantulas en Sistema de Biorreactores de Inmersion
Temporal, se registraron cuatro variables: numero de brotes, altura, numero de
hojas, numero de raices para cada tratamiento. Para evaluar la normalidad de los
datos se realizd prueba de Kolmogorov-Smirnov y homogeneidad de varianzas
(prueba de Levene), para el tratamiento de los datos se realizé una ANOVA de una
via y adicionalmente un analisis de Tukey con una p<0.05 para comparar las medias
de los tratamientos. Los datos utilizados fueron la media + error estandar de la media
(SEM). En cuanto a los andlisis de antinocicepcion, los datos experimentales se
presentaron como media + error estandar de la media (SEM). El analisis estadistico
se realizd6 mediante analisis unidireccional de diferencia utilizando la prueba de
ANOVA y un pos hoc Dunnett para la prueba de acido acético y una ANOVA de dos
vias de multiples variables con la comparacion Dunnett para la prueba de formalina.
Valores de p<0.05 se consideraron como significativo para ambos tratamientos y
los datos experimentales se presentaron como media + error estandar de la media
(SEM).

Los analisis estadisticos fueron realizados usando el programa GraphPad Prism
8.0.1.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se analizaran y contextualizaran los resultados obtenidos a lo largo
de la investigacion. Se examinaran los datos relacionados con los métodos de
conservacion de V. planifolia, |la eficiencia de las técnicas de propagacion in vitro, y
la produccion de biomasa en diferentes sistemas de cultivo. Ademas, se discutira la
actividad medicinal de los extractos de V. planifolia, particularmente sus efectos
antioxidantes y antinociceptivos. Los resultados se comparan con estudios previos
de la literatura para evaluar su relevancia y se identifican las implicaciones practicas

de estos resultados para la conservacion y utilizacion de la vainilla.

4.1. Propagacion de V. planifolia en Biorreactores de Inmersiéon temporal

La importancia del uso de sistemas de inmersion temporal en la micropropagacion
in vitro radica en aumentar la produccion de las plantulas, lo que garantizara
obtencién de material vegetal en menos tiempo, sin embargo, el uso de esta técnica
no sustituye la multiplicacion tradicional in vitro, debido a que siempre sera
necesario para la etapa previa en caso de multiplicacién de explantes, como en el

caso de esta investigacion.

El crecimiento y desarrollo vegetal en sistema de inmersion temporal se puede
controlar modificando el tiempo y frecuencia de inmersién de las plantulas (Jager et
al., 1993; Cabrera et al., 2011), dado que el funcionamiento de este sistema consiste
en la inyeccion de aire a presion al recipiente, provocando la elevacion del medio
de cultivo rico, ocasionando el contacto de las vitroplantas con el medio de cultivo
por el tiempo programado intermitentemente. Una vez terminado el tiempo
programado de inyecciéon de aire el medio desciende por gravedad y el ciclo

comienza de nuevo. Dichas condiciones fueron estandarizadas en este proyecto.

El sistema de inmersién utilizado en este experimento es una patente mexicana
llamada InvitroOrquid®, que emplea biorreactores tipo frascos gemelos. Para

determinar la frecuencia de inmersidon mas adecuada en el sistema de inmersion
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temporal (Figura 10), se realizaron pruebas con inmersiones de 2 minutos cada 4,
8 y 12 horas. Se evaluo la altura de las plantulas de V. planifolia y de los brotes,
obteniéndose medias de 0.4 + 0.03 cm, 0.2 + 0.02 cm y 0.2 £ 0.02 cm,
respectivamente (Figura 10A). Ademas, se midio la altura de los nuevos brotes a
las mismas frecuencias, resultando en medias de 0.70 £ 0.08 cm, 0.35 £+ 0.04 cm y
0.27 £ 0.03 cm, respectivamente. Los resultados fueron estadisticamente

significativos (p<0.05) (Figura 10B).

0.8 1.5+
A B
£
0.6 L
N @ 1.0
L a ° a
s 0.4- H
2 3
< b b s 0.5- b
0.2 3 Y
) l
0.0- T 0.0- T
4 8 12 4 8 12
Frecuencia de inmersion (hrs) Frecuencia de inmersion (hrs)

Figura 10. Evaluacion de frecuencia de inmersion en vitroplantas de V. planifolia.
A) Altura de las vitroplantas. B) Altura de brotes. Las barras representan el promedio de
los datos (n=30) (p<0.05).

La frecuencia de inmersion es crucial, ya que determina el intervalo de tiempo que
las plantulas pasan antes de ser sumergidas nuevamente en el medio de cultivo.
Este factor, junto con el tiempo de inmersién, es fundamental para una propagacion
vegetal exitosa, ya que afecta la absorcién de nutrientes, la tasa de respiraciéon de
los tejidos vegetales, la oxidacién y la peroxidacion de lipidos. Segun Martre et al.
(2001), el tiempo de inmersién también puede inducir estrés oxidativo. Sin embargo,
una regulacién inadecuada puede provocar hiperhidricidad o vitrificacién en los

explantes, una alteracion que da a las plantulas un aspecto vidrioso debido a la
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acumulacién excesiva de agua apoplastica, reduce la sintesis de lignina y puede

inducir necrosis (Berthouly y Etienne, 2005).

La mayoria de las investigaciones sobre la multiplicacion de V. planifolia en sistemas
de inmersion temporal utilizaron una frecuencia de inmersion de 4 horas, empleando
diversos segmentos vegetales como apices y raices (Gonzalez, 2003), segmentos
nodales, "clusters" (Ramos-Castella et al., 2014; Ramirez-Mosqueda e Iglesias-
Andreu, 2016), y yemas (Spinoso, 2017).En cuanto a la altura de las vitroplantas de
V. planifolia la mejor frecuencia de inmersion fue a las 4 h obteniendo un promedio
de 04 = 0.03 cm a los 15 dias, Ramirez-Mosqueda y Bello-Bello (2021),
multiplicaron explantes de V. planifolia de 2 cm en biorreactor SETIS™ a una
frecuencia de 2 minutos cada 4 horas, obteniendo un mejor rendimiento que nuestro
sistema de inmersidon temporal con una longitud de explante de 4.24 £ 0.16 a los 30
dias de exposicion, sin embargo el medio de cultivo fue suplementado con
reguladores de crecimiento. Por otro lado, Tirado et al. (2005), multiplico
protocormos una orquidea de la especie Phanelopsis en biorreactores RITA®,
utilizando la misma frecuencia de inmersioén y el tiempo de inmersion que el utilizado
en esta investigacién, obteniendo una mejor tasa de multiplicaciéon y estos
parametros evitaron la vitrificacion en las los protocormos. Asi mismo, Bonilla et al.
(2020), en biorreactores BIT®, multiplico plantulas de la orquidea Guarianthe
Skinneri, utilizando diferentes tiempos de inmersién, donde el mejor resultado lo
obtuvo a una frecuencia de inmersion de cada 24 horas por 7 minutos, obteniendo

una altura de 6.7 cm de altura a los 30 dias de cultivo.

Respecto a la longitud de brotes de la misma manera a las 4 h de frecuencia de
inmersion se obtuvieron los mejores resultados con una media de 0.70 £ 0.08 cm a
los 15 dias con medio MS suplementado con sacarosa (Figura 10B), por otro lado,
en la investigacion de Ramos-Castella et al. (2014), alcanzaron una longitud de
brotes de 13.50 £ 0.88 cm con el mismo tiempo de inmersién y frecuencia, con una

exposicion de 30 dias, ademas con medio suplementado con reguladores de
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crecimiento, lo que sugiere un mayor aprovechamiento de nutrientes por parte de

las plantulas.

Una vez elegida la frecuencia y tiempo de inmersién se decididé probar diferentes
combinaciones de reguladores de crecimiento para observar el comportamiento de
las plantulas de V. planifolia en relacion a la produccién de biomasa en el sistema
de inmersion temporal, contra el medio semisélido el cual es el sistema tradicional
de micropropagacion vegetal tomandolo como un control, con la finalidad de evaluar
el sistema de inmersién temporal y la mejor combinacién de reguladores de
crecimiento, para aumentar la tasa de multiplicacion y la disminucion de costos en
la produccién vegetal de V. planifolia evaluando altura, altura de brotes, numero de

hojas, numero de raices y numero de brotes de cada sistema.

El uso de reguladores de crecimiento permite un mayor desarrollo vegetal
alternativo de acuerdo con el grado de morfogénesis las plantas presentan division
y elongacion celular, sin embargo, especialmente en los sistemas in vitro se ha
observado que la adicién de reguladores de crecimiento aumenta el nivel de
elementos xilematicos o diversos cambios a nivel tisular. La regulacion de citocinas
y auxinas permite el desarrollo optimo, estimulando el crecimiento adecuado de las
plantas de acuerdo con las secciones vegetales que se requiera obtener, por lo que,
la adicién de citocinas a los medios de cultivo aumenta el numero de brotes y la
elongacion vegetal y la adicién de auxinas estimula el crecimiento radicular (Jordan
y Casaretto, 2006).

El primer parametro evaluado en las vitroplantas de V. planifolia fue la altura, donde
se obtuvo un promedio de 1.22 £ 0.05 cm, significativamente mayor que el control,
que presentd 0.66 + 0.05 cm. Ademas, se midio la altura de los brotes nuevos,
observandose un promedio de 1.48 + 0.04 y el control 0.57 + 0.03. Estos resultados

fueron estadisticamente significativos (p<0.05) (Figura 11).
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Figura 11. Evaluacion de altura y altura de brotes sobre el T1 (BAP 3 ppm + AIA 1.5
ppm + acido ascorbico 150 mg/L. A). Altura de plantulas. B) Altura de brotes. Las barras
representan el promedio de los datos (n=30) y las columnas con letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0.05).

ElI T1 (BAP 3 ppm + AIA 1.5 ppm + acido ascorbico 150 mg/L) en sistema de
inmersion temporal mostré una mayor respuesta en cuanto a la elongacion vegetal
que el medio semisolido (control) (Figura 11A), lo que demuestra la eficacia del
sistema contra el sistema tradicional. Ademas, el hecho que el medio contenga
acido indol acético (AlA) y 6-Bencilaminopurina (BAP), concuerda con lo
mencionado por Bidwel (2004), quien describidé que en el medio de cultivo que
contenia auxinas y citocininas, se observaba una division celular mediada por las
citocininas, por lo que, el balance adecuado de auxinas y citocininas es muy

relevante en la elongacion vegetal y crecimiento por division celular.

Ramirez Mosqueda y Bello-Bello (2021) propagaron V. planifolia en un sistema de
inmersion temporal (SETIS) y compararon los resultados con el sistema semisélido
utilizando la fitohormona BAP en ambos casos encontraron que el sistema de
inmersién temporal mostré mejores resultados en la elongacion vegetal, con un
crecimiento de brotes de 2.61 £ 0.21 cm, lo que demuestra que este sistema permite

un mejor aprovechamiento de los PGR afadidos, con un incremento del 50% en
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comparaciéon con el sistema semisélido. Otros autores, como Kunakhonnuruk et al.
(2019), han multiplicado orquideas como Epipactis flava Seidenf. utilizando el

sistema de inmersion temporal, obteniendo una altura de 29.4 + 0.8 mm.

En cuanto a la altura de brotes el resultado fue similar al obtenido por Iglesias-
Andreu (2014), donde multiplico V. planifolia en biorreactores de inmersion temporal
y obtuvo una longitud de brotes de 1.45 £ 0.07 cm, una medida ligeramente por
debajo de la obtenida en esta investigacion, por otro lado, Ramirez-Mosqueda e
Iglesias-Andreu (2016), también multiplicaron V. planifolia pero en diferentes
sistemas de inmersién temporal utilizando medio MS como medio de cultivo
suplementado con 9.55 uM de benciladenina (BA) como citocinina, 150 mg/L de
acido ascorbico, 35 mg/L de clorhidrato de cisteina y 100 mL/L de CW, a una
frecuencia de 2 minutos por 4 horas durante 6 semanas, en donde se obtuvieron los
siguientes resultados para biorreactor RITA® 1.69 + 0.09 cm, BIT® 1.33 £ 0.10 cm
y BIG 1.44 + 0.19, resultados similares a los obtenidos en esta investigacion con
1.48 £ 0.04 cm al mismo tiempo de exposicidn, siendo mayor que los sistemas BIT®
y BIG sin reportar oxidacién. El uso de acido ascérbico es un antioxidante que se
utiliza en plantas y evitar la oxidacion vegetal dado que estabiliza los radicales libres
y previene el dano celular a través de la absorcion de hierro, ademas promueve la
cicatrizacion de heridas y cortes en la superficie de las plantas (Demigne et al.,
2004).

Figura 12. Plantulas de V. planifolia en biorreactor de inmersién temporal.
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La seleccidn de tipos de reguladores de crecimiento vegetal (PGR) y el sistema de
cultivo que se utilizan en la propagacion in vitro son factores importantes que
considerar, ya que las plantas naturalmente sintetizan los PGR, sin embargo, para
un mayor crecimiento y mayor producciéon de moléculas bioactivas, es esencial
afadir reguladores de crecimiento de crecimiento externas (Singh, 2018). Las
citocininas y las auxinas juegan un papel fundamental en el crecimiento y desarrollo
de las plantas en sistemas in vitro (Nowakowska et al., 2019) porque regulan los
procesos fisiolégicos de las plantas actuando de manera antagdnica o sinérgica
(Danilova et al., 2020). Por ejemplo, en el crecimiento y desarrollo vegetal de
meristemos y brotes, ademas de diferenciacion celular, estos sucesos estan
modulados por el antagonismo que ocurre entre las auxinas y las citocininas, por el
contrario del crecimiento o elongacion vegetal que pueden estar regulados por

aportes sinérgicos entre estos mismos PGR (Yang et al., 2017).

Otras de las variables evaluadas en el primer tratamiento fueron el numero de hojas,
numero de raices y numero de brotes las cuales se muestran en la Figura 13, donde
se observa que el Tratamiento 1 (T1) (BAP 3 ppm + AlA 1.5 ppm + acido ascorbico
150 mg/L), alcanzo un resultado superior al del control, en cuanto al nimero de
hojas se obtuvieron 7.66 + 0.88 hojas y en el control 4.0 £ 0.57, en el numero de
raices 7.33 = 0.66 y en el control 3.33 £ 0.88, numero de brotes con 8.66 + 0.33
brotes y en el control la cantidad de 4.33 * 0.66, los resultados fueron

estadisticamente significativos (p<0.05).
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Figura 13. Numero de hojas, raices y brotes de plantulas de V. planifolia T1. A) Numero
de hojas. B) Numero de raices. C) Numero de brotes. Las barras representan el promedio
de los datos (n=30) (p<0.05).

En la Figura 13 se muestra que el tratamiento 1 (T1) favorecio significativamente el
numero hojas, brotes y raices. Autores como Ramos-Castella et al. (2014), al
propagar V. planifolia en el sistema de inmersién temporal RITA® con diferentes
tiempos de inmersion, incluyendo 2 minutos cada 4 horas, lograron obtener un
promedio de 1.67 £ 0.16 hojas. En contraste, en esta investigacién se obtuvo un
promedio de 7.66 £ 0.88 hojas, lo que representa un incremento de hasta un 400%.
Por otro lado, Ramirez-Mosqueda et al. (2021), propagaron explantes de V.
planifolia en biorreactores de inmersion temporal, evaluando el experimento durante
4 semanas y obtuvieron un promedio de 3.72 + 0.23 hojas, un resultado inferior al
obtenido en esta investigacion. Otra variable evaluada fue el numero de raices
(Figura 13B), donde de la misma manera, se alcanzaron mejores resultados que el
control, donde se obtuvo un promedio de 7.33 £ 0.66 raices y en el control 3.33 +
0.88, lo que demuestra que con el uso de biorreactores de inmersion temporal se
produce el doble de raices que con el medio tradicional (cultivo semi solido).
Villegas-Ramirez y Palma Zufiga (2022), multiplicaron en Biorreactor V. planifolia,
y de la misma manera obtuvieron mayores resultados en el sistema de inmersion

temporal (medio liquido) contra el medio semi sdlido.
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En cuanto al numero de brotes (Figura 13C), se obtuvo casi el doble de brotes que
el control. Iglesias-Andreu (2014) multiplico V. planifolia y en el numero de brotes
obtuvo 12.04 £ 0.48 brotes y en medio semi solido obtuvo 7.11 + 0.31 brotes, al
afiadir 2 mg/L de BA en el medio de cultivo, resultados superiores a los encontrados
en esta investigacion, por otro lado, Ramirez-Mosqueda y Iglesias-Andreu (2016),
multiplicaron explantes de V. planifolia en diferentes tipos de biorreactores
afiadiendo al medio de cultivo 50 mg/L de clorhidrato de cisteina y 100 mg/L de
acido ascorbico y el mayor numero de brotes/explantes fue de 18.37 brotes en el
biorreactor BIT®, seguido de RITA® con 12.62 brotes, obteniendo resultados
superiores hasta en un 50 %, esto debido a la composicion del medio a la autonomia
de los biorreactores de patente utilizados, sin embargo, obtuvieron brotes mas
largos de 1.67 cm en el biorreactor RITA® en comparacion con el BIT® con 1.43 cm
y la longitud de brotes de esta investigacion alcanzo los de 1.48 + 0.04 cm como
se muestra en la Figura 13B siendo mayor que la longitud de los brotes el sistema
BIT®.

Para la evaluacién del tratamiento 2 (T2) (BAP 2.5ppm + ANA 1ppm), el primer
parametro evaluado fue la altura de los explantes, donde en medio liquido en el
sistema de inmersion temporal se obtuvo un crecimiento de 1.10 £ 0.06 cm y el
control el cual consistio en medio semisolido fue de 0.50 £ 0.02 cm, seguido de la
altura de brotes donde se obtuvo una altura 1.3 £ 0.05 cm y el control de 0.44 £ 0.04

cm (Figura 14). Los resultados fueron estadisticamente significativos (p<0.05).
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Figura 14. Evaluacién de altura y altura de brotes de plantulas de V. planifolia sobre el
T2 (BAP 2.5ppm + ANA 1ppm). A) Altura de plantulas. B) Altura de brotes. Las barras
representan el promedio de los datos (n=30) y las columnas con letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0.05).

En el Tratamiento 2 (T2) se obtuvieron resultados superiores a los del sistema semi
solido. Los sistemas de inmersién temporal no solo han sido utilizados en plantas
de la familia Orchideaceae, sino también en plantas de agricultura y ornamenta,
como Llanos Buendia (2015), quien propago pifia (Ananas comosus (L.) Merril Var.
MD2) en biorreactores de inmersion temporal afiadiendo al medio basal 2.1 mg/L
de BAP y 0.3 mg/L de ANA obteniendo una altura de 1.58 cm, resultado muy similar
al conseguido en esta investigacién, sin embargo, los tiempos de inmersion de esta
fruta tropical fueron de 3 minutos cada 3 horas por un periodo de 6 a 8 meses.
Vazquez-Cisneros (2014) reprodujo el arbol caducifolio Bursera linanoe, utilizando
0.027 uM de ANA y 0.022 uM de BAP en biorreactores RITA® con 1 minuto cada 4
horas para la produccion de embriones somaticos, produciendo hasta 922.9
embriones. Los PGR poseen un papel importante en los procesos fisioldgicos de las
plantas, en el caso de las auxinas, estas participan en el crecimiento de las plantas,
dando respuestas en la fisiologia como en elongacién vegetal y divisién celular

(Fichet, 2017), en el caso de este tratamiento se colocd una hormona Acido
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naftalacetico (ANA), la cual es una auxina que no se produce en las plantas es decir

es sintética.

En cuanto a la altura de brotes, el tratamiento implementado en este experimento y
en combinacién con el biorreactor, obtuvo resultados favorables (Figura 14B),
concordando en el uso de esta fitohormona con la investigacion de Amasifuén
Alvarado (2019), donde propag6 Sacha Inchi (Plukenetia volubilis L.) en sistema de
inmersion temporal y al afiadir 0.045 yM de BAP se observo una altura de brotes de
3.41 cm. Otra planta que ha sido multiplicada en sistema de inmersion temporal es
Agave tobala (Agave potatorum Zucc), a una frecuencia de inmersién de 2 minutos
cada 12 horas donde se obtuvo una mejor altura de brote por explante con una
longitud promedio de brotes de 2.01 cm con 3.0 mg/L de BAP y adicionado con 3.0

mg/L AlA a los 30 dias de monitoreo (Correa Hernandez, 2021).

Las siguientes variables que se evaluaron en el tratamiento 2 (T2) (BAP 2.5ppm +
ANA 1ppm), fueron el numero de hojas donde se obtuvieron 4.0 £ 0.57 hojas y el
control 3.0 + 0.57 hojas, numero de raices 5.0 + 0.57 raices y el control 2.0 £ 0.57
raices y el numero de brotes 7.0 £ 0.57 brotes y el control con 3.66 £ 0.33 brotes

(Figura 15). Los resultados fueron estadisticamente significativos (p<0.05).
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Figura 15. Numero de hojas, raices y brotes de plantulas de V. planifolia T2. A) Numero
de hojas. B) Numero de raices. C) Numero de brotes. Las barras representan el promedio
de los datos (n=30) (p<0.05).
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De acuerdo con los resultados obtenidos en relacién con el numero de hojas de V.
planifolia, se observd que se obtuvieron un mayor numero de hojas con el sistema
de inmersidon temporal que en el sistema semisolido a los 45 dias. Estos resultados
demuestran nuevamente la eficacia del sistema de inmersion temporal en
comparacion con el sistema semisélido. Ademas, concuerdan con el estudio de
Rodriguez Mendoza (2018), quien multiplico esquejes de papa (Solanum tuberosum
L.) utilizando el sistema de inmersién temporal. En su investigacion, afadié al medio
de cultivo 0.20 mg/L de acido giberélico (GAs) y 0.50 mg/L de BAP, logrando obtener
7.32 £ 0.32 hojas a los 30 dias. La combinacion de diferentes PGR, ya sean
naturales o sintéticas, es crucial para la multiplicacion in vitro, dado que puede influir
en el crecimiento de la planta. Ademas, factores como la capacidad de las plantulas
para metabolizar o aprovechar los nutrientes adicionados, asi como el tipo de
explante y de planta, también son relevantes en este proceso. En cuanto al numero
de raices el sistema de inmersién temporal obtuvo mejores resultados que el medio
semisolido (Figura 15B). Estos resultados coinciden con los hallazgos de Sarria
(2022), quien también emple6 una combinacion similar de PGR, multiplicando cafa
de azucar utilizando el sistema de inmersion temporal y obtuvo resultados positivos
en el enraizamiento, con esquejes capaces de producir hasta 11.13 £ 1.14 raices
cuando se anadieron 5 mg/L de ANA al medio de cultivo. Los cuales superan a los
obtenidos en esta investigacion. Por otro lado, Villegas (2018), al multiplicar
plantulas de jengibre (Zingiber officinale, Roscoe), utilizé 1 mg/L de ANA 'y 3 mg/L
de BA. Aunque no se observaron diferencias significativas en el niumero de raices,
si se registraron diferencias en la longitud de estas, con 4.0 cm en el sistema de

inmersién y 1.7 cm en el sistema semisélido.

En cuanto al numero de brotes nuevamente el sistema de inmersién temporal
obtuvo resultados superiores al sistema semisdlido (Figura 15C). Amasifuén
Alvarado (2019), propagd Sacha Inchi (Plukenetia volubilis L.) en sistema de
inmersion temporal y al afadir 0.45 pM de BAP, obtuvo 5.27 brotes, resultado

inferior al obtenido en esta investigacion. Otros autores como Olivera-Gonzales et
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al. (2017), utilizaron esta combinacion de PGR para el establecimiento de yemas en
medio semisdélido de Perezia pinnatifida (Humb. & Bonpl.) Wedd, ahadiendo 1.0
mg/L de BAP y 0.01 mg/L de ANA y obtuvieron aproximadamente 2 brotes, en
cambio al afadir solo 1.0 mg/L de BAP las plantulas alcanzaron a producir
aproximadamente 6 brotes, debido a que la adicién de citocininas al medio de
cultivo, activan la produccién de yemas axilares y de brotes (Aremu ef al. 2016). De
la misma manera, Magafa et al. (2019), multiplicé Anthurium andreanum L. en
biorreactores de inmersion temporal (RITA®), y al comparar con el medio semisélido
los resultados coinciden con esta investigacion, donde el sistema de inmersion
obtuvo resultados superiores a los del medio semisdlido, afiadiendo 2.0 mg/L de
BAP en medio semisdlido se produjeron 3.8 brotes y en medio liquido 24.2 brotes
siendo 6.3 veces mayor a las 12 semanas de exposicion, con el uso de estos
sistemas debido al tipo de aireacion al que se exponen las plantulas impacta
positivamente en la multiplicacién y sobre todo en la sobrevivencia en la ultima fase

de la micropropagacion in vitro (Texeira et al., 2005).

En el tratamiento 3 (T3) el cual consistié en BAP 2.5 ppmy AIB 1.5 ppm, de la misma
manera se evaluaron las variables altura y altura de brotes, donde en altura se
obtuvo 1.63 + 0.06 cm y el control 0.66 + 0.04 cm y en la altura de brotes se observo
una altura de 1.16 = 0.09 cm y el control de 0.75 + 0.10 cm (Figura 16). Los

resultados fueron estadisticamente significativos (p<0.05).
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Figura 16. Evaluacién de altura y altura de brotes de plantulas de V. planifolia sobre el
T3 (BAP 2.5 ppm + AIB 1.5 ppm). A) Altura de plantulas. B) Altura de brotes. Las barras
representan el promedio de los datos (n=30) y las columnas con letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0.05).

Los resultados obtenidos en esta investigacion respecto a la altura en plantas de V.
planifolia fueron de 1.63 £ 0.06 cm y el control 0.66 + 0.04 cm, observando que en
cuestiéon de altura el biorreactor logro superar a los T1 y T2 (Figura 16A); Patifio
Troncos (2023), multiplico plantulas de banano (Musa acuminata aaa) en
biorreactores RITA,® afiadié al medio liquido 5.0 mg/L BAP+ 5.0 mg/L AIB y obtuvo
una altura de 3.06 cm resultado superior al obtenido en esta investigacion, esto
puede atribuir a que se afiadio al medio de cultivo el doble de BAP vy el triple de AlB.
AIB es una hormona del tipo auxina que se encarga de la promocién de crecimiento
en las plantas, y es mayormente utilizado para la propagacion de esquejes y yemas
para la produccidén de raices laterales, por otro lado, promueve la absorcion de
nutrientes y acelera las funciones metabdlicas (Intercontinental Import Export,
2010).
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Por otro lado, también se cuantifico la altura de los brotes (Figura 16B), Ugsha
Chaluiza (2022), al propagar frambuesa (Rubus idaeus) in vitro en medio semisolido
al afadir la combinacion de reguladores de crecimiento BAP y GAs, obtuvo 1.16 cm
en la altura de brote, mismo resultado al obtenido en esta investigacion, incluso aun
siendo un sistema diferente, esto debido a la adicion de esta giberelina bioactiva,
ya que esta hormona vegetal estimula el crecimiento de las plantas, ademas de
promover la conversion de brotes a tallos y la division mitética de las hojas (Paredes,
2009).

En la evaluacion de las demas variables del Tratamiento 3 (T3) (BAP 2.5 ppm + AIB
1.5 ppm), al cuantificar el numero de hojas de las vitroplantas de V. planifolia se
observo que se obtuvieron 4.0 £ 0.57 hojas y control de 2.33 + 0.33 hojas, en cuanto
al numero de raices se lograron 8.0 £ 0.57 raices y el control 3.0 + 1.0 raices, por
ultimo, en el numero de brotes, se cuantificaron 8.0 £ 0.57 brotes y el control 5.0 £
0.57 brotes (Figura 17).
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Figura 17. Numero de hojas, raices y brotes de plantulas de V. planifolia T3. A) Numero
de hojas. B) Numero de raices. C) Numero de brotes. Las barras representan el promedio
de los datos (n=30) (p<0.05).
En la Figura 17A, se obtuvieron 4.0 + 0.57 hojas y control de 2.33 + 0.33 hojas,
resultado inferior al T1, sin embargo, este tratamiento si tuvo diferencias
significativas con el control, a diferencia del T2, por lo que al ahadir esta

combinacion de PGR fue exitosa en el sistema de inmersiéon temporal. Gonzalez
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Castillo y Chavarria Reyes (2016), al multiplicar plantulas de papa (Solanum
tuberosum L.), anadieron 0.20 mg/L de GAs y 1.00 mg/L de BAP y lograron
cuantificar 9.15 hojas y al cambiar la dosis 0.10 mg/L de GAs y 0.50 mg/L de BAP,
cuantificaron 3.07 brotes, por otro lado, Palhares et al. (2004), multiplicaron plantas
de eucalipto (Eucalyptus urograndis), en biorreactores de inmersion temporal y
afiadieron 0.5 mg/L de AIB y 1.0 mg/L de MH5 un analogo de brasinoesteroides y

obtuvieron 10.28 hojas y al anadir solo los 0.5 mg/L de AIB se obtuvieron 9.52 hojas.

En cuanto al numero de raices lograron 8.0 + 0.57 raices en medio liquido y el
control 3.0 £ 1.0 raices en medio semi sélido (Figura 17B). Gonzalez (2015),
micropropagacion de Agave tequilana Weber Variedad Azul “El coronel” en un
Sistema de Inmersion Temporal (SIT), micropropago en sistema de inmersién
temporal Agave tequilana Weber Variedad Azul y al afadir 0.525 mg/L de AIB y
0.525 mg/L de 2iP), el cual generé un mayor desarrollo de puntas y raices. Tejada
Alvarado et al. (2019), multiplico in vitro utilizando microtallos de arandano
(Bluecrop, Legacy, Star y Biloxi), los cuales se sometieron a una concentracion de
200 mg/L o 100 mg/L de AIB, obteniendo hasta 5 raices por planta, de la misma
manera Kouakou et al. (2017), en sistema semisdlido multiplico Anacardo
(Anacardium occidentale L.) y al afiadir 22.5 mg/L de AIB las plantulas produjeron

mas de 10 raices por explante.

Otra variable que se evalu6 fue el numero de brotes (Figura 17C), donde los
resultaron 8.0 + 0.57 brotes y el control 5.0 + 0.57 brotes con la combinacion de
reguladores de crecimiento utilizadas. Vega Cervantes (2020), al propagar Agrillo
(Rhus allophylloides) en biorreactores de inmersion temporal y agregando 1 mg/L
de BAP al medio liquido hubo una brotacién de 2.83 brotes, mientras que al afiadir
AIB combinado con BAP como en esta investigacion no resultaron favorables para
induccion de brotes, sin embargo, al afiadir 0.5 mg/L el AIB indujo la promocion de
raices, aunque segun las investigaciones de otros autores la adicion de AIB al medio
de cultivo no favorece el crecimiento o elongacion vegetal de manera pronunciada,

en esta investigacion si se vio beneficiado el numero de brotes a comparacién de
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los tratamientos T1 y T2, esto coincide con Budau et al. (2023), que al multiplicar
Robinia pseudoacacia L. en medio semisolido Driver y Kuniyuki Woody (DKW), en
presencia de 0.5 mg/L de BAP y 0,04 mg/L de AIB, casi el 100 % de los explantes

obtuvieron de 4.45 £ 0.18 brotes, resultado similar al control de este proyecto el cual

es semisolido.

Para la valoracion del ultimo tratamiento (T4), compuesto de 3 ppm de BAP, CW
10% y 150 mg/L acido ascorbico, donde se evaluaron las mismas variables de los
tratamientos anteriores, obteniendo una altura de 0.89 + 0.07 cm 0.33 + 0.04 cm
control, altura de brotes 1.05 + 0.07 cm y el control de 0.44 + 0.06 cm (Figura 18).

Los resultados fueron estadisticamente significativos (p<0.05).
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Figura 18. Evaluacion de altura y altura de brotes de plantulas de V. planifolia sobre el
T4 (BAP 3ppm + CW 10% + acido ascorbico 150 mg/L). A) Altura de plantulas. B) Altura
de brotes. Las barras representan el promedio de los datos (n=30) y las columnas con
letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).

La utilidad de los sustratos organicos naturales en la micropropagacién in vitro es
algo ampliamente demostrado, debido a que se ha descrito que estos pueden
mejorar el crecimiento y desarrollo de los tejidos vegetales, tales como jugo de

manzana, tomate, platano, papa, jugo de pifia, extracto de maiz y agua de coco,
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ademas de ser una alternativa eficaz y econdémica (Gupta, 2016; Kaur y Bhutani,
2016).

En los resultados mostrados en la Figura 18A, se encontr6 una altura en las
plantulas de V. planifolia de 0.89 £ 0.07 cm y 0.33 £ 0.04 cm control. Utami y
Hariyanto (2019), reportaron que en Phalaenopsis amboinensis, cuando se afadio
CW al 15% (v/v) junto con homogeneizado de platano (10 g/L) al medio VW, las
plantulas alcanzaron una longitud de 6.2 + 0.13 cm, mostrando resultados mejores
a los obtenidos en esta investigacion. Por otro lado, Carranza Alvarez et al. (2021),
al germinar V. planifolia en medio semisolido, afiadieron 30 m/L de CW al medio de
cultivo a una exposicion de 60 dias, al medir la altura de brotes de los protocormos
se cuantifico una altura de 35.1 £ 18.8 mm, resultado superior al obtenido en esta
investigacion; esto podria ser por el tipo de medio de cultivo utilizado, el porcentaje
de CW adicionada o el tiempo de exposicion de las plantulas al medio de cultivo, sin
embargo los resultados del sustrato natural se ven favorecidos en las siguientes
variables ya que el agua de coco (CW) contiene azucares solubles, iones
inorganicos. como fosforo, potasio, calcio, magnesio, hierro y manganeso, vitaminas
solubles en agua como tiamina, riboflavina, aminoacidos, acidos organicos, enzimas
y reguladores del crecimiento vegetal como auxinas y citoquinina, debido a la
presencia de tantos componentes importantes, CW ha demostrado ser un excelente

promotor del crecimiento (Utami et al., 2015).

Al afadir un PGR al medio de cultivo y sustratos organicos naturales como
alternativa mas econdémica se cuantifico una altura de brotes de 1.05 + 0.07 cm y el
control de 0.44 + 0.06 cm en el tratamiento 4 (T4) (Figura 18B), la adicién de
sustratos naturales también fue efectivo en Pena-Ramirez et al. (2010), quien
multiplico cedro rojo (Cedrela odorata) en sistema de biorreactores de inmersion
temporal y agregar 20 % de CW , GA3, menciona incremento 3.5 veces la
elongacién de brotes y 4 veces la elongacién de raices. Por otro lado, Ramirez-
Mosqueda e Iglesias-Andreu (2016), también multiplicaron V. planifolia, pero en

diferentes sistemas de inmersion temporal utilizando medio MS como medio de
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cultivo suplementado con 9.55 yM de Benciladenina (BA) como citocinina, 150 mg/L
de acido ascorbico, 35 mg/L de clorhidrato de cisteina y 100 mL/L de CW,
obteniendo el mayor resultado en biorreactor RITA®, cuantificando una altura de
brotes de 1.69 + 0.09 cm.

Para evitar el estrés oxidativo en las plantulas de V. planifolia se le ahadié al medio
de cultivo 150 mg/L de acido ascorbico, lo que concuerda con Sota et al. (2021),
quien menciona que al afiadir 100 mg/L de acido ascérbico y 100 mg/L de acido
citrico al medio de cultivo disminuyo el estrés oxidativo, ya que esto puede disminuir
su crecimiento por la acumulacidn de sustancias toxicas, ya que las primeras horas
24-48 h del cultivo in vitro son criticas, asi mismo Martinez-Oviedo et al. (2024),
sometieron los segmentos nodales de Arrabidaea chica a hipoclorito de sodio (0%;
25% y 5,0%)y en el medio MS 0.15 g/L de acido ascérbico y 0.1 g/L de acido
citrico solos y combinados para la prevencion de la oxidacion vegetal de en
condiciones in vitro. El uso de antioxidantes como el acido ascorbico es muy comun
en los medios de cultivo in vitro, autores como: Leal-Garcia et al. (2022),
establecieron un Sistema de Inmersién Temporal (SIT), de Coffea Arabica donde
sometieron las semillas en una solucién con 0.1 g/L de acido ascoérbico y 0.15 g/L
de acido citrico durante 1 min y se transfirieron a los sistemas in vitro. Por lo que el
estrés oxidativo en plantas in vitro es un parametro importante para la sobrevivencia
de las plantulas in vitro debido a la produccion de metabolitos oxidativos y al estrés

vegetal.

Por ultimo las variables que se evaluaron en el tratamiento 4 (T4) compuesto de 3
ppm de BAP, CW 10% y 150 mg/L acido ascoérbico, fueron el numero de hojas,
numero de raices y numero de brotes, cuantificando lo siguiente: 3.33 + 0.33 hojas
y el control 1.66 £ 0.66 hojas, 4.33 + 0.33 raices y el control de 1.16 + 0.33 raices y
6.33 *+ 0.88 brotes y el control de 2.66 + 0.33 brotes (Figura 19). Los resultados
fueron estadisticamente significativos (p<0.05).

Maestria en Ciencias Bioquimicas
Facultad de Estudios Profesionales Zona Huasteca-UASLP

60



Estudio de la conservacion, produccién y efectos Morales-Lépez, 2025
medicinales de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews

5 -
A B & e =
—l_ n 4- » —|_
[7] [ o 6
8 37 ° 5
) o 8
< a s 3 °
S T T 4
T 5 4
o g 5 b o b
[ ] [
£ € £
3 14 S S 92—
4 Z 14 Z
0- T 0- T 0- |
Ctrl BR Ctrl BR Ctrl BR
Tratamiento Tratamiento Tratamiento

Figura 19. Numero de hojas, raices y brotes de plantulas de V. planifolia T4. A) Numero
de hojas. B) Numero de raices. C) Numero de brotes. Las barras representan el promedio
de los datos (n=30) (p<0.05).

Los resultados mostrados en la Figura 19A, muestran el numero de hojas obtenidas
en el T4, cuantificando aproximadamente 3.33 £ 0.33 hojas y el control 1.66 + 0.66
hojas, sin embargo, no muestran diferencias significativas con el control. Ramirez-
Mosqueda e Iglesias-Andreu (2016), al multiplicar V. planifolia sistema de inmersién
temporal utilizando medio MS como medio de cultivo suplementado con 9.55 uM de
BA 150 mg/L de AA y 35 mg/L de clorhidrato de cisteina y 100 mL/L de CW,
obteniendo el mayor resultado en biorreactor BIG, cuantificando 2.70 £ 0.32 hojas,
de la misma manera Vilcherrez Atoche (2019), al micropropagar la orquidea
Epidendrum sp. al anadir 30 g/L de harina de platano y 20% CW, se cuantificaron

5.98 hojas, siendo mejores los resultados obtenidos en nuestra investigacion.

En los resultados obtenidos durante la fase de enraizamiento se alcanzaron 4.33 +
0.33 raices en el tratamiento y el control mostro 1.16 + 0.33 raices (Figura 19B),
mientras tanto Quang y Minh et al. (2017) en la etapa de enraizamiento de la
multiplicacion en biorreactor de la planta Lirio tropical, al afnadir 0.5 mg/L de ANA'y
CW al 10 % obtuvo 3.7 raices, obteniendo un resultado superior el de esta
investigacion en las plantulas de V. planifolia, con el sistema de inmersion temporal

utilizado.
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Carranza Alvarez et al. (2021), propago plantulas de V. planifolia en sistema
semisolido y al afadir 30 mL/L de CW y las plantulas produjeron 4.6 + 2.7 brotes,
resultado inferior al obtenido en esta investigacién con el sistema de inmersion
temporal, donde se obtuvieron 6.33 + 0.88 brotes (Figura 19C), Ruiz-Ramirez
(2016), que al propagar explantes de Cattleya rex mediante sistema de inmersién
temporal, al afiadir 10 % de CW, se obtuvieron 2.95 brotes con una altura de 0.53
cm y con un promedio de 1.77 raices, resultados inferiores en cuestién de numero
de brotes y altura de brotes a los de esta investigacion, por otro lado, en la cantidad
de raices fueron superiores por 0.61 cm, sin embargo, el tiempo de exposicién en
el medio de cultivo de las plantulas de C. rex fue de 10 minutos cada 6 horas por 90
dias y esta investigacion fue de 2 minutos cada 4 horas durante 45 dias,
demostrando la importancia del tiempo de inmersion, donde en esta investigacion
fue menor y se obtuvo un resultado superior, y al ser ambas orquideas el
metabolismo es el mismo lo que indica que a menor frecuencia y tiempo de

inmersion se metabolizan mejor los nutrientes del medio de cultivo.

El uso de sustratos organicos naturales beneficia la organogénesis, ademas, el
aprovechamiento de los sustratos naturales promueve la morfogénesis vy
rizogenesis, ya que producen efectos similares a las citocininas y las auxinas debido
a que contienen PGR o precursores de estas que son aprovechadas por las
plantulas y ademas favorecen la disminucion de costos en la micropropagacion in

vitro (Menezes-Gongalves et al., 2016; Velazquez-Ku et al., 2016).

4.2. Cuantificacién de la Capacidad Antioxidante

4.2.1. Capacidad Antioxidante del extracto de V. planifolia al inhibir el radical
DPPH-

Uno de los principales componentes de las plantas son los antioxidantes, sustancias
quimicas presentes en los alimentos que protegen el organismo al prevenir las
reacciones de oxidacion de los radicales libres, responsables del envejecimiento y
de diversas enfermedades. En esta investigacion se opt6 por usar los ensayos de
DPPH y ABTS para determinar la capacidad antioxidante. Se midio6 la capacidad de
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los extractos para reducir los radicales cationicos ABTSe«+ y DPPH- a diferentes
concentraciones (0.1, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 y 10 mg/L), dado que estos métodos son
ampliamente utilizados por su simplicidad y reproducibilidad (Rivas-Pérez et al.,
2017), asi mismo la cuantificacion de polifenoles y flavonoides los cuales son los
principales metabolitos responsables de la actividad antioxidante que poseen

muchas plantas.

En el ensayo de inhibicion del radical DPPH?e, la concentracion del extracto etanodlico
de V. planifolia con mejor resultado fue el de 10 mg/L, en particular, el extracto de
hojas silvestres (EVPHS) obtuvo un porcentaje de inhibicion de 65.74 + 0.18 % y el
extracto de plantulas de biorreactor (EVPPB) obtuvo 50.56 + 1.13 % de inhibicién
del radical (Figura 20A). Asimismo, se evalué la cantidad de mg de VCEAC/ gr
extracto del mismo extracto, donde EVPHS se cuantifico 67.07 £ 1.90 mg de
VCEAC/ gr extracto y el EVPPB, obtuvo 43.06 + 1.18 mg de VCEAC/ gr de extracto

(Figura 20B). Los resultados fueron estadisticamente significativos (p<0.05).
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Figura 20. Porcentaje de inhibicién de radical DPPH+ y Concentracién equivalente a
acido ascorbico en extractos de V. planifolia. A) Porcentaje de inhibicion del radical
DPPH- en los extractos de V. planifolia de hojas silvestres y de extracto de plantulas de
biorreactor. B). Concentracién equivalente al acido ascérbico (mg/g) para DPPHe-. en los
extractos de V. planifolia de hojas silvestres y de extracto de plantulas de biorreactor. Las
barras representan el promedio de los datos (n=3) (p<0.05).
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El hecho que las plantas in vitro hayan obtenido menor % de inhibicidn antioxidante
del radical se debe a que éstas se encuentran en un estado controlado, con
nutrientes adecuados, luz y aislamiento, o que hace que estas plantas no se
encuentren en un estado de estrés, al contrario de las hojas silvestres que se
encuentran en el medio exterior por lo que estan expuestas a estrés biotico y

abidtico que provoca que la produccion de metabolitos secundarios aumente.

Para la inhibicion de radical DPPHe., el extracto de planta silvestre mostro un
porcentaje de 65.74 £ 0.18 % que es igual a 67.07 £ 1.90 de VCEAC/ gr extracto y
el extracto de plantas de biorreactor 50.56 + 1.13 % igual a 43.06 £ 1.18 mg de
VCEAC/ gr de extracto (Figura 20), y una Clso de 5.893 mg/mL y 9.318 mg/L
respectivamente (Tabla 7), lo que concordando con Garza-Padrén et al. (2010),
quien determino la concentracién efectiva mediante la inhibicion de DPPHe en callos
in vitro y tallos silvestres de Astrophytum myriostigma, obteniendo una Clso de
0.0553 mg/mL y 0.0270 mg/mL respectivamente, obteniendo mayor eficacia el
extracto de planta silvestre. Por otro lado, Echavarria et al. (2016), cuantifico la
capacidad antioxidante de un extracto hidroalcohdlico de algunas plantas como
alcachofa (C. colymus) con un 95.7% y un Clso de 9.89 ug/mL, moringa (M. oleifera)
97.9% y 11.4 yg/mL y borraja (B. officinalis) 96.3% y 14.0 yg/mL fueron los que
mostraron mayor capacidad antioxidante a una concentracién del extracto de 10
Mg/mL, mostrando una inhibicibn mayor que la de hojas de V. planifolia. Es
importante recordar que entre menor sea la Clso mayor es la eficacia del extracto ya
que es la cantidad necesaria para inhibir la formacion de radicales DPPH+ en un
50%. Schuster et al. (2017), cuantifico la capacidad antioxidante del extracto
etandlico de raices in vitro de la orquidea Eulophia macrobulbon, y obtuvo un
porcentaje de inhibicion del radical DPPHe de 65 + 1.0%, porcentaje similar al
obtenido de hojas de V. planifolia y un 10% mayor al obtenido de plantulas de

biorreactor.

Maestria en Ciencias Bioquimicas
Facultad de Estudios Profesionales Zona Huasteca-UASLP

64



Estudio de la conservacion, produccién y efectos Morales-Lépez, 2025
medicinales de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews

Tabla 7. Clso de extractos de V. planifolia

Capacidad

Tipo de extracto Clso
Antioxidante
DPPHe 5.83 mg/mL
Silvestre
ABTS** 4.08 mg/mL
DPPH-* 9.31 mg/mL
Plantulas Biorreactor
ABTSe* 5.67 mg/mL

En cuanto a los resultados mostrados en la Figura 20B, donde se cuantifico la
concentracion equivalente al acido ascorbico (mg/g) para DPPHe, ya que la vitamina
C generalmente es la responsable de la actividad antioxidante de las plantas, lo que
concuerda con Jorge y Troncoso (2016), quienes cuantificaron la vitamina C (mg de
acido ascorbico en 100 g), en el fruto de tuna (Opuntia ficus-indica), obteniendo 36.1
+ 1.7 mg/100g y en el Ayrampo (Opuntia apurimacensis) con 49.9 + 6.3 mg/100g.
Asimismo, Villanueva-Tiburcio et al. (2010), determinaron antioxidantes en la
cascara de camu-camu (Myrciaria dubia (H.B.K) McVaugh) y compararon la cascara
fresca y seca al cuantificar el acido ascorbico, obteniendo mejores resultados en la
cascara seca donde el mayor contenido de acido ascorbico se presenta en la
cascara del fruto pintén con 53.49 + 9.40 mg ac. ascérbico. g', seguido de fruto
maduro 16.41 + 3.64 mg de ac. ascoérbico. g muestra, y luego del fruto verde con
15.38 + 5.81 mg Ac. Ascorbico.g™!, ademas de una Clso de 46.20 + 0.10, 114.20 +
0.98y 117.80 + 0.65 ug/mL, obteniendo resultados inferiores a los obtenidos en esta
investigacion donde en el extracto de V. planifolia de hojas silvestres obtuvo 67.07
1+ 1.90 mg de VCEAC/ gr extracto.

4.2.2. Capacidad antioxidante del extracto de V. planifolia al inhibir el radical
ABTS-*

En este sentido también se evalud la capacidad antioxidante mediante la inhibicion
del radical ABTS+* (Figura 21), en los extractos de V. planifolia, obteniendo el
EVPHS 90.76 £ 2.31 % y el EVPPB 69.05 + 0.95 % (Figura 21A). Asimismo, se
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cuantifico la cantidad de acido ascérbico a partir de la inhibicion del radical ABTS-",
resultando en 93.16 + 1.37 mg VCEAC/gr en EVPHS y 63.11 + 2.3 VCEAC/gr en
EVPPB. Los resultados fueron estadisticamente significativos (p<0.05).
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Figura 21. Porcentaje de inhibicion de radical ABTS++ y Concentracion equivalente a
acido ascorbico en extractos de V. planifolia. A) Porcentaje de inhibicion del radical
ABTS-+ en los extractos de V. planifolia de hojas silvestres y de extracto de plantulas de
biorreactor. B). Concentracién equivalente al acido ascérbico (mg/g) para ABTSe<+ en los
extractos de V. planifolia de hojas silvestres y de extracto de plantulas de biorreactor. Las
barras representan el promedio de los datos (n=3) (p<0.05).

Segun los resultados mostrados en la Figura 21A, con el porcentaje de inhibicidén
del radical ABTS+*, se obtuvieron mejores efectos en cuanto a la capacidad
antioxidante de los extractos, autores como Fogliano et al. (1990); Arnao, (2000) y
Antololovioch et al. (2002), mencionan que la técnica de ABTS<" puede medir
compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica, mientras que el radical DPPHs-,
muestra compuestos disueltos en medio organico. Lo que sugiere que los
compuestos de los extractos de hojas silvestres y de plantulas de biorreactor poseen
mas compuestos oxidantes que reductores. Lo que concuerda con Quino et al.
(2016), donde la inhibicion del radical ABTS+<* mostro mejor resultado ya que al
realizar la determinacién del efecto de la capacidad antioxidante de plantulas in vitro
como Aloe vera, Plukenetia volubilis, Caiophora carduifolia, Cecropia membranacea

obtuvieron una Clso, donde los extractos con menor Clso fueron C. membranacea y
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C. carduifolia, resultando una inhibicion del radical DPPH+ con 0.159 + 0.04 mg/L y
0.420 + 0.06 mg/L en la inhibicién del ABTS-", el extracto con una Clso mas baja fue
P. volubilis con 0.154 + 0.001 uM trolox/g extracto. Mahendran y Narmatha (2015),
al propagar la orquidea Aphyllorchis montana y al realizar un ensayo de DPPH- a
extractos metanolicos a plantas silvestres y A. montana, con una Clso de 26.87

pg/mL y las plantulas in vitro de 41.45 ug/mL.

Por otro lado, Villanueva-Tiburcio et al. (2010), cuantificaron el porcentaje de
inhibicion de la cascara de camu-camu (Myrciaria dubia (H.B.K) McVaugh) a
diferentes estados de madurez, y compararon la cascara fresca y seca, al
determinar la inhibicion del radical ABTS+*, obtuvieron 99.35 £ 0.46 pinton 75.23 +
13.81 verde y maduro 67.39 £ 2.99%, ademas de un valor de Clso para la cascara
del fruto maduro, pintén y verde fue de 33.76, 20.25 y 32.54 pg/mL respectivamente,
obteniendo una inhibicion del radical similar a la de esta investigacion y las plantulas
de biorreactor la cascara madura. Ibarra Cantun (2017), cuantifico la capacidad
antioxidante de Vanilla planifolia de la regidon de Totonacapan en un extracto
metandlico y al realizar los ensayos de inhibicién de radicales DPPHe y ABTS-",
observo una Clso en hojas de 1.07 £ 0.11 mg/mL para DPPH+y 0.69 £+ 0.97 mg/mL
para radical ABTS+*, resultados que coinciden con los obtenidos del extracto de
hojas silvestres de V. planifolia de la huasteca potosina, al inclinarse por una mayor
capacidad antioxidante, sin embargo, sus resultados muestran mayor capacidad
antioxidante que la obtenida en esta investigacion con 5.83 mg/mL para DPPH- y
4.08 mg/mL para ABTS<*, esto es debido a la diferencia de la polaridad de los
solventes utilizados para cada extracto, ya que los antioxidantes tienen mas afinidad
al solvente metanol. Lo anterior, concuerda con Salas-Pérez et al. (2022), quienes
evaluaron la composicion quimica de variedades de albahaca por diferentes
solventes como hexano, etanol, metanol y éter de petrdleo, y obtuvieron que el
metanol es el solvente que tuvo mayor eficacia de extraccion en flavonoides y
compuestos fendlicos, ya que la polaridad del metanol es mayor que la del etanol,

por lo que los compuestos fendlicos pueden ser extraidos facilmente (Stalikas,
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2007). Un factor importante que se puede resaltar para la eliminacion de radicales
libres puede estar asociada a los componentes de la planta o al estrés al que
sometié la misma en el lugar donde este cultivada, nutrientes del suelo, fauna y tipo
de clima, lo que puede elevar significativamente la produccion de compuestos

bioactivos que son solubles a la polaridad del solvente utilizado.

Gongalves et al. (2017), menciona la composicion quimica de los extractos depende
del método de extraccién y del solvente utilizado, por lo que Primitivo et al. (2022),
elaboré un extracto de flor de H. italicum con dos disolventes: agua (infusion) y
acetona al 70% vl/v, y al cuantificar la capacidad antioxidante equivalente a vitamina
C por gramo (mg VCEAC/Q), obtuvieron ABTS<* 51.90 + 4.6 mg y DPPH- de 39.50
t 1.1 mg VCEAC/g para la infusion y para el extracto de acetona en ABTS+* de
37.80 £ 9.8 mg y DPPH- 52.7 £ 9.2 mg VCEAC/g, resultados inferiores a los
obtenidos al extracto de V. planifolia, donde se cuantifico 93.16 * 1.37 mg
VCEAC/gr en EVPHS y 63.11 £ 2.3 VCEAC/gr en EVPPB a partir de inhibicién de
ABTS-* (Figura 21B). La cuantificacion de antioxidantes en plantas importante para
conocer la capacidad que tiene el extracto para inhibir radicales libres que pueden
ocasionar enfermedades en los seres humanos y al consumir plantas medicinales

sean una opcioén para erradicar estas moléculas dafinas.

4.2.3. Cuantificacion de polifenoles y flavonoides en extracto de V. planifolia
Por ultimo, se cuantifico la cantidad de polifenoles en extracto de V. planifolia de
hojas silvestres obteniendo 75.09 £+ 3.38 mg EAG/ 100 g y en el extracto de plantulas
de biorreactor donde se cuantificaron 52.76 + 1.73 mg EAG/ 100 g. Ademas, se
determinaron los flavonoides en los mismos extractos, obteniendo 67.36 + 5.61 mEq
CAT/ gy 33.26 + 1.62 mEq CAT/ g, dichos resultados mostraron una diferencia
significativa en la cantidad de polifenoles y flavonoides de cada extracto (Figura 22),
y fueron estadisticamente significativos (p<0.05).
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Figura 22. Concentracion equivalente a acido galico y miligramos equivalentes a
catequina en extractos de V. planifolia. A) Concentracion equivalente a acido galico en
extracto de hojas silvestres de V. planifolia y extracto de plantulas de biorreactor de V.
planifolia. B) Concentracidén equivalente en mg de catequina en extracto de hojas silvestre
y Extracto de plantulas de biorreactor a concentracién de 10 mg de extracto/mL. Las
barras representan el promedio de los datos (n=3) (p<0.05).

Ademas de la produccion vegetal, se ha observado que la propagacién de plantas
in vitro también se puede utilizar para cuantificar la produccion de compuestos
antioxidantes como los compuestos fendlicos como los polifenoles que han atraido
mucha atencién en los ultimos afios debido a su papel en varias enfermedades
degenerativas y relacionadas con el envejecimiento y actividad antiinflamatoria
(Ramesh et al., 1998; Brewer, 2011, Prochazkova et al., 2011), lo que concuerda
con Mahendran y Narmatha (2015), quienes propagaron in vitro la orquidea
Aphyllorchis montana, elaborando un extracto metandlico de plantulas in vitro, y
obtuvieron 61.98 + 3.19 mg/g y 34.59 +1.14 mg/g de polifenoles totales y
flavonoides, respectivamente. Ademas, al comparar con el extracto de planta
silvestre obtuvieron 121.34 + 1.23 mg/g y 93.1.17 mg/g, resultados superiores a los
obtenidos en esta investigacion, donde se cuantificaron 52.76 + 1.73 mg EAG/ 100g
y 33.26 + 1.62 mEq CAT/g de muestra, resultados muy similares en los extractos de
plantas in vitro, pero inferiores en el extracto de planta silvestres, obteniendo 75.09
1+ 3.38 mg EAG/100 gy 67.36 + 5.61 mEq CAT/g.
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El contenido de compuestos fendlicos totales, flavonoides, alcaloides y taninos en
las plantas son un grupo de compuestos que funcionan como poderosos
antioxidantes, que proporcionan beneficios para la salud dado que funcionan como
antiinflamatorios, anticancerigenos, y antidiabéticos (Conner y Grisham 1996).
Lopez Cruz (2024), cuantifico la cantidad de polifenoles a partir de extractos
metandlicos de vainas beneficiadas del género Vanilla, resultado V. planifolia con
43.13 mg EAG/g y 51.81 mg EAG/g, V. pompona con 23.22 mg EAG/g y 27.65
mg/EAG/g, V. hibrido con 49.23 mg/EAG/g, V. xtahitensis con 39.82 mg/EAG/g, V.
cribbiana 35.17 mg/EAG/g, V. insignis 21.82 mg/EAG/g y V. sp con 93.26
mg/EAG/g, comparando con el extracto de elaborado en esta investigacién de V.
planifolia, se cuantificaron mayor contenido de polifenoles totales en las hojas
silvestres con 75.09 + 3.38 mg EAG/ 100g y en el extracto de plantulas de
biorreactor in vitro se cuantifico 52.76 £ 1.73 mg EAG/ 100g, resultados superiores
a casi todas las variedades de vainas de vanilla, sin embargo V. sp, obtuvo un mejor
resultado, obteniendo el contenido de polifenoles seguramente del proceso de
beneficiado, ya que en este se llevan a cabo procesos de oxidacion, reduccion,
polimerizacién, entre otras reacciones que pudieran favorecer la produccion de
polifenoles (Pérez Silva et al., 2011; Castro et al., 2016), ademas del tipo de especie,
lugar de proveniencia y estrés biotico y abidtico. Por otro lado, Vasquez et al. (2017),
elaboraron un extracto etandlico de Gentianella dianthoides (Kunth) Fabris, y al
cuantificar los polifenoles totales, obtuvieron 10.0365 mgEAG/g de extracto,
ademas de una Clso a partir del radical DPPH+ de 27.64 ug/mL, resultados inferiores

a los obtenidos a en el extracto de hojas silvestres de V. planifolia.

En este sentido, la cuantificacién de flavonoides también es importante debido que
son compuestos que se encuentran en las plantas de manera natural, aportan altos
beneficios a la salud como proteccién inmunitaria natural y con diferentes
aplicaciones biolégicas como agentes anticancerigenos, antimicrobianos,
antivirales, anti-angiogénicos, antipaludicos, antioxidantes, neuroprotectores,

antitumorales, y cardioprotectores (Camero et al., 2018; Zhao et al., 2018; Zhao et
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al., 2019). Por ello, diversos autores han cuantificado la cantidad que flavonoides
que hay en plantas de interés como Garcia-Ceccarelli et al. (2023), quienes
realizaron extractos etandlicos de Solanum radicans L.f, y al cuantificar la cantidad
de flavonoides, obtuvieron 65.89 + 0.22 mg QAE/g y de polifenoles totales de 39.07
1 0.63 mg GAE/qg, resultados inferiores a los extractos etandlicos de V. planifolia, de
la misma manera Es-Said et al. (2022), realizaron un extracto etandlico de semillas
de Linaza (Linum usitatissimum L (Linaceae), donde al cuantificar los flavonoides
obtuvieron 0.44 mg ECAT/g y fenoles totales de 6.28 mg ECAT/g, ademas de una
Clso mediante DPPHe de 12.79 + 0.273 mg/mL y comparado con los extractos de
V. planifolia, ese posee mayor actividad antioxidante, lo que puede dar pie a
siguientes investigaciones sobre el efecto etnofarmacoldgico de las hojas de V.

planifolia.

4.3. Efecto antinociceptivo del extracto de V. planifolia

4.3.1. Prueba de contorsiones inducidas por acido acético

El dolor es una sensacidon desagradable que es causado por estimulos intensos o
dafiinos, su principal funcion es ser de naturaleza protectora, ademas de ser un tipo
de modalidad sensorial como sistema de advertencia de lesiones en los tejidos, a
pesar de existir distintos tipos de dolor y de existir diferentes tipos de causas todos
se relacionan con malestar fisico que afecta tener una vida tranquila y se puede

volver crénico y debilitante (Julius y Basbaum, 2001; Hucho y Levine, 2007).

El tratamiento de dolor con los farmacos que existen en el mercado actualmente
como antiinflamatorios no esteroideos (AINE) y opiaceos, no son eficaces en todos
los casos debido a que su actividad se ha visto opacada por efectos adversos, o su
uso prolongado en el caso de los AINES deteriora 6rganos vitales como los rifiones
(Zendehdel et al., 2011). Por lo que el uso de plantas medicinales podria ser una

fuente importante de nuevas sustancias terapéuticas.

La prueba de contorsiones inducida por acido acético es una prueba de dolor tipo

visceral, pero no es para dolor especifico, en este ensayo se estimulan las neuronas
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nociceptivas periféricas mediante mediadores enddgenos como la bradicinina,
serotonina y capsaicina que generan dolor y aumentan las prostaglandinas PGE2 y
la PGF2a, también estimula la liberacién de acido araquidénico libre del fosfolipido
tisular, mediado por mastocitos peritoneales (Bentley et al., 1983; Hosoi, 1999;
Ribeiro et al., 2000; Ahmed et al., 2006; Lujan-Carpio et al., 2018).

En esta seccion se evaluo6 el efecto antinociceptivo del extracto etandlico de hojas
silvestres de V. planifolia, mediante el conteo de contracciones inducidas por acido
aceético, utilizando concentraciones del extracto de 10, 100 y 200 mg/kg, obteniendo
una media de contracciones de 29.75 + 2.76, 23.00 + 548 y 1143 + 2.72
respectivamente, comparandolo con el vehiculo el cual registro una media de 48.25
t 2.54 contracciones y el control positivo que el cual fue naproxeno 100 mg/kg y
registr6 22.00 + 1.93 contracciones (Figura 23). Los resultados fueron

estadisticamente significativos (p<0.05).
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Figura 23. Efecto antinociceptivo del extracto de V. planifolia de hojas silvestres en la
prueba contracciones inducidas por acido acético a dosis de 10, 100, 200 mg/kg. NPX
(100 mg/kg) fue el control positivo, mientras que el vehiculo fue solucion salina. Los
resultados experimentales se compararon con los valores del vehiculo, expresado como
media + SEM (n=8). Se determind una diferencia significativa (***) a p < 0.05 con respecto
al grupo vehiculo.
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De acuerdo con los resultados obtenidos, se observo que el extracto de hojas de
V. planifolia disminuyo las contorsiones en los ratones en comparacion con el
grupo control, lo que indica que el extracto posee actividad antinociceptiva con
una DEso de 72.62 mg/kg (Figura 24). El género Orchidaceae es un grupo de
plantas de gran interés debido a sus extensas propiedades medicinales, por lo
que este equipo de trabajo ha optado por investigarlas. Las orquideas que han
sido estudiadas son: Catasetum integerrimum, Cyrtopodium macrobulbon, Laelia

anceps subsp. anceps 'y Stanhopea tigrina (Maldonado-Miranda et al., 2023).
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Figura 24. Curva dosis-respuesta DEs para el efecto antinociceptivo prueba de acido
acético del extracto de V. planifolia.

Ponce-Hernandez (2018), elabord un extracto etandlico de pseudobulbos y raices
de Cyrtopodium macrobulbon a 100 mg/kg, mediante el ensayo de contorsiones
inducidas por acido acético, observo la actividad antinociceptiva de los extractos,
encontrando que los pseudobulbos no poseen actividad contra el dolor. Sin
embargo, el extracto de raiz mostro resultados favorables con 24.5 contorsiones
en comparacion con el control, que tuvo 52.6 contorsiones obteniendo una DEso
de 7.08 mg/kg, sin embargo, en esta investigacidn a la misma dosis se obtuvieron
23.00 + 5.48 contorsiones, con una DEso de 72.62 mg/kg (Figura 24). De manera
similar, Chowdhury et al. (2014) realizaron extractos metandlicos y acuosos de
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hojas de la orquidea Vanda tessellata Roxb. a concentraciones de 200 y 400
mg/kg, encontrando que el extracto metandlico mostré la mayor actividad
antinociceptiva con 32.84 contorsiones y un 45.08 % de inhibicién en comparacién
con el control, que tuvo 59.80 contorsiones. Asimismo, Caudillo-Gaona et al.
(2023), realizaron un extracto etanolico de Catasetum integerrimum Hook. a
concentraciones de 10, 50 y 100 mg/kg, registrando que la concentracion de 100
mg/kg obtuvo mejores resultados que el control, disminuyendo significativamente
las contorsiones y estando ligeramente por debajo del control positivo (Naproxeno
100 mg/kg).

Padgaonkar et al. (2018) elaboraron extractos etandlicos y acuosos de hojas de
la orquidea Bauhinia acuminata Linn., observando actividad antinociceptiva a
concentraciones de 250, 500 y 1000 mg/kg. El extracto acuoso a 1000 mg/kg
mostré el mejor porcentaje de inhibicion con un 74.54 % y 27.50 + 1.18
contorsiones en comparacién con el control que obtuvo 48.00 + 1.53 contorsiones.
En contraste, la concentracién con menor actividad antinociceptiva fue de 250
mg/kg en el extracto etandlico, con 40.33 + 1.78 contorsiones. Esta dosis es
similar a la utilizada en nuestra investigacion, donde se registraron 11.43 £ 2.72
contorsiones, indicando un mayor efecto terapéutico a la dosis similar.

El método de contorsiones de acido acético es confiable ya que permite evaluar
de manera rapida la accién periférica de accion analgésica, ya que mediante la
administracién del acido acético el dolor es provocado por el suministro de un
irritante (acido acético) en la cavidad peritoneal que produce las contorsiones y
los estiramientos del modelo murino provocadas por el dolor, lo que permite

observar la actividad analgésica (Duarte et al., 1988; Melo et al., 2008).

4.3.2. Prueba de formalina

Para evaluar el efecto antinociceptivo mediante la prueba de formalina, se registro
el tiempo que tardaba en lamer la pata trasera cada ratén, dividiendo la prueba
en fase 1 (0 a 15 min), registrandose los siguientes datos: el vehiculo con una

media de 77.17 + 5.19 segundos, el control positivo (Tramadol 30 mg/kg) 22.50 +
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1.83 segundos, el extracto de V. planifolia de EVPHS a 10 mg/kg con 75.50 +
24.04 segundos, 100 mg/kg con 67.80 £ 14.41 segundos y 200 mg/kg con 61.33
1+ 12.10 segundos. En la fase 2 (de 15 a 45 minutos), donde el vehiculo registro
225 * 12.45 segundos, el control positivo 43.50 £ 3.51 segundos, EVPHS a 10
mg/kg 118.60 + 15.45 segundos, 100 mg/kg 75.67 + 16.34 segundos y 200 mg/kg
62.83 + 9.86 segundos (Figura 25). Los resultados fueron estadisticamente

significativos (p<0.05).

%k %k %k

250

Vehiculo

X3 TRD 30 mg/kg
EVPHS 10 mg/kg
Ea EVPHS 100 mg/kg
EVPHS 200 mg/kg

200

150+

100+

50+

Tiempo de lamidas (seg)

Tratamientos mg/kg

Figura 25. Efecto antinociceptivo de extracto de V. planifolia de hojas silvestres en la
prueba de formalina a dosis de 10, 100, 200 mg/kg donde se muestran en las dos fases
de la prueba de formalina. TRD (30 mg/kg) fue el control negativo, mientras que el
vehiculo fue solucion salina. La figura muestra las dos fases de la prueba de formalina.
Los resultados experimentales se compararon con los valores del vehiculo expresado
como la media £ SEM (n=6). Se determino una diferencia significativa (***) a p < 0.05 con
respecto al grupo vehiculo.

La prueba de formalina es un procedimiento que evalua el dolor central y periférico
a través de dos fases: la primera fase indica el dolor neurogénico, provocado por la
inyecciéon de formalina, mientras que la segunda fase es inflamatoria, influenciada
por cininas, leucocitos y células que pueden favorecer factores endégenos (Shailly
et al., 2010 y Arif et al., 2014). En los resultados de esta prueba in vivo, se observo
que durante la fase 1, las concentraciones del extracto de V. planifolia no mostraron
diferencias significativas respecto al control. Sin embargo, en la fase 2, todas las

concentraciones suministradas mostraron diferencias significativas, siendo la mas
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efectiva la de 200 mg/kg (Figura 25), con una DEso de 11.06 mg/kg (Figura 26)
resultando la dosis a la que la mitad de los ratones tienen un efecto antinociceptivo,
Yanez-Barrientos et al. (2022), realizaron extractos etanolicos de raices de las
orquideas Laelia anceps y Cytropodoum macrobulbon, los cuales indujeron
actividad antinociceptiva en la segunda fase de la prueba de formalina con una DEso0
de 97 mg/kg y 29 mg/kg respectivamente, siendo menor la DEso obtenida en el

extracto de hojas silvestres de V. planifolia.
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Figura 26. Curva dosis-respuesta DEsy para el efecto antinociceptivo prueba de
formalina del extracto de V. planifolia.

Uno de los estudios que ha investigado extractos de segmentos vegetales de
orquideas, como las hojas, es el de Begum et al. (2018), en el cual, se elaboré un
extracto metandlico de hojas y raices de la orquidea Vanda roxburghii (Roxb) a
concentraciones de 50 y 100 mg/kg. Los resultados mostraron que el extracto de
hojas a 100 mg/kg tuvo un mayor efecto antinociceptivo en la fase 1, con 12.75 *
2.49 segundos en comparacion con el control de 26.25 £ 1.37 segundos, y en la
fase 2, con 1.5 + 0.86 segundos respecto al control de 13.5 + 1.19 segundos. Estos
resultados demuestran el efecto de dicha orquidea contra el dolor periférico e
inflamatorio. Hossain et al. (2020), elaboraron un extracto metandlico de secciones
vegetales de las orquideas, Luisia zeylanica Lindl. y Papilionanthe teres (Roxb.)
Schiltr. a dosis de 200 y 400 mg/kg, donde ambos casos a la dosis de 400 mg/kg
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con 20.0 £ 0.82 y 22.67 + 0.47 segundos para lafase 1y 18.0 £ 0.82y 18.0 + 1.63
para la fase 2 respectivamente, utilizando como control solucién salina con 68.16 +
1.30y 52.50 + 0.92 para fase 1, por lo que esta investigacion los mejores resultados

se obtuvieron a una dosis de 200 mg/kg con 62.83 + 9.86 segundos.

En las dos fases del modelo de formalina se pueden detectar dos tipos de dolor, ya
que la inyeccion en la pata trasera induce una respuesta al dolor bifasica, donde en
la fase aguda (fase 1) se activan las neuronas aferentes primarias, debido a la
estimulacion quimica excitando las neuronas sensoriales que activan a TRAPA1, un
canal cationico importante en el dolor inflamatorio, y la activacién de la fibra c,
mientras que la fase tardia (fase 2) depende de la combinacién del dolor inflamatorio
de los efectos combinados de la entrada aferente de la sensibilizacion central en el
asta dorsal de la medula espinal, la cual es iniciada por el bombardeo de fibras C
(Tjolsen et al., 1992; Campos et al., 2002; McNarama et al., 2007; Chen et al., 2020).

Asi mismo Padgaonkar et al. (2018), quien realizo extractos etandlicos y acuosos
de Bauhinia acuminata Linn. a concentraciones de 250, 500 y 1000 mg/kg, resultado
el extracto acuoso el que me mayor efecto atinociceptivo registro con 26.67 £ 1.12
segundos en la fase 1 y 26.67 + 1.50 segundos en la fase 2, comparado con el
control con 96.17 £ 0.83 y 75.67 £ 0.99 segundos respectivamente. Sin embargo, la
concentracion utilizada es 5 veces mayor a la utilizada en esta investigacion,
comparando la menor concentracion de 250 mg/kg obtuvieron 62.17 + 0.79 y 51.83
1+ 1.08 en fase 1 y fase 2 en el extracto acuoso, el extracto etandlico de hojas de V.
planifolia tiene un mayor efecto antinociceptivo en la fase 2 del experimento
reduciendo significativamente el tiempo de lamidas. Por lo anterior se considera que
entre mas altas las dosis suministradas de los extractos es mayor efectividad
terapéutica. En este sentido se puede decir que el extracto de hojas silvestres de V.
planifolia solo mostrd efecto antinoceptivo en la fase tardia del experimento, por lo

que solo participa en el dolor provocado por la inflamacion.
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V. CONCLUSIONES

1. Se establecié el sistema de biorreactores de inmersion temporal InvitroOrchid®
en plantulas de V. planifolia provenientes de un sistema semisolido. Este sistema
demostroé ser eficaz para la produccion de biomasa y vitroplantas a gran escala 'y en
menor tiempo. Gracias a sus cualidades biotecnoldgicas, el sistema de inmersion
temporal es una opcion viable para la propagacion de V. planifolia, utilizando una
frecuencia de inmersién de 2 minutos cada 4 horas. Ademas, se probd una
combinacion de hormonas vegetales para incrementar la eficacia de la reproduccién
de las plantulas, demostrando que el mejor tratamiento fue el Tratamiento 1 (T1),
que contenia 3 ppm de BAP, 1.5 ppm de AlA y 150 mg/L de acido ascérbico. Este
tratamiento favorecio la altura de las plantulas y brotes, asi como el numero de

hojas, raices y brotes.

2. Los ensayos realizados para cuantificar la capacidad antioxidante demostraron
que los extractos etandlicos a una concentracion de 10 mg/L de plantulas de V.
planifolia provenientes de un sistema de biorreactor temporal (EVPPB) y de hojas
silvestres de V. planifolia (EVPHS) poseen actividad antioxidante, ya que inhibieron
considerablemente los radicales DPPHe y ABTS++. Ademas, se calcul6 la Clso
mediante la inhibicion del radical ABTSe+, lo que indica la eficacia del extracto, y se
cuantificaron los mg equivalentes de acido galico y meq. de catequina necesarios
para la inhibicion de los radicales. También se cuantificé la cantidad de polifenoles
y flavonoides en los extractos, revelando que las plantulas provenientes del sistema
de biorreactores poseen actividad antioxidante, aunque el extracto de hojas

silvestres obtuvo mejores resultados.
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3. Por ultimo, se demostréo que el extracto de hojas silvestres de V. planifolia
presenta un efecto antinociceptivo mediante la prueba de contorsiones inducidas
por acido acético mostrando un efecto dependiente de la dosis con una DEso de
72.62 mg/k. La dosis de 200 mg/kg resulté en un menor numero de contorsiones,
demostrando el efecto analgésico del extracto. Asimismo, en la prueba de formalina,
se obtuvo una respuesta significativa en la fase 2, con una DEso de 11.06 mg/kg

indicando que el extracto tiene un efecto sobre el dolor provocado por la inflamacién.
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VI. PESPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Los resultados de esta investigacion son el primer indicio del establecimiento de
sistema de biorreactores de inmersion temporal el Laboratorio de Ciencias
Ambientales FEPZH, se sugiere seguir realizando combinaciones de hormonas
vegetales, ademas de prolongar el tiempo al que se sometio el experimento para
una mayor obtencion de biomasa. Asimismo, sugiere hacer pruebas de aclimatacion
de las vitroplantas de V. planifolia debido a las ventajas que ofrece el sistema de
biorreactores en la aeracion, nutricién y la maduracion estomas, a diferencia del

sistema semisodlido.

Se sugiere establecer experimentos in vitro donde se expongan las plantulas de V.
planifolia a diferentes tipos de estrés, con la finalidad de la obtencion de metabolitos
secundarios que puedan ser de utilidad para futuras investigaciones

etnofarmacoldgicas de la planta en modelos murinos.

Por ultimo, seria de gran interés realizar otras pruebas de antinocicepcidon en
extractos de V. planifolia para complementar la presente investigacion, asi como
elucidar el mecanismo de accion antinociceptivo de V. planifolia, y seguir
investigando las propiedades etnofarmacoldgicas de los segmentos vegetales de V.

planifolia.
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