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Resumen

G. niger conocido como “chupipi”, ingrediente indispensable en la elaboracion del “popo”, bebida
tradicional a base de cacao, caracterizada por abundante espuma. Dicha particularidad se atribuye
a las saponinas, no identificadas en esta especie, actualmente es dificil encontrar este cultivo de
forma silvestre. Esto condujo a establecer un cultivo in vitro de callos y suspensiones celulares no
reportado antes. Nuestros resultados, mostraron el establecimiento de los cultivos de callos en medio
MS adicionado con 3 mg/L de 2, 4-D. En la cinética de crecimiento, durante un subcultivo de 30 dias,
la biomasa incremento 10 veces. En las suspensiones celulares, los resultados sugieren una mayor
produccion de biomasa durante 30 dias a una velocidad de agitacion de 100 rpm. De acuerdo, a
ensayos rapidos los cultivos son capaces de formar espuma (saponinas). Ademas, de presentar un
diferencial contenido de fenoles totales y compuestos antioxidantes en estos tejidos.
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Abstract

G. niger known as "chupipi”, an indispensable ingredient in the preparation of "popo", a traditional
cocoa-based drink characterized by abundant foam. This characteristic is attributed to the saponins,
which have not been identified in this species, and it is currently difficult to find this crop in the wild.
This led to the establishment of an in vitro culture of callus and cell suspensions not reported before.
Our results showed the establishment of callus cultures in MS medium supplemented with 3 mg/L of
2, 4-D. In growth kinetics, during a 30-day subculture, biomass increased 10-fold. In cell suspensions,
results suggest a higher biomass production during 30 days at an agitation speed of 100 rpm.
According to rapid tests, crops are capable of foaming (saponins). In addition, to present a differential
content of total phenols and antioxidant compounds in these tissues.
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Introduccion

En el sureste del nuestro pais existen tradiciones provenientes desde la época prehispanica, una de
ellas es una bebida tradicional, caracterizada por su abundante espuma, esta se elabora con agua
a la que se le agrega una pasta compuesta por cacao (Theobroma cacao), azicar, canela
(Cinnamomum zeylanicum y C. verum), arroz (Oryza sativa) y una planta que actia como un agente
espumante que puede ser una de diversas especies, entre ellas la cocolmeca o axquiote (Smilax
sp.) y el chupipe o chupipi (Gonolobus niger) [1 y 2]. G. niger, resulta de nuestro interés por esa
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propiedad “tensoactiva” que parece contiene. El conocimiento empirico en la preparacion del
<<Popo>>, indica que sin la presencia de la raiz o tejidos jévenes (meristemo apical) de la planta no
es posible producir y elevar esa excesiva espuma, principal caracteristica de esta bebida. El uso
gastronémico del chupipi en esta region sureste de pais, ha provocado una presion negativa sobre
la poblacion silvestre de esta especie [2]. Teniendo, como resultado una disminucion drastica de la
especie en la region, esto ha provocado que se complique colectarlas raices de la planta.
Lamentablemente, no hay programas de propagacién por métodos convenciones del chuppi, que
permitan repoblar esta especie en traspatio.

Ante este panorama se ha realizado la busqueda de alternativas como uso de la biotecnologia y en
particular el cultivo de tejidos para propagarla y de ser posible, determinar el contenido de saponinas
y/o compuestos tensoactivos. Por lo tanto, el presente trabajo se enfocé en establecer los cultivos in
vitro de callos y suspensiones celulares de chupipi para determinar las mejores condiciones de
cultivo e incrementar la produccion de biomasa que permitan posteriormente, estudiar los metabolitos
secundarios (sustancias tensoactivas o saponinas) que pudiera producir dicha planta tanto in vitro y
comparar con cultivos ex vitro debido que no existen reportes publicados hasta la fecha.

Metodologia
Materiales y Métodos

En la region sureste del estado de Veracruz en los municipios de: Catemaco, Jaltipan, Oluta, San
Juan Evangelista fueron colectados los frutos, durante los meses de agosto a septiembre y
transportados al laboratorio UNIBVE del ITSAcayucan. Estos frutos fueron desinfectados con agua
y jabén, ademas de diferentes soluciones (antifungicos, antioxidantes, hipoclorito de sodio comercial,
alcohol y agua oxigenada, agua y plant preservation mixture® o PPM), posteriormente se sembraron
las semillas en medio de cultivo [3] para su germinacion. Para establecer el cultivo de callos, se
tomaron las plantulas germinadas como explantes y se sembraron en medio MS adicionado con
diferentes concentraciones del acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) de 0.01 hasta 8.0 mg/L de
acuerdo al protocolo reportado [4] (Fig. 1).

Figura 1. Plantas de vivero de G. niger (A), Frutos inmaduros (B), Endocarpio (C y D),
semillas de esta especie.

Posteriormente, se procedié a establecer un protocolo de cultivo in vitro para las suspensiones
celulares. Este consistié en la siembra de un inéculo que contenia 0.5 g de callos de G. niger en
matraces Erlenmeyer de 125 mL que previamente se les habia adicionado 50 mL de medio MS
liquido. Los cultivos se incubaron en un agitador orbital (Orbital Shaker Incubator®) a dos diferentes
velocidades de agitacion: 50 y 100 rpm a temperatura ambiente. Una vez establecidos los cultivos,
se caracterizo el crecimiento de los cultivos in vitro, mediante el incremento en materia fresca y seca
(Incremento de biomasa= materia fresca/materia seca). El peso fresco (PF) y peso seco (PS) se
determiné empleando una balanza analitica Denver® y el secado fue realizado mediante una mufla
(Felisa®) durante 24h a 110°C durante un subcultivo.
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Por otro lado, se determind el contenido de saponinas por el método rapido [5]. El contenido de
fenoles totales (FT) se realizé por el método colorimétrico [6]. Los antioxidantes se determinaron por
el método del radical ABTS [7]. Todos los ensayos en este trabajo fueron realizados por triplicado.
Se efectud un analisis de varianza (ANOVA) para determinar la significancia estadistica entre los
tratamientos con comparacion de medias de Tukey con una a=0.5.

Resultados y discusion

Una vez germinadas las semillas de chupipi in vitro, las plantulas fueron utilizadas como explantes
para establecer los diferentes tipos cultivo. Nuestros resultados en el caso, los callos cultivados en
medio MS semisdlido con diferentes concentraciones de 2,4-D (0.0, 0.01, 0.10. 1.00, 3.00, 5.00 y
8.00 mg/L), muestran una producciéon de callos en todos los tratamientos, sin embargo, el que
produjo una mayor cantidad de callos fue cuando se utiliz6 una concentracién de 3 mgiL,
produciendo el 70%, seguido, del tratamiento de 1 mg/L de 2,4-D con el 52 % en la formacion de
callos (Fig. 2).
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Figura 2. Efecto de diferentes concentraciones de 2,4-D sobre la formaciéon de
callos en explantes de G. niger.

Estos resultados, coinciden con otros reportes donde emplean a este regulador de crecimiento para
inducir y/o promover la formacién de callos, bajo el mismo rango de concentracién de 2,4-D [8, 9,10].
Cabe mencionar que este regulador pertenece al grupo de las auxinas, las cuales promueven la
divisién celular mediante una cascada de senalizacion que terminan produciendo un crecimiento
desordenado de los tejidos.

Con base en estos resultados, se establecid el cultivo de callos en medio MS semisélido adicionado
con 3 mg/L de 2, 4-D. (Fig. 3B y C). Por lo tanto, se realizd la caracterizacion de este cultivo mediante
la cinética de crecimiento de los callos durante un subcultivo de 30 dias, donde se puede observar
un aumento de 10 veces mas en la biomasa (Fig.4). Los otros parametros de crecimiento, muestran
un tiempo de duplicaciéon celular (TDC) de 5.426 dias con una velocidad especifica de crecimiento
de 0.18429 d' (Fig. 4).
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Figura 3. Acumulacion de biomasa de los cultivos de callos de G. niger durante
30 dias de subcultivo en medios semisdlidos. A) Plantulas germinadas in
vitro de las semillas de Chupipi, cultivos de callos color café en primera
instanciay color verde.

Una vez establecido este cultivo de callos, estos fueron utilizados como otros explantes para inducir
el cultivo de suspensiones celulares (Fig. 4 Ay B).
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Figura 4. Efecto de la velocidad de agitacion sobre el desarrollo de las
suspensiones celulares de G. niger. A). Cultivo de suspensiones celulares.

B). Acumulacion de biomasa en peso fresco en un subcultivo de 50 y 100
RPM, respectivamente.
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Por lo tanto, en los cultivos de suspensiones celulares, bajo las condiciones evaluadas, la mayor
produccion de biomasa durante 30 dias se obtiene cuando, los callos disgregados se colocan en un
matraz Erlenmeyer con una velocidad de agitacion de 100 rpm, donde logran duplicar su crecimiento
(Fig. 4 B). La cinética de crecimiento a 100 rpm, muestra una fase lag de aproximadamente 5 dias,
y después un maximo crecimiento a los dias 25-26 de subcultivo, con un TDC de 9.24 d' y una
velocidad VEC de 0.10 d-' para el tratamiento (Fig. 4), mientras que el tratamiento de 50 rpm,
presentaron un TDC de 0.04 d' y una VEC de 23.65 dias™'. En otros cultivos como Uncaria
tomentosa, la mayor produccion de células se obtiene cuando tuvo una velocidad de agitacion 100

rpm para su crecimiento [8].

Por otro lado, de acuerdo al ensayo rapido estos cultivos parecen presentar saponinas, siendo las
raices el tejido con mayor produccion de espuma, seguido de hojas ex vitro, tallos, suspensiones
celulares y en menor contenido los callos in vitro (datos no mostrados). El contenido de fenoles
totales, se muestra en la tabla 1, los tejidos ex vitro presentan 100 veces y mayor contenido de
EAG/mL en comparacién con los tejido in vitro (desde suspensiones celulares hasta cultivo de callos;
Tabla 1).

Tabla 1. Contenido de fenoles totales de tejidos ex vitro e in vitro de Chupipi.

Contenido de Fenoles totales

Tejido de planta (EGA pg acido galico/ mL)

Hoja joven ex vitro 2299 + 1742
Hoja madura ex vitro 2326.7 + 118.52
Callos in vitro de color café 27.33+4.93
Callos in vitro de color verde 26.30 £ 4.93°
Suspensiones celulares 34.67 +2.08P

Medias dentro de cada columna con letras distintas indican diferencias
significativas * = P < 0,05.

Cabe mencionar, la presencia de estos componentes esta asociada con el crecimiento natural de la
planta. Sin embargo, estos polifenoles estadn relacionados con la defensa ante ERO (especies
reactivas de oxigeno) que se producen durante el ataque de patégenos y depredadores [11]. En
contraste con el cultivo in vitro, estos compuestos pueden inhibir el establecimientos otros tipos de
cultivos de tejidos, como la embriogénesis somatica o enraizamiento [12] o en su defecto presentar
problemas oxidacién que provoquen la necrosis de los tejidos [13].

En la Fig. 5 se muestran, los valores de la capacidad de antioxidantes de los extractos metandlicos
de tejido ex vitro (hojas) y cultivo de callos (color café). Como podemos observar ambos tejidos no
hay diferencias significativas con 250-265 de ET ymoles equivalentes de Trolox/g de tejido fresco.

En otros trabajos se ha reportado que en hojas y corteza de Litsea glaucescens Kunth su capacidad
antioxidante presenté valores entre 200-320 de ET pmoles equivalentes de Trolox/g [14], similares
a los que encontramos en esta enredadera.
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Figura 5. Determinacién de la capacidad antioxidante mediante el método ABTS
en tejidos de hojas ex vitro y cultivo de callos de Chupipi in vitro.

Estos resultados, en consecuencia, nos dan la pauta para posteriores estudios de esta planta con la
finalidad de identificar compuestos de interés farmacoldgico.

Trabajo a futuro

Este trabajo pretende realizar estudios fitoquimicos mediante HPLC en las plantas y sus partes (hoja,
tallo, raices, fruto) tanto ex vitro, como in vitro y sus metabolitos secundarios que contienen, con
objetivo de identificar el compuesto que produce esa propiedad de excesiva espumosidad a esta
bebida <<popo>>.

Conclusiones

En esta especie con uso gastrondmico, se establecieron tanto los cultivo in vitro de callos en medio
semisolido asi, como las suspensiones celulares que no habia sido reportado antes. El cultivo de
callos en medio semisdlido incrementa 10 veces en el contenido de la biomasa al dia 30 del
subcultivo, mientras que las suspensiones celulares alcanzan su maximo de crecimiento en los dias
22-24 del subcultivo con una agitacion de 100 rpm de agitacién. Por lo tanto, se cuenta con una
alternativa biotecnoldgica para la propagacion clonal y eficiente de esta planta. Cabe mencionar, que
estos cultivos producen saponinas (sustancias tensoactivas) en menor cantidad en comparacion con
los tejidos ex vitro. Ademas, los cultivos in vitro presentaron la capacidad de biosintetizar metabolitos
secundarios, como fenoles y antioxidantes de manera diferencial. Con esto, se sientan las bases
para iniciar los estudios sobre los metabolitos secundarios que produce y tengan uso en la industria
alimentaria.
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