UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y BIOMEDI’CAS
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES FARMACO BIOQUIMICAS

Generacion de masa celular y evaluacion de la actividad
metabolica en cultivos in vitro de Galipea longiflora

Presentada por : MARINA GUARACHI CONDORI
(Tesis para optar al grado académico de Magister Scientarum, en Ciencias Bioldgicas y
Biomédicas, Mencion Biotecnologia Vegetal)

La Paz — Bolivia
2009



UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y BIOMEDI’CAS
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES FARMACO BIOQUIMICAS

Generacion de masa celular y evaluacion de la actividad
metabdlica en cultivos in vitro de Galipea longiflora

Presentada por: MARINA GUARACHI CONDORI

ASESORES:  Magali Paz Garcia MsC.
Teresa Alvarez Aliaga PhD.
Alberto Giménez Turba PhD.

(Tesis para optar al grado académico de Magister Scientarum, en Ciencias Bioldgicas y

Biomedicas, Mencion Biotecnologia Vegetal)

La Paz — Bolivia
2009



%ﬁ(ﬁf que ne se dabe

& una noble intuicion.
@f\de//z(/e/’/ daée/// no saber

& una enfermedad.

{O// ad que reconcee la egﬁ/(frzecé((/

comMme l(d/ 70 /(( sufre

0
L%/fma/ow el /(/llllé’//ffjﬂfy/ 172 mi///mx/m.



AGRADECIMIENTOS

Deseo expresar mi agradecimiento a los doctores: Alberto
Giménez, M. Teresa Alvarez, Ninoska Floves y Magali Paz por
su ayuda, apoyo vy dedicacion durante la vealizacion de esta
tesis.

Al personal del Instituto de Investigaciones Fdrmaco
Bioquimicas povr la colaboracion prestada en todo momento
para la realizacion de los experimentos.

Agradezco a los amigos de la Maestria de la gestion 2006 -
2007, por haber marcado momentos especiales que estardn en
el arsenal de rvecuerdos: Ericka, Carla, Vania, Luis, Efrain,
Alvaro, Juan Carlos, Victor Hugo y Juant.

Como no agradecer a mi familia por estar ahi en el momento
en que es necesario.

A las personas que por el espacio no puedo nombrarlos ahora,
pero que, cada uno de ellos han contribuido de alguna manera
a la realizacion de este trabajo

Finalmente, mi gratitud al CIPTA por la colecta de material
vegetal, al programa ASDI-SAREC, al IRD proyecto “Biolesh”,
por la concesion de la beca y soporte economico.

—
L/Z
(=

Jarina



INDICE DE CONTENIDO

RESUMEBN ... e e
P AN o 1) 1 =T o! [ TTTTTTRR

ANTECEABNTES 1vvverrrrerrerrereereeseeeeseseeenssresssseennes

1.1 Biotecnologia Vegetal......ccceuvereiiiinrureieiininnananens

1.1.1 Cultivo vegetal in Vitro.........cccoeevevviveiiienns
1.1.2 Medio de CUITIVO.......covveei it
1.1.2.1 Factores de crecimiento...........cceeevveee..

1.1.3 Condiciones de CultiVo..........cooeovveeveeiee e

1.1.4 Aspectos aplicables a los cultivos in vitro...........

1.2 Células vegetales in VitrO.eueeeeeeeeeeeeeieceeacnenrncnnnnnns
A OF | | o TP
1.2.2 Cinética de crecimiento celular...........cccovvvevenn...

1.3 Metabolismo vegetal.......c.ccveverernrnrnrniirieneninenennes
1.3.1 Metabolismo primario...........cccccevveveiieeveernesnennen,
1.3.2 Metabolismo SECUNAriO.........cccoverereeiere e

1.3.2.1 AICAlOIAES. ...

1.3. 2.2 ENCITACION. ...eei ittt r e reee e
1.3.3 Actividad enzimatica Celular...........oooooeeeeeeoeeeeeeee e,

1.3.3.1 Actividad oXidasa............cccccervrvrrerennnn.
1.3.3.2 Actividad peroxidasa............cccccevvervrnenn.

1.4 Galipea longiflora K....cceeveveieieininrniniiineiinenenenen..

1.5 RULA graveolens.. . eeeeeereeeeeeneieenenecncencncnecnsencnnns

1. NIUE] 011 (619 1) | DO

1. ODjJetivosS...uiveiiniieiiniiniiiiiiiiiiiiiiiiiiietieiietieciecisensssmens

3.1 Objetivo general......cccccvuvuiniiieiniiiniiininininenannes
3.2 Objetivos especificos....c.oveeeieieiuinininiinineneiaann.

V. Material y Métodos......ccoeuvueieieieieininininenenenes

-------------------

4.1 RULA QraVeOIENS. . eeuirereitaeerentersecernasesessnssscasessssessssnsasannmnn

4.1.1 Material vegetal...........cooeivrienieieneeee e

4.1.2 Desinfeccion de explantos..........cccoovvvvererieeniennnn.

4.1.3 Cultivo CEIUIAN IN VITFO....eeiiee et

4.1.4 Condiciones de cultivo de R. graveolens...............
4.1.5 Cinética de crecimiento de callos de R graveolens

[EEY

O ~NO1OT B BN w

O O

10
10
11
13
16
19
19
20

21

24

26

32

33
33

34

35

35
35
35
37
38



4.1.6 Determinacion de la presencia de alcaloides en cultivo de callos
de R. graveolens.......cccceiieieie e

4.2 Galipea IoNgiflora...c.ceveeiieiiieieieriniiessersncsesssessssnssscnssssnnnnn
4.2.1  Material Vegetal...........ccoeveiieiiieie e
4.2.2 Desinfeccion de explantos...........cocooieieneiiniinnense s
4.2.3  Cultivo celular in VItro........cccoovvveviiveieee e
4.2.4  Condiciones de cultivo de G. longiflora............ccccoeeiiiivinenns
4.25 Cinética de crecimiento de callos de G. longiflora...................

4.2.6

4.2.7

4.2.8

4.2.9

4.2.10

4211

Determinacion de la presencia de alcaloides en cultivo de callos
de G. 10Ngiflora.......cccccveiiiiiiiec e
Peso humedo Vs didmetro del agregado celular de
G. longiflora en CUltivo...........ccocvveiiiiiiis e
4.2.7.1 Determinacion del diametro celular.............cccccevennnen.
4.2.7.2 Determinacion del peso himedo de la masa celular
CUMIVAdA.......coovr e
Efecto de la variacion en la fuente de nutrientes del medio de
cultivo sélido MS en el crecimiento de callos de G. longiflora..
Efecto de la variacion en la fuente de nutrientes del medio de
cultivo s6lido MS en la actividad oxidasa y peroxidasa de
callos de G. 1ongiflora. ........ccccooveiiiiiiiiicccc e
4.2.9.1 Cuantificacion de la actividad Oxidasa.............cccuc.....
4.2.9.2 Cuantificacion de la actividad Peroxidasa...................
Estudios para la deteccién de alcaloides a partir de extractos de
callos de G. longiflora. .........cccoceevevieiiiicccc e,

4.2.10.1 Recoleccion de células generadas en cultivo.....
4.2.10.2 Preparacion del extracto celular.........................
4.2.10.3 Estudios cromatograficos del extracto de células
de G. longiflora........c..ccccoevveviiiiciecccce e,
4.2.10.4 Estudios espectroscdpicos del extracto de callos

de G. longiflora mantenidos en medio MS.........

Cultivo en suspensidn celular de Galipea longiflora en medio MS.

42111 Deteccion de alcaloides en cultivos en suspension
Celular de Galipea longiflora. ..........cccccoennnn.

V. Resultados y DiScusion.....cveeeieieiienererarararsnrnsesssessesesncees

5.ARULA Graveolens. ... ..o,

5.11

Cultivo in vitro de R. graveolens............ccocoeoeivnineeie i

5.1.2 Cinética de crecimiento de callos de R. graveolens......................
5.1.3 Determinacion de la presencia de alcaloides en cultivo de callos

de R. graveOolens..........ooi it

5.2 Galipealongiflora.............coooiiiiii

5.2.1 Cultivo in vitro de Galipea longiflora..........ccccooeiiiiiiiiiiinenn.

5.2.2 Cinética de crecimiento celular de G. longiflora............c.c......

5.2.3 Deteccidn de alcaloides en cultivo de callos de G. longiflora....
5.2.4 Peso humedo Vs diametro del agregado celular de

G ONGITIOra.....cecie

38
38
38
39
39
39
39
40

40
40

40
41
42
42
43
44
44
44
45

45
46

47
48
49
49
50
51
52
52
53
54

54



VI.

VILI.

Vil

IX

5.2.5 Efecto de la variacion en la fuente de nutrientes del medio de
Cultivo MS en el crecimiento de callos de G. longiflora........
5.2.6  Efecto de la variacion en la fuente de nutrientes del medio de
cultivo MS en la actividad oxidasa y peroxidasa de callos
de G. 1ongiflora .......ccovvieii e
5.2.7 Estudios para la deteccion de alcaloides a partir de extractos de
callos de G. 1ongiflora..........ccoevviiiiicnicce
5.2.7.1 Estudios cromatogréficos para la deteccion de alcaloides
a partir de extractos de callos de G. longiflora...........
5.2.7.2 Estudios espectroscépicos del extracto de callos de
G. longiflora mantenidos en medio MS....................
5.2.8 Cultivo de Galipea longiflora en suspensién celular en medio MS.
5.2.8.1 Deteccidn de alcaloides en cultivos de Galipea
longiflora en suspension celular. ...,
L071) 116 11T 1) 1 LR
6.1 CoNnclusion general.......cccceeveiieinieiiniierasersnssrsasnssscnsnses
6.2 Conclusiones especificas........ccceviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnen
Bibliografia........cccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiiieiinns
AANEXO0S. 1t iuueiieiennienareretonstossssnscssstonsssssosssssassssssssssnsosssons
PUBIICACIONES.......eeiecie et

56

64

66

66

70
72

75

77

78
78

81

88

98



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura5.
Figura 6.
Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.

Figura 12.
Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.
Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.
Figura 21.
Figura 22.

INDICE DE FIGURAS

Vias generales del metabolismo primario y secundario de las

0] F:T g TSRS
Galipea longiflora K.........cccoovevveiiiiiiiccece e
RUtA Graveolens..........ccooiiiiiiecce e
Cultivo in vitro de Ruta graveolens en medio 4X..........ccccevvenenee.
Cinética de crecimiento de callos de R. graveolens......................
Cinética de crecimiento celular de G. longiflora en medio

Correlacion entre el diametro y peso hiumedo de callos de
G 1ONGITIOra. ...
Efecto del incremento de la concentracion de sacarosa,
nitrégeno, y fosfato sobre el crecimiento de G. longiflora
ENMETIO MS.....oiiiic s
Efecto del incremento dual de la concentracion de sacarosa,
nitrégeno, y fosfato sobre el crecimiento de G. longiflora
ENMETIO MS.....oiiiic s
Efecto del incremento conjunto de sacarosa, nitrégeno, y fosfato
sobre el crecimiento de G. longiflora en medio MS......................
Cinética de crecimiento de callos de G. longiflora en medio
MS al incrementar nitrégeno, fosfato y sacarosa.............ccccceeuenees
Cultivo in vitro de callos de G. longiflora...........cc.ceoveviiiiinencnns
Analisis de Superficie de Respuesta de la Velocidad de
CreCimiento (A™).....o.oveeeeeeeeeeee e,
Efecto del incremento de sacarosa, nitrogeno y fosfato en
la actividad enzimatica de callos de G. Longiflora............c.........
Proceso de extraccion de alcaloides de callos de G. longiflora....
Porcentaje de rendimiento de extraccion diclorometanica a partir
de callos de G. [ongiflora.........cccceoveiiiiiiiicc e
Porcentaje de rendimiento de 4 fracciones a partir del extracto
AICIOrOMEANICO. ... .o
Espectro de Masas del producto de extraccion de callos
(T (10T 11 o] = VAN
Espectro de RMN'H del producto de extraccion de callos
G 1ONGITIOra. ...
Estructura de la 2-fenilquinoling...........ccoceoeiiiiineneicce s

Crecimiento de células en suspension de G. longiflora en medio MS.

Células de G. longiflora cultivadas en medio liquido MS..............

11
21
24
50
51
53

55

56

58

59

60
61

63

64
67

67

68

70

71
72

74



Tabla 1.
Tabla 2.
Tabla 3.

Tabla 4.
Tabla 5.
Tabla 6.
Tabla 7.

Tabla 8.
Tabla 9.
Tabla 10.

INDICE DE TABLAS

Principales alcaloides en el COMErCio.........c.coviviiiniienieiciciie
Clasificacion de elicitores segin naturaleza y origen....................
Composicidn de alcaloides de diferentes 6rganos de Galipea
IONGITIOTaA.....coiee
Actividad bioldgica in vitro de alcaloides de Galipea longiflora..
Composicién del medio completo Murashige y Skoog..................
Composicidn del medio de cultivo 4X........c.cceeveveveveeiiccece e,
Arreglo trifactorial de las variaciones en la concentracion de sacarosa,
nitrogeno y fosfato en el medio de Murashige Skoog....................
Deteccidn de alcaloides en hojas y callos de R. graveolens............
Deteccion de alcaloides en hojas y callos de G. longiflora............
Anélisis estadistico de la variacion de la concentracion de sacarosa,
nitrégeno y fosfato en el medio MS 'y su influencia en el crecimiento
de callos de G. longiflora..........cccccovevveieiiiiiicc e,

14
17

22
23
36
37

41

52
54

61



2,4-D
NAD(P)H

ATP
RNA
pH
ROS
ICq

MS
EP
ABTS

RMN
Rf

TABLA DE ABREVIATURAS

Acido 2,4-diclorofenoxiacético

Dinucledtido de Nicotinamida y de Adenina
Fosfato Reducido

Adenosina Trifosfato

Acido Ribonucleico

Potencial de Hidrogeniones

Especies Reactivas de Oxigeno

Concentracion Inhibitoria

Murashigue y Skoog

Eter de Petroleo

(2,2°-azino-bis (3-etil benzotiazolina-6-
sulfonato))

Resonancia Magnética Nuclear
Factor de Retencion



RESUMEN

Dentro de la amplia biodiversidad de la Amazonia boliviana, se encuentra la especie
vegetal Galipea longiflora k. predominantemente en los departamentos de La Paz y Beni,
esta especie ha sido estudiada y caracterizada por su contenido de alcaloides quinolinicos
los cuales presentan propiedades leishmanicidas in vitro e in vivo. A partir de explantes de
hojas de plantulas, fueron obtenidos cultivos celulares en el medio Murashige y Skoog
(MS) solido con la adicion de kinetina 0,1 mg/L, acido 2,4 diclorofenoxiacético 5 mg/L,
sacarosa 30 mg/L, agar 8 g/L; pH 5,8<1, en condiciones de oscuridad continua a 28:2 °C
por 4 semanas.

A través del arreglo trifactorial 2°, fueron incrementados las concentraciones de C1oH2,01;
(de 30 a 40 g/L), NH4;NOg3 (de 1650 a 1655,6 mg/L), KH,PO, (de 170 a 226,6 mg/L). Con
el incremento conjunto de los tres componentes se logro obtener el mayor coeficiente de
crecimiento (6.57) comparado con el medio testigo (3.96), el crecimiento fue evaluado por
la variacion en el peso himedo. De acuerdo a la evaluacion estadistica de las variables, el
incremento de KH,PO, es el que ejerce mayor influencia sobre la formacion de biomasa.

Adicionalmente fue evaluado el comportamiento cinético de células de G. longiflora en
medio liquido MS en el que el valor de coeficiente de crecimiento maximo alcanzd el valor
de 1.52 muy por debajo del obtenido en los callos.

En las condiciones de cultivo en medio sélido las actividades de las enzimas oxidasa y
peroxidasa fueron determinadas con el cromogeno ABTS (2,2” azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato)). La oxidasa presenta mayor actividad en la tercera semana
de cultivo; mientras que, la actividad peroxidasa es mayor a la primera semana de cultivo,
con la tendencia posterior a la disminucion, la actividad enzimatica fue independiente de la
variacion de nutrientes ensayada. Sin embargo, la actividad oxidasa y peroxidasa son
dependiente de la etapa de crecimiento en la que se encuentran los callos

El material seco y molido de callos de G. longiflora, fue extraido con diclorometano, para
luego ser separados en cromatografia en columna abierta utilizando como eluyente mezclas
de: éter de petroleo, diclorometano y metanol. En cromatografia en capa fina se observaron
bandas con Rf’s similares a: 2-fenilquinolina, 2-(3,4-metilendioxi)-feniletil-quinolina, 2-n-
pentilquinolina, 4-metoxi-2-fenilquinolina, 2-(3,4 dimetoxi) feniletilquinolina. La banda
con mayor intensidad, presente en todas las extracciones, fue analizada por Resonancia
Magnética Nuclear y Espectrometria de Masas, confirmandose la produccion de 2-
fenilquinolina, durante el cultivo. Cabe mencionar que esta sustancia es el componente
mayoritario de los alcaloides producidos en las hojas de G. longiflora en su habitat.

Las células cultivadas, in vitro, de G. longiflora mantienen la capacidad de sintetizar
alcaloides quinolinicos, y de acuerdo a las caracteristicas de crecimiento obtenidos, estos
otorgan perspectivas para la obtencion continua de alcaloides quinolinicos leishmanicidas
haciendo uso de las herramientas de la biotecnologia vegetal, para su posible aplicacion en
el tratamiento de las distintas Leishmaniasis.



ABSTRACT

Among the wide biodiversity found in the Bolivian Amazon region, the medicinal species
Galipea longiflora k. is found predominantly in the departments of La Paz and Beni, these
species has been studied and characterized by the production of leishmanicidal quinolinic
alkaloids according to several in vitro and in vivo studies. From leaves explants were
obtained cell cultures in Murashige and Skoog (MS) medium with the addition of kinetine
0,1 mg/L, 2,4 dichlorophenoxyacetic acid 5 mg/L, sucrose 30 mg/L, agar 8 g/L; pH 5,8+1,
under conditions of constant darkness at 28+2 °C for four weeks.

Through a trifactorial arrangement 22, increasing the concentrations of C1,H2,01; (from 30
to 40 g/L), NH4;NO;3 (from 1650 to 1655,6 mg/L), KH,PO, (from 170 to 226,6 mg/L). With
the increment of the three components was obtained the major coefficient of growth (6.57)
compared with the control (3.96), the growth was evaluated by the variation in the fresh
weight. Statistical evaluation of the variables shows that the increase of KH,PO,4 has the
greatest influence on the biomass formation.

The kinetic behavior of cells of G. longiflora in liquid MS medium was evaluated in which
the value of the maximum coefficient growth was only 1.52 far below from the value
obtained when working under callus conditions.

Working in solid medium, the oxidase and peroxidase enzymatic activities were determined
using the chromogen ABTS (2,2 'Azin-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonate)). Oxidase
activity was increased during the third week of culture, whereas, the peroxidase activity
was higher during the first week of culture, with the trend later to the decrease, the
enzymatic activity is independent from the variation of nutrients. Nevertheless, the oxidase
and peroxidase activity is dependent on the growth stage of the callus.

The dry callus of G. longiflora was grounded and extracted with dichloromethane, and then
separated by open column chromatography using as eluent mixtures of: Petrol ether,
dichloromethane and methanol By means of Thin Layer chromatography analysis of the
fractions were observed bands with same Rf's values as for: 2-Phenylquinoline, 2-(3,4-
methylendioxy)-phenilethyl-quinoline, 2-n-pentylquinoline, 4-methoxy-2-phenylquinoline,
2-(3,4 dimethoxy) phenylethylquinoline. The major band present in all the fractions was
analyzed by Nuclear Magnetic Resonance and Mass Spectrometry, allowing us to confirm
the production of the alkaloid 2-phenyl-quinoline during the cell culture conditions. It is
important to mention that this molecule is the main component of the alkaloids produced in
the wild by leaves of G. longiflora.

The in vitro cultures of G. longiflora are able to synthesize quinolinic alkaloids and in
agreement with the growth data obtained, it grants perspectives for the continuous
production of the leishmanicidal quinolinic alkaloids by using plant biotechnology tools,
for his possible application against the different type of Leishmaniasis.
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1.1. Biotecnologia Vegetal

En términos generales biotecnologia se puede definir en un enfoque
multidisciplinario que involucra varias disciplinas y ciencias (biologia, bioquimica,
genética, virologia, agronomia, ingenieria, quimica, medicina y veterinaria entre otras) con
sus instrumentos, procedimientos y metodologias, los cuales son empleados para el uso de
organismos vivos o de compuestos obtenidos de organismos vivos con el fin de obtener
productos de valor para el hombre. Con las técnicas de la biotecnologia moderna, es posible
producir rapidamente, nueva variedad de plantas con caracteristicas mejoradas, en mayor
cantidad, con tolerancia a condiciones adversas (resistencia a herbicidas especificos, control
de plagas), cultivo durante todo el afio, entre otras ventajas .

Las plantas poseen una amplia capacidad de acomodarse a las situaciones
cambiantes de su entorno, pero en algin momento esa capacidad de amortiguaciéon se
vuelve deficiente y los organismos caen en un estado de crecimiento subdptimo que podria
inducir cambios genomicos y/o metabdlicos. Estos cambios ocurren debido a un
mecanismo de respuesta al estrés que comprende la pérdida de control del ciclo celular. El
efecto del cambio del ambiente natural a su acondicionamiento en condiciones in vitro es
considerado por los procedimientos de biotecnologia para direccionar, suprimir o
incrementar determinada ruta metabdlica celular con el fin de que se generen cambios

estructurales y/o fisioldgicos que sean beneficiosos al fin trazado.

1.1.1 Cultivo vegetal in vitro

El cultivo vegetal in vitro o cultivo de tejido es un término referido al cultivo
aséptico in vitro de algun segmento: semillas, embriones, drganos, explantos, tejidos,
células o protoplastos de plantas superiores, bajo condiciones fisicoquimicas definidas ¢,
empleando medios nutritivos artificiales ricos en sales minerales, vitaminas y hormonas.

Las bases tedricas para el cultivo vegetal fueron propuestas por Gottlieb Haberlandt
en 1902 considerado el padre del cultivo de tejido vegetal . El cultivo, crecimiento,
propagacion de células tejidos u oOrganos de plantas in vitro, es una herramienta

indispensable en la investigacion de la biotecnologia vegetal, para su aplicacion en la



produccion de farmacéuticos derivados de plantas. Para las especies raras o de lento

crecimiento, el cultivo de plantas es una alternativa para la produccién de masa celular y

particularmente de metabolitos secundarios .

1.1.2 Medio de cultivo

Los medios de cultivo son la combinacion sélida y/o liquida de nutrientes cuya
presencia y concentracion esta en dependencia del objetivo que se persiga en su utilizacion,
usualmente incluye:

» Agua, en el agua se disuelven gases, minerales y otros solutos que penetran en las
células vegetales y se mueven entre células y 6rganos. El agua es reactivo o sustrato
de procesos tan importantes como la fotosintesis y los procesos de hidrélisis,
ademas el agua mantiene la condicion de turgor, esencial para el alargamiento y
crecimiento celular ©.

» Sustancias organicas, azlcares (sacarosa y glucosa entre otras), aminoacidos,
vitaminas, factores de crecimiento (citoquininas y/o auxinas principalmente).

» Macroelementos, son requeridos a concentraciones de alrededor de 1000 mg/kg de
materia seca, estos son: hidrdgeno, carbono, nitrégeno, potasio, calcio, magnesio,
fosforo, azufre, etc.

» Microelementos, son requeridos a concentraciones de aproximadamente 100 mg/kg
de materia seca. Son llamados también oligoelementos o elementos traza, estos son:
cloro, hierro, boro, manganeso, zinc, cobre, niquel, molibdeno, cobalto, aluminio,
yodo, entre otros.

» Mezcla de sustancias, extracto de levadura, leche de coco, extractos vegetales,
hidrolizados de caseina, peptona, triptona, etc. ©

Los requerimientos nutritivos para un crecimiento in vitro Optimo varian: segun la
especie, la especificidad de acuerdo a la parte de la planta que se esté cultivando, la

respuesta que se desea obtener; debido a las necesidades particulares se han desarrollado

muchas formulaciones para los medios de cultivo.

1.1.2.1 Factores de crecimiento

Son compuestos organicos que, en pequefias cantidades inhiben, promueven o
modifican, algun proceso fisiolégico, se encuentran en las plantas en muy bajas
concentraciones, interactuando unos con otros, los reguladores enddgenos del crecimiento
estan presentes en la planta durante todo su ciclo de vida pero su concentracion fluctda, en

funcién del estado fisiologico de la planta y en cada uno de los érganos de esta.



Se distinguen diferentes tipos de factores de crecimiento:

% Giberelinas, inicialmente aislado de hongos, estimulan la division celular mas
que el alargamiento celular, interrumpen el letargo de brotes, semillas,
tubérculos y yemas, estimulan el desarrollo de frutos sin previa fertilizacion con
polen dando lugar a frutos sin semillas.

+« Citoquininas, son un grupo de sustancias, naturales (derivados de la adenina) o
sintéticas, cuya caracteristica mas importante es estimular la division celular de
los tejidos vegetales, ademas estimulan la formacion de tallos e inhiben el
desarrollo de la raiz principal, estimulan la floracion y la formacion de frutos sin
previa polinizacion, también puede provocar germinacion de semillas y la
brotacién, retrasan el envejecimiento de 6rganos vegetales ).

El primer producto activo se aislé a partir de huevos de arenque denominandose
Kinetina, este compuesto estimula la formacion de biomasa de acuerdo al medio
en el que se encuentra ®.

“+ Abcisinas, sustancias que presentan un gran poder inhibidor del desarrollo de
brotes, cuya concentracién aumenta en época invernal.

% Auxinas, el nombre auxina es dado a un grupo de compuestos que estimulan la
elongacion de las células. Una de las auxinas sintéticas es el &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), este ejerce efectos profundos sobre la respiracion
celular, el consumo de azucares y el control de la division celular. Si bien, el
modo de accion herbicida del 2,4-D no es totalmente comprendido,
aparentemente involucra un incremento sustancial en la transcripcion que puede
alterar la cromatina, por lo cual, ha sido sefialado como inductor de
inestabilidad. Lo que algunos autores sugieren es que el 2,4-D induce
desdiferenciacién y este proceso seria el generador de cambios en cultivos in
vitro ©.

Los efectos estimuladores de los factores de crecimiento presentan una actividad
maxima a una concentracion 6ptima, que cuando es rebasada se convierten en inhibidores.
La accion de los fitorreguladores en conjunto es poco especifica, solapandose los efectos de
muchas de ellas. Para lograr la desdiferenciacion in vitro, juegan un papel primordial los
factores de crecimiento que se deben afiadir a los medios de cultivo, segun los
requerimientos de los diferentes medios y los objetivos que se persiguen. Las fitohormonas
mas utilizadas son las auxinas (acido indolacético, &cido naftalénacético, 2,4-D) y las
citoquininas (kinetina, benciladenina, zeatina) generalmente en concentraciones que oscilan

entre 0,1-10,0 mg/L 9,



1.1.3 Condiciones de cultivo

El estudio de cualquier fendbmeno biologico en condiciones de laboratorio exige

reproducir de la forma més aproximada posible todos los factores que puedan incidir en el

fendomeno estudiado cuando esto sucede en la naturaleza. Reproducir en condiciones de

laboratorio todos los factores que conforman el biotipo de la planta en la naturaleza es

técnicamente muy complejo. Por esa razén se realiza una simplificacion de la realidad

escogiendo aquellos factores que se puedan mantener controlados.

>

Temperatura, la temperatura a la que esta expuesta el explanto cultivado in vitro
afecta a la mayoria de procesos fisioldgicos y por consiguiente es un factor
fundamental a controlar, en general cada especie tiene un intervalo de temperaturas
en el que se produce el crecimiento 6ptimo. Asi, temperaturas bajas (del orden de 4-
5°C) permiten superar los periodos de dormicion de algunas plantas lefiosas y la
conservacion prolongada de determinados cultivos in vitro; mientras que
temperaturas constantes de 20°C induce la formacion de raices en la mayoria de las
coniferas ©.

pH, el control del pH inicial del medio y de su dindmica durante el cultivo tiene
una gran importancia en el desarrollo de cualquier proyecto de cultivo in vitro.

Una vez ajustado el pH del medio, este sufrird una ligera acidificacion durante el
proceso de esterilizacion en autoclave, para después, evolucionar nuevamente
durante el curso del cultivo ©.

Luz, es uno de los factores principales que determinan el desarrollo de los
organismos autotrofos; se consideran aspectos relacionados a la irradiacion, el

espectro de la fuente de luz, la alternancia de los ciclos de luz con los de oscuridad
9)

Oxigeno, otro factor a considerar es la concentracion de O, en el ambiente donde
crecen las células, durante el curso del cultivo se genera la deficiencia de O, la
anaerobiosis resultaria en la produccion de etanol el cual podria comportarse
como un mutégeno ©. Acrecentando las diferencias en el ambiente de cultivo, decir
que la tension del O, de las células en la superficie del callo es diferente a la de
aquellas células que se encuentran situadas profundamente en la masa del mismo.

La acumulacion de metabolitos, producidos por las propias células durante el
proceso de cultivo, se ha mencionado que las condiciones de cultivo in vitro podrian
afectar los niveles de resistencia celular al efecto de la acumulacion de los
metabolitos que normalmente se encuentran presentes en los tejidos en bajas
concentraciones ©.



» Edad del cultivo, otro factor que afecta el nivel de variacion, en cultivos

>

envejecidos aumenta la proporcién de variantes ©.

La deficiencia o exceso de minerales, también afecta la estabilidad genética in
vitro. Se ha observado que la deficiencia o exceso de azufre, fosforo, nitrdgeno,
calcio, magnesio, pueden resultar en cambios gendmicos; otros elementos que se
encuentran en minima cantidad en la tierra son importantes para el crecimiento
celular vegetal a decir del La®", Nd®*, ce®" (112)

Cuando no se realiza el estudio con todo el ser vivo, sino con solo una parte de él

(explanto), a la dificultad de reproducir las condiciones naturales se debe afiadir la

dificultad de suministrar a la parte en estudio todo aquello que antes obtenia del sistema

completo.

1.1.4  Aspectos aplicables a los cultivos in vitro

El reino vegetal tiene caracteristicas diferenciales que pueden ser mantenidas 0 no

cuando se los cultiva en medios artificiales.

= Fisiologia del explante, el tejido explantado deriva de una parte de la planta

que tiene per se una velocidad de crecimiento que se encuentra en un estadio
temprano o tardio de su desarrollo. Si los explantes se extraen de regiones
progresivamente mas viejas, puede observarse un gradiente de descenso de la
capacidad de producir callos in vitro.

Gran parte del éxito del cultivo de tejidos vegetales, esta en la edad del explante
que va a ser utilizado para los trabajos. La edad de la planta y el grado de
diferenciacion del tejido estan interrelacionados y pueden producir efectos
interactivos cuando se los cultiva in vitro 2.

Competencia, muchas células vegetales no tienen la capacidad de regenerar
nuevas plantas, aquellas que si tienen esa posibilidad sufren procesos de
morfogénesis cuando tienen el estimulo adecuado, asi, se dice que tienen
competencia. La competencia de una célula se expresa como la habilidad de esta
para la regeneracion de ciertas partes de la planta, por ejemplo si una célula
tiene la facultad de enraizar facilmente, no tendra la misma facilidad de formar
retofios %),

Totipotencialidad celular, la teoria de la totipotencialidad celular, enunciada
por Haberlandt a principios del siglo XX, postula que toda célula vegetal
individual es capaz de regenerar una planta entera a partir de un cultivo in vitro
sin importar el grado de desdiferenciacion alcanzado. Cada célula retiene en su
material genético, toda la informacidn necesaria para especificar cualquier rasgo
morfoldgico, quimico y/o funcional, durante su ciclo vital. Estas células
expuestas a condiciones especificas referidas al medio de cultivo (relaciones
hormonales, temperatura, fotoperiodo, etc.,) desarrollan tipos de organogénesis
que excluyen a otros ¥,



= Desdiferenciacion/Rediferenciacion, la desdiferenciacion consiste en la
transformacion y pérdida de las caracteristicas de especializacion de un tipo
celular para dar lugar a células de tipo meristematico. El paso involucrado en la
regeneracion de una planta es la rediferenciacion de células previamente
desdiferenciadas. Todo proceso de desdiferenciacion/rediferenciacion esta
regulado por el balance entre diferentes tipos de reguladores del crecimiento,
fundamentalmente de auxinas y citoquininas 2.

1.2 C¢élulas vegetales in vitro
1.2.1 Callo

Nobecourt (1937), obtuvo cultivo de callo a partir de la raiz de la zanahoria (Daucus
carata) en un medio de cultivo con auxinas. A partir de estos resultados, diferentes grupos
de investigacion comenzaron a obtener cultivos de tejidos (callos). Murashige y Skoog
(1962) aportaron datos sobre la morfogénesis “in vitro” de callos ‘9.

Un callo es wuna masa de células desdiferenciadas que proliferan
desorganizadamente, lo cual genera considerable variacion. En el caso de un callo, la
desdiferenciacion que se produce durante la induccién del mismo provoca en las células
una serie de procesos metabdlicos que resultan en reordenamientos gendmicos que podrian
dar lugar a fenotipos alterados ©%.

El cultivo de tejidos in vitro y la produccion de callos facilita, entre muchos
aspectos: el aislamiento de células y protoplastos, la produccion de metabolitos secundarios
de interés bioldgico, el desarrollo de organogénesis y embriogénesis somatica, la

conservacion de germoplasma, la introduccion de nueva variabilidad genética ™.

1.2.2 Cinética de crecimiento celular

El crecimiento de callos y células en suspensién, presenta una serie de fases que se
caracterizan por tener naturaleza sigmoidal, cada fase se diferencia de la otra, porque
presenta cambios en el peso seco, peso fresco, actividad enzimatica, numero de células; en
funcién del tiempo estas fases son:

» Fase de latencia. Esta fase se inicia cuando las células son transferidas a medio
fresco. Estas células inician los procesos metabdlicos de division celular, es decir,
mitosis. Existe gran produccion de NAD(P)H y ATP, es decir, el sistema energético
de la célula se activa, las rutas glicolitica y pentosa fosfato producen poder reductor.
Estos procesos suceden conforme los carbohidratos aportados normalmente como



sacarosa son asimilados. Ademas, la cantidad de &acidos nucleicos y de proteinas
esta incrementada, debido en parte a una eficiente capacidad de traslacion de los
ribosomas @,

» Fase de division celular. Entre los varios cambios que ocurre con el tiempo de

incubacion sefialamos que llega un momento en que la actividad respiratoria se
incrementa significativamente y los niveles de estado estacionario de RNA suben
hasta en un 90%. Durante la fase lineal de crecimiento, permanece constante el
tamafno celular. La tasa de sintesis de proteinas y acidos nucleicos permanece
relativamente elevada 2.
El incremento en el nimero de células precede generalmente al aumento del peso
fresco debido al retraso del aumento del tamafio de la célula. Una vez que la célula
ha sido inducida a la divisién celular, esta ocurrird hasta que uno o mas nutrientes
comiencen a ser limitantes %,

» Fase estacionaria. Al parecer, la célula cultivada empieza a organizarse
estructuralmente y hay un incremento en la produccion de metabolitos secundarios.
Esta fase se caracteriza por disminucion en la division celular, actividad
respiratoria, sintesis de RNA y proteinas, adicionando la elevada proporcion de
celulas vacuoladas. La diferenciacion estructural y la diferenciacion bioguimica en
la fase estacionaria se han descrito también por cambios en las actividades de
sistemas enzimaticos particulares 3%,

1.3 Metabolismo vegetal

Cuando las sustancias nutritivas son incorporadas a un organismo ingresan a una red de
reacciones quimicas en donde pueden ser degradadas o utilizadas para la construccion de
compuestos mas complejos. La energia que ingresa, ya sea en forma de luz solar o de
energia quimica almacenada en los nutrientes, es transformada y utilizada por cada célula
individual para realizar el trabajo celular que requiere energia. El conjunto de reacciones
quimicas y de transformaciones de energia que involucran la sintesis y degradacion de

moléculas constituyen el metabolismo

1.3.1 Metabolismo primario

El metabolismo primario compromete aquellos procesos quimicos que cada planta debe
llevar a cabo cada dia para sobrevivir y reproducir su actuacion, como son: fotosintesis,
glicolisis, ciclo del acido citrico, sintesis de aminoacidos, proteinas, enzimas y coenzimas,
transaminacion, sintesis de materiales estructurales, duplicacion del material genético,

reproduccion de células, absorcion de nutrientes, etc. 4.



Los metabolitos primarios se caracterizan por: tener una funcion metabolica directa, ser
compuestos esenciales intermedios en las vias catabolica y anabolica, encontrarse en todas
las plantas, a saber, carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos y clorofilas.

La linea divisoria entre el metabolismo primario y secundario es indistinguible porque
mucho de los intermediarios en el metabolismo primario son también intermediarios en el
metabolismo secundario; las funciones solapadas de varios componentes aseguran la
conexion cercana entre el metabolismo primario y secundario, porque muchas de las
moléculas generadas en el metabolismo primario son esenciales para construir “bloques
estructurales” importantes para las vias del metabolismo secundario ™.

La biosintesis de los metabolitos secundarios parte del metabolismo primario del que

se desvia acorde con las vias generales que se muestran en la figura 1.

CO2 + H20O <+—— Metabolismo primario ——
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Figura 1. Vias generales del metabolismo primario y secundario de las plantas.
Varios intermediarios del metabolismo primario son también intermediarios del

. . (16)
metabolismo secundario

1.3.2 Metabolismo secundario

El sistema vascular de las plantas contiene una enorme variedad de componentes
quimicos, distintos de los compuestos intermediarios y los productos del metabolismo
primario; son productos de las plantas de alto valor frecuentemente restringidos a especies
0 géneros, estos permiten que se los use como marcadores taxonomicos. El término

metabolito secundario, cubre una amplia variedad de componentes no relacionados e



implicaba un rol no importante o secundario para los vegetales. Aunque en la mayoria de
los casos la funcidn exacta de los metabolitos secundarios es desconocida, parece que
muchos productos secundarios estdn implicados en establecer y mantener interacciones
entre una planta y su ecosistema como componente clave en el mecanismo de defensa
frente al ataque de herbivoros y las infecciones microbianas, otro grupo actuaria como
atrayentes de insectos polinizadores o como agente de competicién planta-planta, etc. @
17,18 ’19’20).

Son formados en estados particulares de crecimiento o durante periodos de estrés
causado por ejemplo por el ataque de microorganismos 0 bajo condiciones de nutrientes
limitados. Luego de cierto tiempo de ser producidos, algunos metabolitos secundarios son
degradados a sus intermediarios metabolicos, por lo que se propone que pueden funcionar
como reserva energética de nitrégeno y de carbono; las variaciones estacionales mensuales
o diarias de algunos de ellos afirman esta hipétesis, por lo tanto, es posible atribuirles un rol
dinamico en los vegetales ®".

Existen varias publicaciones con respecto a la produccion de metabolitos secundarios
in vitro en callos y suspensiones celulares, en otros casos se requiere una diferenciacion
celular o cultivo de drganos, esta situacion frecuentemente ocurre cuando el metabolito de
interés es producido en tejido especializado de la planta entera, el primer ejemplo son las
osoninas y otros metabolitos valiosos producidos en las raices de ginseng (Panax ginseng),
entonces se requiere el cultivo in vitro de raices para la produccion; otro ejemplo es la
biosintesis de anabasina que ocurre en las raices del tabaco (Nicotiana tabacum L.), seguido
por una conversién de anabasina a nicotina en las hojas; el cultivo de callos de tabaco solo
produce trazas de nicotina porque carece de un componente sintetizador de anabasina, otros
ejemplos la vincristina y vinblastina en Catharanthus roseus.

El producir metabolitos secundarios en cultivos celulares otorga una serie de ventajas

con relacion al cultivo de la planta entera, estas incluyen:

» La produccion puede ser mas exacta, simple y predecible.

» El aislamiento fitoquimico puede ser rapido y eficiente comparado a la extraccion
de la planta entera.

» Se puede evitar interferencias en el ciclo celular, que se presentan en los campos de
cultivo.

» El cultivo celular puede llegar a ser un recurso fitoquimico standard en volumenes
grandes.

>

El cultivo celular es un buen modelo para la evaluacion de elicitacion @Y.



Rutas metabdlicas de los compuestos secundarios

Para adentrarse adecuadamente en el estudio de los compuestos secundarios, en su
posible obtencion y utilizacion, es condicion sine qua non examinar y conocer el
metabolismo de estas sustancias con sus roles fisiologicos y ecoldgicos.

Los compuestos se ubican en diferentes tipos de tejido vegetal, ya sean, hojas,
flores, semillas, tallos, raices o en la planta entera. Especificamente estos productos son
intracelulares en su mayoria, producidos y depositados en vacuolas en pequefia cantidad “2.
La especializacion de estructuras para la produccion y el almacenamiento de metabolitos
secundarios en algunos casos, es un mecanismo para mantener secuestrados un componente
potencialmente tdxico.

Los metabolitos secundarios de las plantas pueden ser divididos en 3 grandes grupos, en
base a sus origenes biosintéticos:

» Terpenoides. Todos los terpenoides, tanto los que participan del metabolismo
primario como los del metabolismo secundario (~50 000), son derivados del
compuesto IPP (Isopentenil difosfato o "5-carbono isopentenil difosfato™) que se
forman en la via del &cido mevalonico, una ruta que viene de la conjuncion de la
acetil CoA. Estén distribuidos ampliamente en las plantas y muchos de ellos tienen
funciones fisioldgicas primarias. La distribucion de unos pocos de ellos en las
plantas es mas restringida, como los que forman los aceites esenciales, entre otros.

» Compuestos fendlicos como los fenilpropanoides y sus derivados. Los mas de
8.000 compuestos fenolicos que se conocen estan formados o bien por la via del
acido siquimico o bien por la via del malonato/acetato, esta ruta es de los
policétidos, formado también por la conjuncién de la acetil CoA.

» Compuestos nitrogenados o alcaloides. Contienen uno o mas atomos de
nitrégeno, son biosintetizados principalmente a través del fosfoenolpiruvato y la
eritrosa-4-fosfato que interacta con el ciclo de los acidos tricarboxilicos para dar
aminoacidos aromaticos y aminodacidos alifaticos, que en definitiva generan dos
familias de compuestos secundarios alcaloides y fendlicos (ruta del acido
siquimico) ®.

1.3.2.1 Alcaloides

La relacién alcaloides-humanidad datan desde las tablas de arcilla de los

Sumerianos que describen el uso de plantas medicinales; actualmente se conocen las
propiedades estimulantes del té, que provienen probablemente de la 12" centuria antes de

Cristo en Sichuan, provincia de China, donde el cultivo continua hoy.



De todos los productos naturales conocidos cerca del 20% (aproximadamente
16000) han sido clasificados como alcaloides ®¥. Han sido aislados de semillas, raices,
cortezas y hojas de aproximadamente 40 familias y un tercio (35,9%) de los alcaloides que
han sido evaluados biologicamente en 20 o mas ensayos son farmacéuticamente
significativos .

Son activos biolégicamente aun a bajas concentraciones, por lo que son muy usados
en medicina como agentes analgésicos potentes hipotensores. Ejemplos conocidos son la
cocaina, la morfina, la atropina, la colchicina, la quinina, la estricnina, etc.

(17,26,27,28,29,30,31,32,33) (tabla 1)

Tabla 1. Principales alcaloides en el comercio.

Alcaloides Accion fisiologica

Atropina Antiespasmodico, estimulante,
analgésico

Cocaina Estimulante, anestésico local, sedante

Codeina Analgésico, sedante, hipnotico

Emetina Emético, expectorante, antipirético

Morfina Narcético, sedante, hipnético,
analgésico

Quinina Tonico, antiséptico, antipirético

Efredina Usado contra el asma, insuficiencia
circulatoria

Papaverina Relajante muscular

Reserpina Control de la hipertension sanguinea

Morales Carolina, 1999, Alcaloides (34).

Muchos han estudiado el rol de los alcaloides en el organismo huésped, su funcion
en las plantas aun no es completamente conocida, alcaloides de diversa estructura son
activos para un receptor particular, otros son activos contra mas de una molécula diana,
Esto es interpretado como un prop6sito maltiple, por ejemplo: interaccion entre las plantas
que contienen alcaloides para evitar ser comidas por herbivoros, actian como atractores de
insectos, evitan la infestacion bacteriana, fingica y/o viral, 0 como componente de reserva
puesto que se les ha considerado como productos terminales del nitrogeno, esencialmente,
muchos alcaloides han mostrado ser la Unica fuente de carbono y nitrégeno en bacterias
cuando se encuentran sin nutrientes en el medio. Ademas se reporta que algunos alcaloides
intervienen como reguladores del crecimiento .

Los alcaloides no son distribuidos uniformemente en una planta en particular,

algunos alcaloides se concentran en la raiz (reserpina), mientras que otros pueden



localizarse predominantemente en las hojas (nicotina), las frutas (estricnina), la corteza
(quinina) o en el latex (morfina). El aparato biosintético de alcaloides es localizado mas en
determinados sitios que en otros en las células de una planta ®®. Con respecto a la
localizacion celular, las vacuolas son organelos caracteristicos de las células vegetales que
contienen una variedad de metabolitos secundarios (alcaloides, taninos, etc.), las
condiciones a las que se encuentran en este compartimento son peculiares, se menciona por
ejemplo que el pH intravacuolar es 4cido ®® (ver anexo 1).

La clasificacion sistematica de los alcaloides se ve sumamente dificultada al ser tan
numerosos y poseer muchas variedades de estructuras. La agrupacion de los alcaloides
suelen realizarse en base al tipo de anillo heterociclico y se ordena a medida que va
aumentando la complejidad:

» Derivados de las pirrolidinas (C4N), la higrina y la cuscohigrina son bases oleosas
gue se encuentran como alcaloides secundarios en las hojas de coca.

» Derivados de la piperidina (CsN), la piperina, un alcaloide del fruto de la pimienta
negra (Piper nigrum) que es una amida. La coniina, un alcaloide dextrdgiro de olor
peculiar aislado en 1827 de la planta venenosa de cicuta (Conium maculatum);
acompafian a este alcaloide en la cicuta, la conhidrina y la gama coniceina.

» Derivados de la piridina, la nicotina, alcaloide principal de la hoja de tabaco
(Nicotiana tabacum) se halla acompafiado por tres bases afines, la nor-nicotina,
miosmina y nicotinima.

» Derivados del tropano, la cocaina, la atropina y la escopolamina, son los miembros
mas importantes del grupo, derivan de la base fundamental denominada tropano,
que tiene un anillo de siete atomos de carbono con un puente interior de nitrégeno
que fija el esqueleto.

» Derivados quinolinicos e isoquinolinicos, la quinina se extrae del arbol de la quina

(Cinchona officinalis), junto con diversos alcaloides acompariantes; durante varios
siglos la quinina ha sido el Gnico agente capaz de curar el paludismo.
La mezcalina, alcaloide presente en el cactus, es un potente alucindgeno. La
papaverina es un alcaloide isoquinolinico encontrado en el opio, junto con la
morfina, narcotina, codeina papaverina y tebaina. Otro derivado, el curare, hallado
en Chondodendrum tomentosun.

” Otro tipo de alcaloides son los indélicos, amplio y variado grupo, contienen
sistemas ciclicos elaborados. La estricnina y brucina se aisla junto con otros
alcaloides de Strychnos nuxvémica /9%,



Extraccion y purificacion de alcaloides

Al estar los alcaloides mayormente contenidos en vacuolas es preciso romper la célula para
que se liberen, para esto se recomienda pulverizar las células, ademéas de esta forma se
alcanza una superficie mayor de contacto que permite la extraccion rapida del alcaloide.

En la diferencia de solubilidades de las bases alcaloideas y de sus sales en agua en los
solventes orgénicos se basa el método de extraccion. Se distingue 3 métodos de extraccion
en funcion del disolvente empleado.

- Agua acidulada, con agua acidulada se extrae los alcaloides en forma de
sales, las sales que se forman son bastante solubles en agua e insolubles en
solventes organicos. Pero el agua también extrae muchas impurezas
(proteinas, aminoacidos, etc.). Este método se emplea cuando se hacen
purificaciones cromatogréaficas. Se puede purificar el extracto afiadiendo un
alcali; tras la alcalinizacion se puede extraer con disolventes organicos.

- Disolventes organicos polares, se extrae con alcohol 70° acidulado, extrae
impurezas (pigmentos, etc.), el extracto se lleva a sequedad, se alcaliniza y
se extrae con un disolvente organico apolar.

- Disolventes organicos apolares, es el mas utilizado. Los alcaloides han de
ser liberados y se afiade un alcali con el que es humedecido. Como base
débil puede emplearse carbonato sodico, bicarbonato sodico.

El grado de separacion puede ser inhibida a cierto pH, para esto se
recomienda variar el pH con solventes organicos ©¢73®).

En la actualidad se innova métodos convencionales como el uso de ultrasonido,
surfactantes, solventes supercriticos, extraccion con microondas (924041,

En la maceracién se emplean disolventes con alto poder de extraccién para alcaloides:
cloroformo, cloroformo-éter, cloroformo-isopropanol. En la percolacién se emplean

disolventes con menor poder extractivo pero més selectivo “?.

1.3.2.2 Elicitacion

El término “elicitor” originalmente fue usado en el area de fitopatologia para
agentes que estimulan algun tipo de respuesta de defensa en las plantas. En la actualidad se
considera elicitor a sustancias que al ser introducidas en bajas concentraciones en un

sistema celular vivo incrementa la biosintesis de metabolitos secundarios %,



Clasificacion

0 en base a su origen en “exdgenos” o “endogenos

Los elicitores se clasifican en base a su naturaleza en elicitor “biotico” y “abiotico”

clasificacion de elicitores.

» (2214449 | 3 tabla 2 presenta la

Tabla 2. Clasificacién de elicitores segiin naturaleza y origen.
A) NATURALEZA DEL ELICITOR

Elicitores Bidticos
Directamente liberados por
microorganismos y reconocidos por la
célula vegetal (enzimas, proteinas,
fragmentos de pared celular)
Accidén de microorganismos sobre la pared
celular vegetal (fragmentos de pectina,
polisacéridos, oligosacaridos,
glicoproteinas, &cidos grasos, etc.)
Accidn de enzimas vegetales sobre la
pared celular de microorganismos
(chitosan, glucanos).
Componentes enddgenos y constitutivos
de la naturaleza, formados o liberados por
la célula vegetal en respuesta a varios
estimulos (&cido salicilico, acido
jasmonico).

Elicitores Abidticos
Luz UV
Proteinas desnaturalizadas (RNasa)
Ciclos de congelamiento y
descongelamiento
Componentes no esenciales del medio
(agarosa, soporte, etc.).
Metales pesados AgNO3, CdCly, La.
Quimicos
o con elevada afinidad al DNA
o con actividad destructora de
membrana como detergentes
(xenobioquimicos).
o Fungicidas (Maneb, Butylamine,
Benomyl)
o Herbicidas (Acifluorofen)

B) ORIGEN DEL ELICITOR

Elicitores Ex6genos

Originado fuera de la célula, incluyendo la
reaccion inmediata o via mediadores
enddgenos.

Adaptado de Namdeo A. G., 2007

Polisacaridos: (glucomanosa, glucanos,
chitosan)

Péptidos, policationes: Monilicolina, poli-
L-lisina, poliaminas, glicoproteinas.
Enzimas: poligalacturonasa, &cido
endopoligalacturonico liasa, celulasa.
Acidos grasos: acido araquiddnico, acido

eicospentanoico
(43)

Elicitores Endoégenos

Formados por reaccion secundaria inducidos por
una sefial de naturaleza bidtica o abittica en la
célula.

Dodeca-[3-1,4-D-galacturonido
Hepta- R-glucosidos
Oligémeros de alginato

Los elicitores bidticos son de origen bioldgico y los elicitores abioticos de origen no

bioldgico a los que se refieren muchas veces como “factor de stress abiotico” reservando el

término de “elicitor” solo para componentes de origen biologico.



Mecanismo de elicitacion en células vegetales

Es bien conocido que el tratamiento de la célula vegetal con elicitores causa una
serie de reacciones de defensa incluyendo la acumulacion de metabolitos secundarios en
plantas intactas o células vegetales en cultivo. Cuando una célula vegetal estd en contacto

con un elicitor ocurre una serie de actividades bioquimicas que incluyen:

- Union del elicitor al receptor en la membrana plasmatica.

- Alteracion del flujo de iones a través de la membrana celular Ej. CI', K*, Ca™.

- Actividad incrementada de fosfolipasas, sintesis de segundos mensajeros.

- Patrones de cambios rapidos en fosforilacion de proteinas.

- Activacion de la proteina G.

- Activacion de NAD(P)H oxidasa.

- Cambios en la presion osmdtica.

- Reorganizacion del citoesqueleto.

- Generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS).

- Acumulacion de proteinas relacionadas a la patogénesis como quitinasas,
glucanasas, endopoligalacturonasas, glicoproteinas ricas en hidroxiprolina,
inhibidores de proteasa.

- Muerte celular en el sitio de infeccion (respuesta de hipersensibilidad).

- Cambios estructurales en la pared celular (lignificacion, deposicion de callos).

- Activacion de la transcripcion de genes relacionados a la respuesta de defensa como
taninos, fitoalexinas.

- Sintesis de &cido jasmonico y salicilico como segundos mensajeros.

- Resistencia sistémica adquirida.

El orden cronoldgico, la interconexién y la orquestacion entre ellos son complejos, aun
no entendida completamente y aun no esté dilucidado como median la biosintesis #4749,

En afos recientes, la estructura molecular exacta del elicitor ha sido elucidada en un
namero creciente; entre los elicitores el mas efectivo y comdn para estimular la produccion
de metabolitos secundarios son fracciones de carbohidratos de hongos, paredes de células
vegetales, metil jasmonato, chitosan y sales de metales pesados “*3®). |as interacciones
especificas son basadas en las caracteristicas genéticas de la especie de la planta y del
microorganismo, vias de sefializacion del elicitor y respuesta de defensa “°°0.

La sintesis y acumulacién de sustancias secundarias en cultivo celular en grandes
cantidades puede ser incrementada por cambios en las condiciones fisicas de cultivo, con

este propdsito se toman en cuenta:



» Seleccion de un sistema de cultivo; cultivo en biorreactores, inmovilizacion de
células, cultivo de érganos enteros.

» Limitacion de nutrientes, ultrasonicacion, pH, shock térmico, DMSO, detergentes,
aceites de silicona, electropermeabilizacion.

~  Dos fases de cultivo, la primera para obtener el maximo de proliferacion celular y
la segunda fase con el fin de hacer méas eficiente la acumulacion de metabolitos
secundarios ¢ °

1.3.3 Actividad enzimatica celular

El curso de las reacciones metabdlicas en la célula o en un organismo muestra de qué
forma interacttan los elementos implicados, tal interaccion esta definida por patrones que
marcan la economia energética necesaria para la optimizacion de los procesos.

Si cada reaccion ocurriera de forma espontanea resultaria una situacién fatal para la
naturaleza viviente. Las células vivas utilizan el principio de la catalisis para lo cual sus

biocatalizadores son las enzimas.

1.3.3.1 Actividad oxidasa

Las lacasas (oxidasas) son un grupo de glicoproteinas que contienen ndcleos de
cobre, definidas por la Comision de Enzimas (EC.1.10.3.2) como oxidoreductasas que al
contrario de la mayoria de las enzimas que son sustrato especificas, las lacasas catalizan la
oxidacion de un amplio rango de sustratos incluyendo monofenoles, difenoles, polifenoles,
diferentes fenoles sustituidos, diaminas, aminas aromaticas, acido ascérbico y algunos
componentes como el yodo utilizando oxigeno molecular como aceptor de electrones sin el
paso de formacion del peréxido de hidrogeno ©253:5455:56)

La primera actividad lacasa fue reportada en 1883 en el latex de la planta Rhus
vernicifera (arbol de laca Japonés) por Yoshida, del cual deriva la designacion de lacasa.
Las lacasas tambien han sido encontradas en otras plantas ej. Sicbmoro, melocoton, tabaco,
en el alamo; estan ubicadas en el xilema, donde presumiblemente oxidan monoligninas en
las etapas tempranas de lignificacion, estas enzimas tienen una funcién protectora frente a
lesiones de corte o ataque por hongos sufrida por el vegetal, pues la oxidacion de fenoles
del latex por la lacasa provoca radicales libres que tienden a polimerizar (lignificar) lo que
origina una cubierta protectora en la lesion -7 8. 59.60.61,62,63.64)

En plantas superiores hasta donde se conoce, se dice que son solubles en el

citoplasma, no existen articulos cientificos que describan una estructura subcelular



especifica ®Y, en cultivos in vitro de Acer pseudoplatanus L. fue demostrado la excrecion
de lacasa ©.

1.3.3.2 Actividad peroxidasa

Las peroxidasas (EC1.11.1.7) constituyen un grupo de glicoproteinas muy
extendido en toda la escala filogenética, su funcion es catalizar reacciones bisustrato de
caracter redox de diferentes sustratos fendlicos y sustancias organicas e inorganicas a
expensas del H,O, como oxidante (a lo que debe su nombre) y un segundo sustrato de
caracter reductor que es oxidado por el peréxido, usando activamente el oxigeno en los
radicales intermediarios. En vegetales es de destacar a la peroxidasa del rabano (horse
radish peroxidase, HRP), que tiene importantes aplicaciones en técnicas de diagnostico
clinico 7.

Considerando la formacion del complejo tipo Michaelis, la descripcion del
mecanismo catalitico de la peroxidasa es representado por las siguientes reacciones
quimicas.

E + H202T> EIl +Hy0,
EI +S ko> EIl + P,

EIl +S K3 E + H,O + P.

Donde E, E I y E Il son las enzimas inactivas; | y Il sus componentes
respectivamente S'y P son el sustrato y el producto 9.

Las peroxidasas son un tipo de las enzimas mas estables, en el reino vegetal
participan en la sintesis de la pared celular, oxidacion de fenoles, lignificacion durante la
reaccion de defensa contra agentes patogenos ©”. Los efectos directos de la peroxidasa es
dificil de precisar con exactitud puesto que tienen un amplio rango de accion puesto que
cataliza numerosas reacciones, esta pobre especificidad por el sustrato reductor hace que la

afinidad sea también pequefia.



1.4. Galipea longiflora k.

Ll % A

Figura 2. Galpea longiflora k., planta lefiosa que crece en lugares con
elevada humedad de llanuras y montanas de Norte y Sur América (IIFB)

Reino . Plantae

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Orden . Sapindales

Familia . Rutaceae

Género . Galipea, Angostura

Especie . longiflora (k. Krause) kallunki

Nombre com(n : Yuruma huana epuna, Evanta, lvab'ta, Tantac ©?.

El género neotropical Galipea aublet comprende alrededor de 20 especies
confinadas principalmente en el continente  Americano en las regiones limitrofes de Brasil
y Bolivia %™ sy habitat esta en bosques con elevada humedad de llanuras y montafias
(350-600 m.s.n.m).

Tres especies, Galipea officinalis, Galipea longiflora y Galipea bracteata han sido
estudiadas quimicamente y caracterizadas por el alto contenido de alcaloides quinolinicos
(68,71,72,73).

En el noreste de Bolivia, predominantemente en los departamentos de La Paz y
Beni se encuentra distribuida la especie G. longiflora; es un arbol de 10 a 15 m de altura,
presenta hojas trifoliadas alternas o superpuestas sobre la misma rama, con un peciolo

frecuentemente alado, flores blancas y perfumadas en cimas, paniculos o racimos,



zigomorfos més o menos vistosos en los meses de Mayo a Junio, los frutos se observan en
los meses de Junio a Julio.

El uso recomendado en la literatura popular refiere la utilizacion de la corteza fresca
de esta planta reducido a pasta usado en la medicina tradicional local de las etnias Tacana,
Tsimane y Mosetene en cataplasmas para el tratamiento topico de lesiones cutaneas
causadas por L. braziliensis, adicionalmente la planta es usada en coccion para el
tratamiento de la disenteria amebiana y como antihelmintico, los adultos lo usan como
fortificante y para el tratamiento del enflaguecimiento y debilidad en nifios ©&72).

La actividad bioldgica leishmanicida de G. longiflora es atribuido a un grupo de
alcaloides; se han identificado 13 alcaloides quinolinicos (Anexo 2), los cuales fueron
obtenidos de la corteza del tronco, raiz y hojas del arbol, la composicion de alcaloides en

diferentes partes de la planta es resumida en la tabla 3.

Tabla 3. Composicién de alcaloides de diferentes érganos de Galipea longiflora.

Tronco Raices Hojas
Rendimiento de alcaloides totales
(0/kg) 32 43 7
Estimacion de la composicion de alcaloides
Alcaloide (%)
Tronco Raices Hojas
1. sikimanina 4,0% 1,7%
2. 2- fenilquinolina 47,7 % 66,7% 29 %
3. 4- metoxi-2-fenilquinolina 28% 3.3%
4, 2-(3°,4°-
dimetoxifeniletilquinolina) 1,1%
5. 2-(3",4-metilendioxifeniletil)-
quinolina, 10,2 % 6,7 %
6. 4 metoxi-2-(3",4"-
metilendioxifeniletil)quinolina 3,1% 2,0%
7. 4-metoxi-2-n-pentilquinolina 1,0 %
8. 2-n-pentilquinolina 24% 17,3%
9. 2-n-propilquinolina 1,3% 125 %
10. 4-metoxi-2-n-propilqunolina
(chimanina A) 2,4 %
11. 2-(E) —prop-1-enilquinolina
(chimanina B) 16,7 %
12. 4-metoxi-2-(E)-prop-1"-
enilquinolina (chimanina C) 0,5%
13. 2-(1°,2 -transepoxipropil)-
quinolina (chimanina D) 1,7%

Fuente: Fournet A. et al, Journal of Natural Products (74).

Las propiedades antileishmaniasis han sido evidenciadas in vitro como se puede

apreciar en la tabla 4.



Los alcaloides 2-alquilquinolina: chimanina B y chimanina D, epoxido de la chimanina
B, aislados de las hojas de G. longiflora, mostraron actividad con una ICqyy alrededor de
0,10 mM contra promastigotes de L. braziliensis, mientras que el compuesto 2-n-

propilquinolina mostré actividad a una 1Cgo de 0,20 mM ).

Tabla 4. Actividad biolégica in witro de alcaloides de Galipea longiflora. 12 alcaloides

quinolinicos con actividad contra la Lesithmania braziliensis y Tripanosoma cruzi.

1C90 (W/mL)
Leishmania Tripanosoma
Producto braziliensis cruzi
(2903) (Tulahuen)

Sikimanina 100 100
2- Fenilquinolina 100 100
4- Metoxi-2-fenilquinolina 50 100
2-(3°,4"-Dimetoxifeniletilquinolina) 100 100
2-(3°,4"-Metilendioxifeniletil)-quinolina, 100 100
Cusparina 100 100
4-Metoxi-2-n-pentilquinolina 100 100
2-n-Pentilquinolina 100 100
2-n-Propilquinolina 50 50
Chimanina A 100 100
Chimanina B 25 25
Chimanina D 25 50
Pentamidina 1 -

Antimoniato de meglumina > 100 -

Nifurtimox - 25
Benzidazole - 50

Fuente: Fournet A. et al, 1993, Journal of Natural Products (74).

En ensayos in vivo (lesiones cutaneas causadas por L. amazonensis y L. venezuelensis),
presentd actividad a concentraciones de 100 mg/kg por dia. Este metabolito administrado
oralmente (0,54 mmol/kg), suprimi6 alrededor del 99,9% la presencia de parasitos de L.
donovani en higado de ratones BALB/c después de 10 dias de tratamiento. De la misma
manera, presenta actividad in vivo contra parasitos de L. amazonensis y L. donovani. Otras
quinolinas, como la furanoquinolina sikimanina, mostraron también una interesante
actividad pero a concentraciones 2 a 4 veces mas alta .

Los alcaloides quinolinicos es una de las familias méas estudiadas, debido a sus
interesantes propiedades farmacol6gicas, muchos de sus derivados pueden actuar como

agentes analgésicos potentes, hipertensores, amebicidas, virucidas, entre otras propiedades
(33,75)



1.5. Ruta graveolens

Figura 3. Ruta graveolens, planta arbustiva de origen europeo de amplia distribucion.
Flores terminales de hasta 2 cm con pétalos ligeramente dentados de color amarillo;
producen frutos redondos en capsulas

Reino : Plantae
Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Orden : Sapindales
Familia : Rutaceae
Género : Ruta

Especie : graveolens

Nombre comln: Ruda (América Latina y Espafia), Arruda,
Erruda, Arroda (Espafia), Rue (USA).

Descripcion: planta arbustiva aromética perenne de hasta 150 cm de altura, tallos
redondos erectos, ramificados, hojas carnosas, verde-amarillentas, muy divididas y alternas
provistas de glandulas que le proporcionan su particular olor no muy agradable ¢,

Habitat: es de origen del Sur Europeo y vive en climas calidos, semicalidos,
semisecos y templados, especialmente en la regién del mediterraneo. Puede encontrarse
cerca de las casas o viviendas como componente ornamental 7.

Principios activos: aceite esencial rico en &cidos, terpenos, alcaloides, taninos,
cumarinas, flavonoides, vitamina C, etc. (/878798081

El uso de la ruda data desde el siglo XVI, se empleaba para mitigar la fiebre, dolor
de rifidn y de pecho, inflamacion de garganta, también se ha reportado efectos

antiparasitarios y antihelminticos, asi como citotoxico afectando aparato digestivo, higado,



rifion, Gtero ("%77808283) Entre sus diversas aplicaciones encontramos que se utiliza en la
pediculosis, onicomicosis, flebitis, hemorroides solamente para uso externo; emenagogo,
antiespasmadico, sudorifica, etc. Es igualmente Util para Ulceras llagas, lavados bucales y
como locidn para el cuero cabelludo. Se dice ademas que se emplea para regular los célicos
menstruales, ayudar en el parto y estimular la produccion de leche. Como se aprecia de la

informacion anterior son multiples y muy variados los efectos que de la ruda se reportan.



. 7 QUSTIFICACION

"Un poce de ciencia aleja de Dics, WWWW&@&LSZ“
Louis Pastewr
(1522 — 1595)



Las enfermedades infecciosas parasitarias constituyen un problema de Salud Publica
para un gran porcentaje de seres humanos que habitan las zonas tropicales de nuestro
planeta. Una de ellas es la leishmaniasis, enfermedad producida por parasitos protozoarios
del género Leishmania.

La Organizacion Mundial de Salud indica que 88 paises en el mundo presentan
casos autéctonos de leishmaniasis, con una poblacion en riesgo de 350 millones de
personas, con una prevalencia global de 12 a 14 millones de personas de las cuales 1,5
millones corresponden a leishmaniasis cutanea y 500 mil a Leishmaniasis visceral. Estas
cifras son de dificil evaluacion debido a que en la leishmaniasis existen grandes variaciones
en corto tiempo, su distribucion es focal en zonas alejadas y dispersas, existiendo casos no
diagnosticados, asintomaticos que no se registran en los sistemas de salud y donde la
enfermedad no es de declaracion obligatoria ¢+,

En Bolivia, la enfermedad fue descrita desde la antigiiedad en un unico foco, el de
los Yungas en el departamento de La Paz, en la actualidad las masivas migraciones
poblacionales han extendido la enfermedad al area rural de las zonas tropicales y
subtropicales de 7 departamentos (La Paz, Cochabamba, Santa Cruz, Beni, Pando, Tarija y

Chuquisaca) ©®

. Existiendo aproximadamente 800 000 individuos en alto riesgo de
infectarse con Leishmaniasis. La situacion epidemiolégica nacional en los ultimos afios
(1983-2006) muestra que la tendencia secular de las Leishmaniasis estd en aumento,
situacion observada al comparar la tasa por 100.000 habitantes de 4.1 el afio 1985, que pasa
a 16,6 el afio 1993 y alcanza 32,7 el afio 2006 ©"#889) (Anexo 3)

Para el afio 2006, el SNIS ha reportado 3.152 casos sospechosos de Leishmaniasis
en 80 municipios (1/4 del total de municipios), de los cuales por lo menos en 50 se
evidencia la presencia de casos autdctonos (16% de los municipios). EI 71% de los casos
notificados corresponden al grupo etario entre los 15 a los 59 afios de edad, y alrededor del
80% de estos son del sexo masculino ©.

La relacion de las Leishmaniasis con la pobreza, proporcion de hogares con
necesidades basicas insatisfechas (deficiencia en saneamiento ambiental, viviendas
precarias, disposicién inadecuada de excretas y basura) es una condicionante importante al
evidenciar que las personas que enferman de Leishmaniasis son generalmente la poblacion

rural y con mayor deterioro econémico e inaccesibilidad geografica .



La morbilidad y mortalidad asociadas con las enfermedades causadas por parasitos
protozoarios han motivado la investigacion de nuevos agentes méas potentes y selectivos,
adicionandose la resistencia multiple a drogas (MDR), que es un tema de creciente interes
en la farmacoterapia para este tipo de enfermedades ©>75%),

Los antimoniales pentavalentes son las drogas anti Leishmaniasis de primera linea
desde hace més de 40 afios (N-metil-glucamina o glucantime y el stibogluconato de sodio),
son mas eficaces mientras mas precoz sea el tratamiento. La Anfotericina B es el
medicamento de segunda eleccidon en el tratamiento de las Leishmaniasis recidivantes o en
los casos mucosos graves. Se han propuesto otras drogas como el pamoato de cicloguanil,
ketoconazol, itraconazol, rifampicina, alopurinol, que han sido objeto de numerosos
ensayos clinicos. En los Gltimos afios se han realizado ensayos clinicos sobre la miltefosina,
con menores efectos secundarios.

Si bien, la sintesis y semisintesis por via quimica, son métodos apropiados y
econdmicamente rentables cuando se trata de compuestos sencillos o provenientes de
materia prima asequible. En la mayoria de los casos son onerosos y presentan grandes
dificultades, dado que involucran numerosos pasos tanto de reaccion como de purificacion,
especialmente si se trabaja con compuestos quirales V.

En este sentido, los productos naturales juegan un papel crucial en el desarrollo de
una nueva generacion de farmacos antiparasitarios, la evaluacion cientifica de plantas
medicinales empleadas en la preparacion de la medicina tradicional ha suministrado
productos farmacéuticos efectivos a la medicina moderna; las plantas son capaces de
sintetizar compuestos complejos que puede ser de dificil sintesis en un laboratorio de
quimica, es asi que el 75% de las nuevas estructuras quimicas descubiertas, provienen de
las plantas, que conforman el 25% del total de los medicamentos de la industria
farmacéutica ®"

Solo se tiene conocimiento de 15% de las 250000 — 500000 especies de las plantas
superiores que se creen existen en la tierra, de estas, menos del 5% han sido evaluadas para
una o mas actividades biolégicas, en la actualidad el nUmero de investigaciones se han
incrementado, para detectar actividad antimicrobiana, insecticida, moluscida, hormonal y/o

farmacéutica ?+%2,



Actualmente, la mayoria de los productos de origen vegetal, se obtienen de plantas
enteras, sin embargo, la extraccion de sustancias quimicas de plantas intactas, tiene muchos
problemas inherentes, debido a la edad de las plantas, variacion estacional, factores
ambientales y fisioldgicos, pestes, enfermedades, calidad y rendimiento del producto
inconsistente ®Y. Ademas, en algunos casos, la fuente de material vegetal es limitada
debido a que en los Gltimos afios se reporta que ha existido una continua destruccion de
bosques y campos de vegetacion. Principalmente porque la poblacion se ha incrementado y
con ello la necesidad de areas descubiertas, destinadas a cultivos, pastoreo y explotacion
maderera, llevando a una pérdida de la biodiversidad antes de una evaluacion bioldgica. En
1998 la Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza reporté la “lista roja de
especies en peligro” en el que informa que aproximadamente 34000 especies de plantas
estan en peligro de extincién en 200 paises .

A raiz de los inconvenientes antes expuestos, surge como alternativa el cultivo de
tejidos vegetales in vitro donde las condiciones fisicas y quimicas son controladas, permite
planificar el proceso de produccion, acumulacion y extraccion de metabolitos de interés de
acuerdo a la demanda, independientemente de factores naturales externos, localizacion
geogréfica, posibilitando el mejoramiento vegetal en tiempos méas cortos; haciendo viable
la produccion de compuestos complejos con uno 0 mas carbonos quirales sin afectar la
distribucion natural de especies vegetales %2,

Otra potencial aplicacion es la produccion de nuevos componentes que
normalmente no se encuentran en la planta original, incluyendo el proceso de
biotransformacion de precursores de bajo costo para transformarlos en componentes
valiosos, proceso realizado solo por enzimas provenientes de plantas. Ademas que en
condiciones de aplicacion de varios estimulos se puede optimizar la productividad, que en
general es demasiado baja, una excepcion es el acido rosmarinico sintetizado por células de
Coleus blumer (superior al 20 % de peso seco de células) ¢+%%9),

El interées de aplicar cultivos de células, tejidos y Organos vegetales para la
produccién controlada de metabolitos secundarios a escala comercial ha crecido
considerablemente desde finales de los afios cincuenta, cuando fue demostrado que la
atropina es sintetizada y acumulada en raices y callos derivados de raices de Atropa
belladonna. Se reconoce que el cultivo de celulas representa una fuente potencial de



sustancias de valor comercial. Sin embargo, el nivel de metabolitos secundarios es menor a
los encontrados en las plantas, esto representa una barrera, para la cual se han evaluado
varias propuestas para el incremento de determinadas rutas sintéticas, con la finalidad de
optimizar la produccion, entre estas mencionamos: el uso de elicitores bioticos y/o
abioticos, seleccion de clones celulares, mutacion, co-cultivo, ingenieria metabdlica
(14,43,44,51,95,96).

Los productos del metabolismo secundario vegetal, han sido incorporados en un
amplio rango de aplicaciones industriales y comerciales en muchos casos, el cultivo in vitro
controlado puede generar los mismos productos valiosos. Las plantas y los cultivos
celulares han servido como fuente de saborizantes, aromas y fragancias, plasticos y
combustibles biobasados, enzimas, preservativos, cosméticos, pigmentos naturales,
pesticidas y otros compuestos bioactivos .

Dentro de la amplia biodiversidad de la Amazonia boliviana, se encuentra la especie
vegetal Galipea longiflora Krause, que es utilizada tradicionalmente por los pobladores
Chimanes y Tacanas por sus propiedades contra la diarrea (causada por parasitos
intestinales), fortificante para adultos, en nifios para debilidad y enflaquecimiento asi
también como leishmanicida. De esta especie vegetal se ha constatado que la presencia de
alcaloides quinolinicos les otorga una  actividad biolégica importante contra la
Leishmaniasis cutanea, ademés se reporta su actividad antifingica y antibacteriana 7).
La distribucion de esta especie es muy limitada y parece ser exigente en cuanto a
condiciones nutricionales y ambientales para su propagacion en la naturaleza, adicionando
que el tiempo de crecimiento requerido es muy prolongado, la consideracién de estos
factores hizo enfocar el buscar el cultivo de esta especie en condiciones de laboratorio.

A partir de cultivos in vitro de G. longiflora que se han establecido en nuestros
laboratorios, el objetivo del presente trabajo es incrementar la cantidad de biomasa y
disminuir el tiempo de generacion de la misma, evaluando diferentes condiciones de
incubacion y concentracion de componentes del medio de cultivo basal, factores que tienen
una incidencia directa en el crecimiento y la acumulacion de metabolitos secundarios,
considerando que la proliferacion celular (metabolismo primario) y la biosintesis de
metabolitos secundarios, frecuentemente requieren diferentes condiciones nutricionales

que deben ser estandarizadas para cada linea celular .



Los cultivos in vitro constituyen modelos apropiados para el estudio de la fisiologia
y la bioguimica vegetal, especialmente en rutas metabdlicas secundarias. De hecho los
cultivos celulares son un sistema importante para analizar variables particulares sobre todo
en ensayos de interaccion de vegetales con otros organismos 9.

A través de este trabajo se plantea explorar la obtencion de metabolitos secundarios
(alcaloides quinolinicos) de cultivos vegetales in vitro de G. longiflora, con el fin de
utilizar de manera sostenible esta especie vegetal a través de la biotecnologia y su

consecuente conservacidn, contribuyendo de esta manera al desarrollo cientifico del pais.
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3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el crecimiento, actividad oxidasa — peroxidasa y produccion de alcaloides

de Galipea longiflora k. cultivadas en medio MS con variacion en la concentracion

de sacarosa, nitrogeno y fosfato

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Incrementar la concentracién de sacarosa, nitrégeno y fosfato en el medio de cultivo

solido MS a través del arreglo trifactorial 2°

Evaluar el efecto del incremento de carbono, nitrégeno y fosfato en
el medio MS sobre la formacion de biomasa de G. longiflora
mediante la determinacion del peso humedo celular.

Evaluar el efecto del incremento de carbono, nitrégeno y fosfato en
el medio MS sobre la actividad enzimatica oxidasa y peroxidasa en

células de G. longiflora.

» Evaluar la produccion de alcaloides quinolinicos en cultivo in vitro de callos de G.

longiflora.

Realizar estudios cromatograficos para detectar la produccion de
alcaloides quinolinicos a partir de extractos de callos de G. longiflora
cultivadas in vitro.

Realizar estudios espectroscopicos para identificar alcaloides
quinolinicos obtenidos a partir de extractos de células de G.

longiflora cultivadas in vitro.

» Evaluar la formacion de biomasa celular y sintesis de alcaloides en celulas en

suspension de G. longiflora en medio MS.
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4.1 Ruta graveolens
4.1.1 Material vegetal

El material vegetal fue obtenido de ejemplares seleccionados de Ruta graveolens
crecidas en invernadero en la ciudad de La Paz. Los explantes de hojas fueron mantenidos a

4 °C hasta el proceso de desinfeccion.

4.1.2 Desinfeccion de explantos

La metodologia de desinfeccion empleada comprende:

- Lavado en agua corriente por aproximadamente 5 minutos con agitacion.

- Enjuague en agua destilada estéril.

- Pasaje por alcohol etilico 70°GL durante 1 minuto.

- Inmersion en solucion de DG6 0.15 % por 30 minutos.

(A partir de este paso el proceso fue realizado bajo flujo de aire estéril, en la
camara de flujo laminar)

- Inmersidn en solucion de hipoclorito de sodio (1,2 % de cloro activo), con el
emulsionante tween 20 (3 gotas/100 mL) por 45 minutos con agitacion cada 10
minutos.

- Enjuague con agua destilada estéril, 3 veces consecutivas.

- Escurrido de liquido restante en las hojas en cajas de Petri que contienen discos de
papel filtro estéril.

4.1.3 Cultivo celular in vitro

En el area de trabajo de la camara de flujo laminar (Labconco, purifier class 11, Kansas), en
condiciones de asepsia, se procedié a seccionar los explantes de hojas en segmentos de
aproximadamente 0,5 cm de lado e introducirlos en tubos de ensayo que contenian 5 mL de
medio de cultivo.

Los medios de cultivo empleados fueron:

> Medio Murashige y Skoog, suplementado con los factores de crecimiento

kinetina y acido 2,4 diclorofenoxiacético (composicion detallada en la tabla
5), el pH fue ajustado a 5,8 + 1 con NaOH (0,1 y 1 N) y/o HCI (0,1 y 1 N),
luego se procedié a la adicion de agar (8 g/L) y sacarosa (30 g/L), previo a la
esterilizacion en autoclave (ALL AMERICAN), a 1,5 atmosfera de presion, 120
°C durante 20 minutos. El medio fue preparado a partir de soluciones stock

concentrado 10X, mantenidos en refrigeracién a 4 °C (Express Cool Turbo).



Tabla 5. Composicién del medio completo Murashige y Skoog

Componente mg/L

Sales inorganicas
NHsNO3 1,650.00
H3BO3 6.20
CaCl, 332.20
CoCl, 0.025
CuS04+6H,0 0.025
Na,EDTA 37.26
FESO4°7H20 27.80
MgSO4 180.70
MnSQO4*H>0 16.90
NayMo0O4+2H,0 0.25
Kl 0.83
KNO3 1,900.00
KH,PO4 170.00
ZnS04*H>0 8.60

Vitaminas
Mio-inositol 100.00
Acido nicotinico 0.50
Piridoxina-HCI 0.50
Tiamina-HCI 0.10

Factores de Crecimiento

Acido 2,4-diclorofenoxiacético 5.00

Kinetina 0.10

Product Catalogue and Reference Guide 1995-1996, Life Technologies

» Medio 4X, cuya composicion es detallada en la tabla 6, el pH fue ajustado a

5,6+1 con NaOH (0,1 Ny 1 N) y/o HCI (0,1 y 1N), luego se procedi6 a la

adicion de agar y sacarosa, antes de esterilizar en autoclave a 1,5 atmosferas
de presion, a 120 °C durante 20 minutos. El medio fue preparado a partir de

soluciones stock concentrado 10X, mantenidos en refrigeracion a 4 °C.

Todas las sustancias quimicas empleadas fueron grado analitico provisto por Sigma,

Chemical. Co, excepto la sacarosa (La Bélgica).



Tabla 6. Composicién del medio de cultivo 4X

Medio de cultivo 4X

Componente mg/L
Sales inorganicas
NaH,PO, 130,44
CaCl, 113,23
(NHy) 2S04 134,00
MgSOq 121,56
KNO3 2500,00
FeNaEDTA 36,70
Kl 0,75
MnSQ4+H,0 10,00
H3BO3 3,00
ZnS0O3+7H,0 2,00
Na,Mo00O4+2H,0 0,25
CuSQ45H,0 0,025
CoCl,*6H,0 0,025
Vitaminas
Mio-inositol 100,00
Acido nicotinico 1,00
Piridoxina-HCI 1,00
Tiamina-HCI 10,00
Factores de crecimiento
Acido 2,4-diclorofenoxiacético 2,00
Acido naftilacético 0,50
Acido indol acético 0,50
Kinetina 0,20
Otros componentes
Sacarosa 20000,00
Agar 8000,00

4.1.4 Condiciones de cultivo de R. graveolens.

Los cultivos fueron mantenidos en dos condiciones:

a temperatura de 28 + 2 °C.

DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GMBH

= Con un fotoperiodo programable de 12 horas de oscuridad y 12 horas de luz

suministrado por tubos fluorescentes de tipo luz-dia, con irradiancia de 40 wats,

= Oscuridad continua, a 28 = 2 °C de temperatura.




4.1.5 Cinética de crecimiento de callos de R. graveolens.

Cada 7 dias fue determinado el peso humedo de 20 replicados en balanza
analitica (KERN, Germany), el coeficiente de crecimiento fue determinado tomando en
cuenta el peso fresco final entre el peso fresco inicial de manera individual para ser

reportado como coeficiente de crecimiento.

4.1.6 Determinacion de la presencia de alcaloides en cultivo de callos de R.
graveolens.

Una vez realizada la determinacion del peso, las células fueron secadas a 60 °C en
estufa hasta perdida de humedad, para luego ser trituradas en mortero.

Se procedié a la extraccion de alcaloides con diclorometano durante 4 dias a
temperatura ambiente y al abrigo de la luz. Para separar las células se procedio a filtrar a
través de papel filtro y el sobrenadante fue expuesto a rotaevaporacion a 40 °C a presion
reducida.

Para detectar la presencia de alcaloides en tubos de ensayo fueron colocadas 2 gotas
del residuo de la extraccion previamente solubilizada en metanol, al cual se agregd 2 gotas
de HCI 1N mas 2 gotas del reactivo de Dragendorff (Solucion reveladora) (Ver Anexo 4).
Para observar la formacion de precipitado en el fondo del tubo de ensayo. Para descartar la
presencia de precipitado por compuestos proteicos fue adicionado 2 gotas de etanol 96°GL.

También fue realizado la corrida por Cromatografia en Capa Fina usando como
sistema eluyente acetato de etilo:metanol 10 %, utilizando placas cromatograficas con
soporte de silicagel de 250 um de espesor con base de aluminio, con indicador de

fluorescencia para luz ultravioleta (254 y 366 nm) (Whatman, Germany).

4.2 Galipea longiflora
4.2.1 Material vegetal

El estudio se ha realizado utilizando como material vegetal hojas de plantulas
seleccionados de Galipea longiflora provenientes de la comunidad de Santa Rosa de
Maravilla del departamento de La Paz, Bolivia (S13°56°587, W0.68°00°308), depositados
en el Herbario Nacional de Bolivia (Voucher specimen SD17). Las plantulas fueron

mantenidas en invernadero a 28 °C en la ciudad de La Paz.



4.2.2 Desinfeccion de explantos

Las hojas de los plantines fueron mantenidas a 4 °C hasta el proceso de desinfeccion.
La metodologia de desinfeccion empleada comprende:

- Lavado en agua corriente por aproximadamente 5 minutos con agitacion.

- Enjuague en agua destilada estéril.

- Pasaje por alcohol etilico 70 °GL durante 30 segundos.

- Sumergir en soluciéon de DG6 0.15 % por 30 minutos.
(A partir de este paso el proceso fue realizado bajo flujo de aire esteéril, en la
camara de flujo laminar)

- Sumergir en solucién de hipoclorito de sodio (2 % de cloro activo), con el
emulsionante tween 20 (3 gotas/100mL) por 1 hora con agitacion cada 10 minutos.

- Enjuague con agua destilada estéril, 3 veces consecutivas.

- Sumergir en solucién con anfotericina B por 30 minutos.

- Dejar que el agua sea absorbido en cajas de Petri que contienen discos de papel
filtro estéril %),

4.2.3 Cultivo celular in vitro

En el area de trabajo de la cdmara de flujo laminar, en condiciones de asepsia, se
procedid a seccionar los explantes de hojas en segmentos de aproximadamente 0,5 cm de
lado e introducidos en tubos de ensayo conteniendo 5 mL de medio de cultivo formulado

por Murashige y Skoog y en el medio 4X. (ver composicion en tabla 5y 6),

4.2.4 Condiciones de cultivo de G. longiflora.

Una vez sembrados los agregados celulares en los medios MS y 4X, las cajas de Petri
fueron selladas con parafilm (Penichey, Menasha). Los cultivos de G. longiflora fueron
mantenidos en cdmara de incubacion a 28 + 2 °C, bajo condiciones de oscuridad continua,

con subsecuentes subcultivos de las células cada cuatro semanas a medio fresco.

4.2.5 Cinética de crecimiento de callos de G. longiflora.

Cada 7 dias fue determinado el peso humedo de 20 replicados en balanza analitica, el
coeficiente de crecimiento fue determinado tomando en cuenta el peso fresco final entre el
peso fresco inicial de manera individual para ser reportado como coeficiente de

crecimiento.



4.2.6 Determinacion de la presencia de alcaloides en cultivo de callos de G.
longiflora.

Una vez realizada la determinacion del peso himedo las células fueron secadas a 60
°C en estufa hasta la perdida de humedad, para luego ser trituradas en mortero. Luego se
procedié a la extraccion de alcaloides con diclorometano durante 4 dias a temperatura
ambiente y al abrigo de la luz. Para separar las células se procedié a filtrar a través de
papel filtro y el sobrenadante someter a rotaevaporacion a 40 °C a presion reducida.

Para detectar la presencia de alcaloides fue utilizado el reactivo de Dragendorff y
Cromatografia en Capa Fina, utilizando como sistema eluyente éter de
petréleo:diclorometano (EP:CH,Cl, 20%)

4.2.7 Peso humedo Vs diametro del agregado celular de G. longiflora en cultivo
4.2.7.1 Determinacion del diametro celular

Para obtener el promedio del diametro del callo compacto, callos individuales
seleccionados al azar fueron medidos en la superficie inferior de la Caja de Petri, con una
regla milimetrada, fueron 4 los puntos medidos por cada callo, 2 mediciones para cada uno
de los dos ejes perpendiculares, la medicion se llevo a cabo sobre un fondo negro en la
misma posicion de las cajas, del operador y en los mismos puntos de medicion.

Con el promedio de las cuatro mediciones se obtuvo el coeficiente de crecimiento

del diametro celular de callo compacto calculado como se indica a continuacion:

Coeficiente de Crecimiento (gigmetro celular) = Didmetro celular final (mm)
Diametro celular inicial (mm)

4.2.7.2 Determinacién del peso himedo de la masa celular cultivada.

Luego de la medicion del diametro del agregado celular, el peso fresco de la
biomasa fue determinado por cada caja de Petri, la masa celular fue extraida del medio de
cultivo y pesada en balanza analitica (AND, Japan), para obtener el promedio de peso fresco
de tres cajas.

El coeficiente de crecimiento por peso himedo se determind tomando en cuenta el

peso final y el peso inicial de manera individual por cada unidad de callo “®.



Coeficiente de Crecimiento (peso himedo) = Peso humedo final (g)
Peso humedo inicial (g)

4.2.8 Efecto de la variacion en la fuente de nutrientes del medio de cultivo solido MS
en el crecimiento de callos de G. longiflora.

Se planteé un disefio experimental completamente al azar con arreglo trifactorial 2°
(8 unidades experimentales), con variacion de las concentraciones de los nutrientes
mayoritarios del medio de cultivo MS, en base a publicaciones relacionadas con el efecto
de estos en la cinética de crecimiento celular y su influencia en la produccion de
metabolitos secundarios.

Las variables independientes fueron la fuente de carbono (Ci2H»2011), fuente de
nitrégeno (NH;NO3), fuente de fosforo (KH,PQ,), la variable dependiente fue el peso
humedo de los callos. La variacion de las concentraciones de las fuentes de nitrogeno,
carbono y fdsforo se detallan en la tabla 7, los otros constituyentes del medio fueron
mantenidos constantes. Como medio basal o testigo fue utilizado el formulado MS sin
variacion en las concentraciones.

El in6culo celular fue aproximadamente 0,4 g de peso fresco sembrados de manera
que los bordes y superficie sean los mas homogéneos posible sobre la superficie del medio
de cultivo (10 mL) contenido en cajas de Petri de 5 cm de diametro.

Tabla 7. Arreglo trifactorial de las variaciones en la concentracion de
sacarosa, nitrogeno y fosfato en el medio de Murashige Skoog

Exp. C12H22011 NH4NO3 KH2PO4

g/L mg/L mg/L

1 30 1650 170

2 30 1655.55 170

3 30 1650 226.6

4 30 1655.55 226.6

5 40 1650 170

6 40 1655.55 170

7 40 1650 226.6

8 40 1655.55 226.6

Cada 7 dias fueron tomadas al azar 3 cajas por un periodo de 5 semanas, para
determinar las caracteristicas de la cinética de crecimiento determinada por peso himedo y
la actividad enzimatica. Cada ensayo fue realizado en tres ensayos independientes y cada

ensayo determinado por triplicado; a 28+1 °C, en oscuridad completa.



4.2.9 Efecto de la variacion en la fuente de nutrientes del medio de cultivo solido MS
en la actividad oxidasa y peroxidasa de callos de G. longiflora
Con el fin de evaluar el efecto de la variacion de nutrientes en la actividad
enzimatica se cuantifico la actividad intracelular oxidasa y peroxidasa. Cada ensayo fue

realizado en tres ensayos independientes y cada ensayo determinado por triplicado.

4.2.9.1 Cuantificacion de la actividad Oxidasa

Luego de la determinacion del peso de los callos, cada cumulo celular fue colocado
en tubos de ensayo a los que se adiciond 2 mL de solucidn tampdn fosfato de sodio pH 7
(19,06mM/30,94mM), esta mezcla fue homogeneizada en vortex (Genie2, USA).

Por ser un metodo no desnaturalizador se utiliz6 el ultrasonido en un equipo
Ultrasonic Homogenizer (Branson 32000) en un ciclo de 30 minutos, para destruir la pared
celular y asi liberar hacia la solucion tampdn las enzimas de los compartimentos
intracelulares.

Luego, se procedio a separar las células del sobrenadante mediante centrifugacion
(Jouan CR3i) los tubos de ensayo fueron expuestos a 3000 revoluciones por minuto durante
25 minutos a temperatura ambiente (~ 22 °C).

El sobrenadante resultante de la centrifugacion (muestra) fue recolectado para
cuantificar la actividad enziméatica mediante la oxidacion del sustrato ABTS (2,2 -azino-bis
(3-etil benzotiazolina-6-sulfonato)) que es ampliamente empleado para la cuantificacion de
la actividad oxido-reductasa (Ver Anexo 5), 1 mL de la mezcla total de la reaccién fue

preparada en cubetas de plastico para la lectura en espectrofotometro, esta contenia:

100 pL de ABTS, 10 mM.

400 pL de tampdn acetato de sodio pH 3,5 (0,84 mM/49,14 mM).

400 pL de agua destilada y desionizada, la cubeta fue colocada en el
espectrofotometro UV-Vis (Cintra 5, GBC Scientific Equipment).

la reaccion fue iniciada adicionando 100 uL de sobrenadante de callos.

Inmediatamente se midi6 la oxidacion del ABTS tomando en cuenta la absorbancia
inicial al colocar la muestra y el incremento de absorbancia a 420 nm de longitud de onda
que es el méximo pico de absorcion 19 por el intervalo de 1 minuto a temperatura

ambiente.



Absorbancia de la muestra (420 nmy = Absorbancia final — Absorbancia inicial

La actividad enzimatica fue calculada con la siguiente formula, considerando un

coeficiente de extincion molar de €420nm:3,6x104 M™cm™ para el catién radical del ABTS

(producto de la reaccion).

Actividad enzimatica = Abs/t x Vi x 1cm

€ X Vm
Donde: Abs =  Absorbancia de la muestra
t = Tiempo de lectura, 1 minuto.
Vi = Volumen total de la reaccion, 1000 pL
lcm = Ancho de la cubeta de lectura
€ = Coeficiente de extincion molar,
Vin = Volumen de la muestra, 100 pL

Una Unidad Internacional (U) de actividad enzimatica, se define como la cantidad
de enzima requerida para catalizar la formacion de 1 micromol de radical ABTS por minuto
a temperatura ambiente (~ 22 °C).

La actividad enzimatica especifica se determino como Unidades de actividad por
gramo de peso himedo de callos

4.2.9.2 Cuantificacion de la actividad Peroxidasa

La peroxidasa es una enzima que cataliza la oxidacién de un amplio nimero de

sustratos organicos e inorganicos, utilizando el poder oxidante del peréxido de hidrdgeno.

ABTS + H»0, peroxidasa cation radical

420 nm

Para la determinacion de la actividad peroxidasa en cultivo de células se siguié la
misma metodologia utilizada para cuantificar la actividad oxidasa con el sustrato reductor
ABTS, con las siguientes variantes: 100 pL de peroxido de hidrogeno 0,5 mM vy para
mantener el volumen total de 1 mL, fue adicionado solamente 300 pL de agua destilada y
desionizada.

Para calcular la actividad enzimética peroxidasa fue empleada la formula indicada
en el anterior acépite. Al resultado calculado fue restada la actividad oxidasa y el dato
obtenido fue reportado como actividad peroxidasa.



4.2.10 Estudios para la deteccion de alcaloides a partir de extractos de callos de G.

longiflora.
4.2.10.1 Recoleccion de células generadas en cultivo

Células cultivadas en medio MS fueron recolectadas a diferentes tiempos de

incubacion, para formar un cumulo celular por cada variable, independientemente del

tiempo, se tomaron en cuenta las variantes de células sometidas a las siguientes

variaciones:

Presencia de la hormona &cido 2,4-diclorofenoxiacético 5 mg/L (CH)

Ausencia de la hormona acido 2,4-diclorofenoxiacético (SH)

Sometidas a exposicion fungica (CONT). Dos cepas colectadas y aisladas de la
planta en su habitat natural (Santa Rosa de Maravilla), fueron seleccionadas como
elicitores para estimular la biosintesis de alcaloides en cultivo de células. ElI medio
de cultivo empleado para el aislamiento fangico fue agar papa dextrosa (8 g/L de
agar, almidén de papa de 250 g/L, 10 g/L de glucosa) el cultivo fue incubado a 23
°C por 7 dias. Una vez aisladas las cepas, estas fueron inoculadas en medio liquido
papa dextrosa. Luego de 7 dias el micelio fue esterilizado en autoclave a 1.5
atmosfera de presion, 120 °C, durante 30 minutos para luego ser colectado y lavado
2 veces con agua destilada. Cada 1 g de la biomasa fungica fue resuspendida en 5
mL de medio MS y homogeneizado por agitacion mecénica, este homogeneizado
fue esterilizado en autoclave nuevamente por 30 minutos. 1 mL de la suspension
miceliar fue empleada como elicitor incorporada a la quinta semana de cultivo de
callos, para ser recolectadas a la sexta, séptima y octava semana de cultivo, con los

cuales se formo un pool.

4.2.10.2 Preparacion del extracto celular

Las células recolectadas fueron desecadas en estufa (FAETA, Argentina) a 60 °C hasta

la pérdida total de humedad, la masa celular seca fue triturada en mortero para

posteriormente ser sometidas a maceracion en diclorometano por 96 horas a temperatura

ambiente y en oscuridad, el solvente fue evaporado a sequedad en rotaevaporador (Heidolph)



a 40 °C a presion reducida, obteniéndose asi el extracto diclorometénico. El residuo de la
extraccion fue redisuelto en diclorometano para realizar los estudios cromatograficos.

4.2.10.3 Estudios cromatograficos del extracto de células de G. longiflora

Para el fraccionamiento de los compuestos presentes en los cultivos celulares,

fueron empleadas técnicas cromatograficas como:

- Cromatografia en columna abierta, con gel de silice de 0,063-0,020 mm de
didmetro, con un volumen de elusion de 60 mL de diferentes mezclas: éter de
petréleo:diclorometano  (20%), diclorometano, diclorometano:metanol (5%),
diclorometano:metanol (30%), obteniéndose asi IV fracciones.

- Cromatografia en capa fina, las cuatro fracciones obtenidas por cromatografia en
columna abierta, fueron sometidas a cromatografia en capa fina utilizando placas
cromatograficas con soporte de silicagel de 250 um de espesor con base de
aluminio, con indicador de fluorescencia para luz ultravioleta (254 y 366 nm)
(Whatman, Germany). utilizando como sistemas de elusion mezclas de: n-Hexano-Et,0
(10%), CH,Cl;:Me,CO (5%), CH,Cl,:MeOH (5%) y CH,CIl;:MeOH (30%),
realizando la corrida cromatografica junto a alcaloides purificados de G. longiflora

para la comparacion de Rf’s.

Para identificar los componentes del extracto de células de G. longiflora el Factor de
Retencion (Rf) fue comparado con sustancias purificadas e identificadas obtenidas del

extracto de alcaloides totales de las hojas de la planta.

4.2.10.4  Estudios espectroscopicos del extracto de callos de G. longiflora

mantenidos en medio MS.

Los estudios espectroscopicos fueron realizados en el Instituto Universitario de Bio-
Organica “Antonio Gonzalez” de la Universidad de La Laguna-Tenerife-Espafia. Los
espectros de RMN *H fueron obtenidos en espectrémetros BRUKER AVANCE 300 y AMX500,
utilizando programas de HMQC y HMBC.

Para la realizacion de los experimentos los productos fueron disueltos en un

pequefio volumen de CDCI3 en un vial para la identificacion de alcaloides por analisis de



espectrometria de masas. Los espectros de masas de baja resolucion fueron realizados en
un espectrometro HEWLETT-PACKARD, modelo 5995 y VGMICROMASS ZAB-2F. La
determinacion de las formulas moleculares de fragmentos y de iones moleculares fue
realizada en un espectrOmetro VGMICROMASS ZAB-2F, a potencia de ionizacion de 15 o 70

CV, y FISONS INSTRUMENTS modelo VG Autospec.

4.2.11 Cultivo en suspension celular de Galipea longiflora en medio MS.

El cultivo de tejido vegetal puede ser realizado en medio sélido y/o liquido, pero, la
mayoria de los estudios de la produccion de metabolitos secundarios han sido llevados a
cabo en medio liquido, predominantemente con cultivo de células en suspension. Una vez
conocida las caracteristicas de crecimiento de las células en medio sélido, se estudio si el
comportamiento de crecimiento en medio liquido era similar al del medio sélido. El cultivo
en suspension celular fue iniciado a partir de callos desarrollados en medio sélido.

4 g de células fueron inoculados en 30 mL de medio liquido MS (sin agar) que
corresponde a la octava variante del arreglo trifactorial empleado en medio sélido (40 g/L
sacarosa, 1655,5 mg/L nitrogeno y 226,6 mg/L fosfato) contenido en matraces Erlenmeyer
de 120 mL (Pirex, Mexico). Una vez sellado con papel aluminio y parafilm, fueron puestos en
shaker orbital (Heidolph, Unimax 2010) a 100 rpm, con un diametro de agitacién de 50 mm, a
28 +2 °C en oscuridad continua en camara de incubacién. Cada ensayo fue realizado en tres
ensayos independientes y cada ensayo determinado por triplicado.

Una variante fue la supresion total del factor de crecimiento acido 2,4-
diclorofenoxiacético en el medio de cultivo, para conocer su influencia en la cinética de
crecimiento y en la produccion de alcaloides.

Se realizaron evaluaciones semanales del peso himedo para relacionar con el
crecimiento de las células. Con este fin, las células en suspensiéon fueron separadas del
medio de cultivo liquido utilizando papel filtro (Whatman® no. 10), y expuestas a temperatura
ambiente hasta observar pérdida de humedad en el papel, aproximadamente 6 horas a
aproximadamente 28 °C, El pellet celular fue colectado en cajas de Petri previamente
pesado y tarado para determinar el incremento de masa celular.

Ademas fue evaluado visualmente el aspecto celular y las caracteristicas de

agrupacion en cultivo liquido.



4.2.11.1 Deteccion de alcaloides en cultivos en suspension celular de Galipea
longiflora.

Luego de ser determinado el peso himedo del cimulo celular, se procedio al
desecamiento en estufa a 60 °C hasta la pérdida total de humedad (aproximadamente 30
horas), la masa celular seca fue triturada en mortero para posteriormente junto al
sobrenadante (medio de cultivo) ser sometidas a maceracion en diclorometano por 96 horas
a temperatura ambiente y en oscuridad, el solvente fue evaporado a sequedad en
rotaevaporador a 40 °C a presion reducida, obteniéndose asi el extracto crudo
diclorometénico. El residuo de la extraccion fue redisuelto en diclorometano para realizar
los estudios cromatograficos.

Finalmente fueron sometidos a Cromatografia en Capa Fina con éter de

petrdleo:diclorometano (EP:CH,CI, 20%) como eluyente.
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5.1. Ruta graveolens

5.1.1 Cultivo in vitro de R. graveolens

Con el fin de lograr la desdiferenciacién celular los explantes de hojas de R. graveolens
fueron sembrados en los medios de cultivo MS y 4X, adicionalmente fue evaluado el efecto
de la luz, puesto que, existen publicaciones con respecto al desarrollo de manera diferente
cuando se cultiva in vitro en oscuridad o a exposicién luminosa (3104,

A la evaluacion de crecimiento fue observado que:

- En el medio MS el cultivo de explantes de R. graveolens en 2 condiciones:
oscuridad continua y alternancia de oscuridad-luz de 12 horas (fotoperiodo), al
cabo de 35 dias de cultivo no produjo ninguna respuesta callogénica, en
ninguno de los dos casos.

- Luego de 21 a 28 dias de cultivo en el medio 4X en 2 condiciones: oscuridad
continua y alternancia de luz-oscuridad de 12 horas, fue observado el inicio de
la desdiferenciacion celular, en los bordes del corte de los explantes y sobre la
superficie abaxial de las hojas de R. graveolens, acorde a lo obtenido por Amoo

y De Castro (195109)

Basicamente la composicién quimica es similar siendo la principal diferencia la
ausencia de 2 factores de crecimiento en el medio MS con respecto al medio 4X. La
presencia de &cido naftalenacético y acido indol acético son esenciales para la
desdiferenciacién de las hojas de R. graveolens para su introduccion al cultivo celular.

El porcentaje de desdiferenciacion de los explantes de hojas introducidos en
condiciones in vitro en el medio 4X fue del 92 %, a partir de las células que desarrollaron
en estas condiciones fueron realizados 3 subcultivos subsecuentes cada 4 semanas
manteniendo separadas las que crecian en oscuridad y las que crecian en fotoperiodos de 12
horas.

La figura 4 muestra las caracteristicas de crecimiento de R. graveolens en oscuridad

y en fotoperiodo.
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Figura 4. Cultivo in vitro de Ruta graveolens en medio 4X. Segmentos de hojas
de R. graveolens fueron cultivados a 28+2 °C; los callos se muestran a las 6
semanas de iniciado el cultivo en condiciones de: a) oscuridad continua y b)
fotoperiodo de 12 horas.

El aspecto macroscépico varia cuando las células crecen en oscuridad y en periodos de
luz, la friabilidad es mayor en caso de exposicién a la luz al igual que existe mayor
coloracion verde en esta condicion de cultivo.

Cabe hacer notar que no existié crecimiento de microorganismos contaminantes en la
introduccién de las hojas a condiciones in vitro; es conocido que las hojas de R. graveolens
es utilizada por sus propiedades antifungicas y antibacterianas entre otras, esto permitio

obtener un 100% de crecimiento a partir de la desdiferenciacion celular.

5.1.2 Cinética de crecimiento de callos de R. graveolens

Luego de tres subcultivos en el siguiente cambio de medio fue determinado el
aumento de peso humedo final con respecto al peso humedo inicial (coeficiente de
crecimiento) cada 7 dias de cultivo. Los resultados de la evaluacién de la cinética de

crecimiento celular de R. graveolens son mostrados en la figura 5.
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Figura 5. Cinética de crecimiento de callos de R. graveolens. Callos cultivados i vitro, a)
en medio MS y b) en medio 4X, en condiciones de oscuridad continua y fotoperiodo de
12 horas a 28+2 °C.

El cultivo de explantes de R. graveolens en el medio MS a exposicion a fotoperiodo
0 en continua oscuridad no dio lugar a la desdiferenciacion en callos (figura 5a).

En el medio 4X (figura 5b), el crecimiento de callos en condiciones de fotoperiodo
de 12 horas alcanza el valor maximo de 2,18 a la quinta semana de cultivo. Cuando el
cultivo es en condiciones de oscuridad continua, el méximo valor de crecimiento es de
1,84 a la sexta semana de cultivo. Luego de este tiempo de cultivo, a la observacion de los
cultivos se aprecié la pérdida de humedad y friabilidad celular.

Las condiciones para la obtencion de callos de R. graveolens en el IIFB (Instituto de
Investigaciones Farmaco Bioquimicas) son: medio de cultivo 4X, 28+2 °C de temperatura,

exposicién a fotoperiodo de 12 horas.

5.1.3 Determinacion de la presencia de alcaloides en cultivo de callos de R.

graveolens.

Una parte de las hojas de R. graveolens fue utilizada para la introduccion a cultivo
de callos y otra parte fue conservada para realizar la extraccion quimica.

La deteccion de alcaloides en los callos y en las hojas de R. graveolens fue
realizado por la Reaccion de Dragendorff y por Cromatografia en Capa Fina, utilizando
como control positivo muestras de extracto crudo de las hojas de R. graveolens y un control



negativo que contenia el mismo volumen de reactivos utilizados sin muestra alguna. El

resultado es mostrado en la tabla 8.

Tabla 8. Deteccidn de alcaloides en hojas y callos de R. graveolens

Metodo de deteccion | Reaccion de Cromatografia
Muestra Dragendorff | en Capa Fina
Hojas de R. graveolens + +
Callos de R. graveolens + +
Control Negativo - -

En la tabla anterior se puede apreciar la presencia de alcaloides en las hojas y los
callos de R. graveolens determinada por la reaccion de Dragendorff y por Cromatografia
en Capa Fina.

A partir de hojas de R. graveolens fue establecido el crecimiento de callos en el
IIFB. Adicionalmente, fue evidenciado que los callos mantienen la capacidad de sintetizar
alcaloides in vitro con relacion a las hojas del arbusto del cual se partieron para el
experimento.

Una vez obtenidos los resultados del cultivo in vitro de R. graveolens hemos iniciado
el estudio experimental de otra Rutacea de interés en el IIFB, Galipea longiflora en

condiciones similares a las ensayadas en R. graveolens.

5.2 Galipea longiflora

5.2.1 Cultivo in vitro de Galipea longiflora.

Los explantes de hojas de G. longiflora fueron sembrados en los medios de cultivo
MS y 4X en condiciones de oscuridad continua, aproximadamente a los 25 dias de cultivo,
se pudo apreciar la formacion de callos, en 8% del total de explantes sembrados. El cultivo
no fue expuesto a fotoperiodos de luz por antecedentes de que la luz hace que el
crecimiento es disminuido en esta condicién ¢,

La proporcion de contaminacion fungica con relacion a R. graveolens es elevada, de
acuerdo a nuestra experiencia atribuimos la presencia de hongos en el cultivo debido a que

estos tienen caracteristicas endofiticas que no son afectados en el proceso de desinfeccion.



5.2.2 Cinética de crecimiento celular de G. longiflora.

Luego de tres subcultivos en el siguiente cambio de medio fue determinada la
cinética de crecimiento de los callos de G. longiflora. Los resultados pueden ser observados
en lafigura 6ayhb.
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Figura 6. Cinética de crecimiento celular de G. Jongiflora en medio 4X y MS.
Células de G. longiflora fueron sembradas en medio a) 4X y b) MS, a 28+2 °C en
oscuridad continua.

En cinco semanas de cultivo el méximo valor de coeficiente de crecimiento es 2,21
en el medio 4X, este valor es duplicado a 4,36 cuando las células fueron cultivadas en el
medio MS.

La composicion nutricional del medio de cultivo 4X no es adecuada para lograr el
crecimiento de células de G. longiflora de tal manera que el crecimiento forme una curva
sigmoidea (figura 6a). A la observacion macroscopica, el aspecto celular no presento
cambios notables, sin aparente pérdida de viabilidad; los callos en medio 4X son menos
hidratados comparando al cultivo de callos en medio MS.

La figura 6 b, correspondiente a celulas de G. longiflora en medio de cultivo MS
muestra una tipica tendencia de crecimiento celular, con la fase de adaptacion prolongada
hasta la tercera semana, la fase de crecimiento abarca entre la tercera y cuarta semana,
alcanzando el maximo valor de coeficiente de crecimiento a la quinta semana.

A la observacion macroscopica de los cultivos, fue evidenciado que existe
disminucion de la friabilidad y aumento del turgor en la superficie del agregado celular

luego de la quinta semana de cultivo, estos cambios pueden ser atribuidos al agotamiento



de nutrientes del medio de cultivo y/o al decremento del contenido de agua por
evaporacion.
Las condiciones para la obtencion de callos de G. longiflora en el 1IFB son: medio

de cultivo MS, 28+2 °C de temperatura, a oscuridad continua.
5.2.9 Deteccion de alcaloides en cultivo de callos de G. longiflora.

La deteccion de alcaloides en los callos y en las hojas de G. longiflora fue realizada
por la reaccion de Dragendorff y por Cromatografia en Capa Fina; el resultado es

presentado en la tabla 9.

Tabla 9. Deteccidn de alcaloides en hojas y callos de G. longiflora.

Meétodo de deteccion | Reaccidn de Cromatografia
MM Dragendorff | en Capa Fina
Hojas de G. longiflora + +
Callos de G. longiflora + +

Control Negativo - -

En la tabla anterior se puede apreciar la presencia de alcaloides en las hojas y los
callos de G. longiflora determinada por la Reaccion de Dragendorff y por Cromatografia
en Capa Fina. Los callos mantienen la capacidad de sintetizar alcaloides con relacion a las

hojas de las cuales fue iniciado el cultivo para realizar el ensayo.

5.2.10 Peso humedo Vs didametro del cultivo del agregado celular de G. longiflora.

Como parte de los ensayos en forma paralela a la evaluacion del crecimiento de G.
longiflora, fueron determinadas las variaciones del diametro del agregado celular con
respecto a la determinacion del peso humedo en el tiempo de cultivo mantenido en el medio
MS, planteando el monitoreo de la variacién del crecimiento mediante la medicién del
diametro del agregado celular, esto permitiria evaluar el crecimiento sin alterar el tejido ni

el ambiente en el cual se encuentra “°”). Los resultados se observan en la figura 7.
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Figura 7. Correlacion entre el didmetro y peso himedo de callos de G. longiflora.
Determinacion del didmetro y el peso hiimedo en cultivo de callos de G. longiflora
durante la cuarta y quinta semana de cultivo en medio MS.

El coeficiente de correlacion lineal entre el diametro y peso humedo del agregado
celular es de 0.8719, la relacién fue menor conforme el tiempo de cultivo fue prolongado,
esto es atribuido a la caracteristica de expansion de las células vegetales en cultivos in
vitro, el crecimiento es de tipo bidimensional, por un lado el crecimiento del agregado
celular es horizontal y por otro lado, existe un crecimiento vertical, el valor del coeficiente
de crecimiento de acuerdo al diametro es menor, porque no se tomd en cuenta el
crecimiento vertical. Ademas, se conoce que el comportamiento celular normal es el
resultado de una compleja cascada de programas genéticos que son sensibles a la
disrupcion de stress bioticos y/o abioticos. El cultivo per se puede ser muy estresante para
las células vegetales e involucran procesos mutagénicos durante el establecimiento del
explante, la induccion del callo, etc. a esto se atribuiria la diferencia de crecimiento de
diferentes clones celulares con variacion en el comportamiento.

Se trabajé con los grupos celulares mas homogéneos posibles, no obstante, el
inoculo celular presentd cierta variacion. Para minimizar la respuesta variable del
tratamiento atribuible a la naturaleza heterogénea del inéculo celular, fue considerado el
coeficiente de crecimiento en forma individual para cada grupo celular como se detalla en
Material y Métodos.

A partir de los resultados fueron realizadas las determinaciones del coeficiente de

crecimiento en base al peso humedo



5.2.5 Efecto de la variacion en la fuente de nutrientes del medio de cultivo MS
en el crecimiento de callos de G. longiflora.

Es esencial estudiar el efecto de los diferentes componentes de los medios de
cultivo para seleccionar el més apropiado ya sea para el crecimiento celular o con el fin de
obtener algln producto en particular. Una vez obtenida suficiente masa celular en cultivo in
vitro, se estudio la variacion de los macronutrientes: sacarosa, nitrogeno y fosfato,
considerados por su directa relacion con el metabolismo primario, los cuales fueron
modificados a partir del medio basal MS; la influencia de los cambios de concentracion en

el crecimiento celular determinado por peso se aprecian en las siguientes figuras.
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Figura 8. Efecto del incremento de la concentracién de sacarosa, nitrégeno,
y fosfato sobre el crecimiento de G. longiflora en medio MS. Determinacion del
coeficiente de crecimiento por peso himedo al variar las concentraciones en forma
idividual (ver tabla 7). 5 semanas de cultivo a 28+2 °C en oscuridad completa. Los
datos representan el promedio de 3 ensayos independientes realizados por
triplicado.

(La desviacion estandar de los resultados de las figuras 8, 9 y 10 se registran en el
Anexo 7)

El incremento de nitrdgeno hace que el coeficiente de crecimiento alcance el valor
maximo (4,68) a la cuarta semana de cultivo, comparando con el valor maximo alcanzado

en el medio basal MS (3.96) a la quinta semana de cultivo.



En vegetales el nitrogeno es considerado como el cuarto elemento més abundante
después del carbono, hidrogeno y oxigeno. Como componente de proteinas, coenzimas,
nucleotidos y clorofila esta implicado en todos los procesos de crecimiento y desarrollo
vegetal, las plantas generalmente emplean nitrato como fuente de nitrogeno, y se cree que
los cultivos in vitro no tendrian dificultad en usar el nitrato como fuente de nitrégeno 2.
Tipicamente, los medios de cultivo contienen como fuente de nitrégeno dos compuestos
principales, el nitrato inorganico y el amonio. A decir del amonio, es la fuente mas
préxima de nitrogeno reducido y posiblemente es absorbido como amina, se sabe de su
profunda influencia en la utilizacion del nitrato reflejado en el incremento del crecimiento,
la reduccidn del crecimiento en cultivos celulares con elevadas concentraciones de amonio,
puede reflejar la inhibicion de sistemas enzimaticos %1% aspecto que se considero, al
suministrar el nitrégeno como combinacion de las dos formas i6nicas NH;" y NO3 en el
medio de cultivo.

Con respecto a la fuente de fosforo, éste es uno de los nutrientes primarios o
macronutrientes para las plantas, se encuentra en todas las células vegetales, forma parte de
los &cidos nucleicos, adenosin-fosfatos, piridin nucleétidos. El fésforo se encuentra en la
mayoria de las plantas en concentraciones entre 0.1 a 0.4 %, es absorbido en forma i6nica
como H,PO4 y HPO,™ (ortofosfatos), este compuesto fue adicionado al medio de cultivo
en la forma de KH,PO,. Con el incremento de fosfato el coeficiente de crecimiento
alcanzado es de 5,84 a la quinta semana de cultivo.

Por otra parte, se conoce que las células en cultivo pueden crecer consumiendo un
amplio rango de carbohidratos, pero los mejores resultados se han obtenido con sacarosa y
glucosa dependiendo de la especie *%11112 Usuyalmente las concentraciones de sacarosa
empleadas para cultivo celular estan en el rango de 2 a 4 %, en algunos casos se emplea una
concentracion de hasta el 12%, son esenciales los cambios fisioldgicos celulares en
respuesta a la privacion o exceso de carbohidratos, la concentracion oOptima varia de
acuerdo a la especie vegetal ‘', Resultados previos ponen de manifiesto una marcada
acumulacién de biomasa en medios de cultivo que contienen gran cantidad de azucar,
debido a un prolongado periodo de crecimiento y a la vez relacionado con la produccion de
metabolitos secundarios “¢'9 el coeficiente de crecimiento maximo obtenido es de 4.42 a

la quinta semana de cultivo



En general el incremento en la concentracion de las tres fuentes de manera
independiente, permite obtener mayor cantidad de biomasa celular, comparado con la masa
celular obtenida con el medio basal MS. Otro punto en comun, es que fue requerida una

fase de adaptacion de tres semanas para luego continuar con la fase de crecimiento celular.

El incremento simultaneo de dos nutrientes tuvieron los efectos mostrados en la

figura 9.
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Figura 9. Efecto del incremento dual de la  concentracion de sacarosa,
nitrogeno, y fosfato sobre el crecimiento de G. longiflora en medio MS.
Determinacion del coeficiente de crecimiento por peso humedo al variar la
concentracion en forma dual (ver tabla 7). 5 semanas de culivo a 28+2 °C a
oscuridad completa. Los datos representan el  promedio de tres ensayos

independientes realizados por triplicado.

En general el incremento en la concentracion de dos fuentes de nutrientes permite
obtener mayor crecimiento, en comparacion con el crecimiento obtenido en el medio basal
MS (3.96), el incremento de nitrdgeno-fosfato alcanza un coeficiente de crecimiento de

4,78, el de sacarosa-nitrogeno 4.03, y el de sacarosa-fosfato 6.06.



El incremento simultaneo de tres nutrientes permite obtener los siguientes

resultados.
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Figura 10. Efecto del incremento conjunto de sacarosa, nitrégeno, y fosfato
sobre el crecimiento de G. longiflora en medio MS. Determinacion del
coeficiente de crecimiento por peso hiimedo al incrementar la concentraciéon (ver
tabla 7. 5 cinco semanas de cultivo a 28+2 °C a oscuridad completa. Los datos
representan el  promedio de tres ensayos independientes realizados por
triplicado.

El incremento simultaneo de los tres nutrientes permite obtener al maximo de
coeficiente de crecimiento 6.57 a la quinta semana de cultivo.

En los anteriores ensayos fue realizado el seguimiento durante cinco semanas de
cultivo, solamente en los casos de incremento de nitrdgeno y nitrdgeno-sacarosa se logra
alcanzar la fase estacionaria; para determinar el momento en el cual el crecimiento se
detiene, fue evaluado el comportamiento en idénticas condiciones a las que se obtuvo

mayor formacién de biomasa, el crecimiento se puede apreciar en la figura 11.
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Figura 11. Cinética de crecimiento de callos de G. longiflora en medio MS al
incrementar nitrogeno, fosfato y sacarosa. Células cultivadas en medio MS, en
condiciones de oscuridad completa a 28+2 °C, en 7 semanas de cultivo.

Entre la quinta y la séptima semana de cultivo el crecimiento alcanza la fase
estacionaria, los cambios en la ultima etapa de cultivo, son atribuibles a diferentes factores:
la deplecion de la concentracién de nutrientes por el consumo celular, el tiempo de cultivo
que hace que muchos componentes (factores de crecimiento, vitaminas, aminoacidos, etc.)
sean labiles a las condiciones expuestas; por otra parte, la acumulacién de metabolitos
secundarios o de desecho del metabolismo hacen que estos lleguen a ser téxicos en el
medio celular, alterando asi la fisiologia normal de la célula y su viabilidad ©®. La
disminucion del peso puede ser atribuida a la pérdida de contenido de agua en la célula,
debido al prolongado tiempo de cultivo, estas circunstancias dieron lugar a agregados
celulares menos friables especialmente en la superficie (Mas detalles ver anexo 6).

La figura 12 muestra las caracteristicas morfoldgicas del cultivo de callos de G.

longiflora a la quinta semana de cultivo.



Figura 12. Cultivo in wvitro de callos de G. longiflora. 1a fotografia

corresponde a la quinta semana de cultivo en medio MS, en condiciones de
oscuridad completa a 28+ 2 °C.

Basados en el analisis estadistico STATISTICA v.6 (StaSoft Inc., USA), la influencia

individual y conjunta de las variaciones ensayadas se puede apreciar en la tabla 10.

Tabla 10. Anilisis estadistico de la variacién de la concentracién de sacarosa, nitr6geno
y fosfato en el medio MS y su influencia en el crecimiento de callos de G. longiflora.

Beta Std.Err. |B Std.Err. [t(4) p-level
Intercept 0.167500 |0.057500 |2.913043 |0.043545
Sacarosa [g/L] 0.413795 0.366049 0.065000 |0.057500 (1.130435 |0.321483

Nitrogeno [mg/L] [-0.254643 |0.366049 |-0.040000 [0.057500 |-0.695652 |0.524947

Fosfato [mg/L] 0.477455 0.366049 |0.075000 |0.057500 {1.304348 |0.262104

Regression Summary for Dependent Variable: Vel. de crecimiento
d-1 (Spreadsheetl)
R = .68119925 R? = .46403242 Adjusted R?= .06205674
F(3,4)=1.1544 p<.42977 Std. Error of estimate: .08132

El incremento de sacarosa en el medio de cultivo es estadisticamente significativo
sobre el crecimiento celular, puesto que, el valor de p (0.321483) esta por debajo del p
aceptado (0.42977). De manera contraria, la variacion de la fuente de nitrégeno no es

significativo (0,524947), por ser el valor de p mayor al aceptado, el incremento de



nitrogeno no afecta al crecimiento celular. El incremento de la concentracion de fosfato en
el medio de cultivo es el que tiene mayor influencia (comparado con la sacarosa) sobre el
aumento de la formacion de masa celular con un valor de p = 0.262104.

A decir del incremento de fdésforo, se afiadio como fosfato didcido de potasio
(KH,PO,), como fosfato participa en todas las reacciones energéticas del metabolismo
celular, tales como procesos anabélicos y transferencia de los caracteres hereditarios 2.
El potasio es el Gnico cation monovalente esencial no solamente para los vegetales, sino
también para casi todos los seres vivos, el principal papel del potasio es el de actuar como
activador de numerosas enzimas; no estd aun aclarado el porqué para una accion
simplemente catalitica como es la de actuar como activador enzimatico las plantas
requieren concentraciones relativamente elevadas de potasio. Algunos investigadores
sugieren, que el potasio mantiene un ambiente i0nico apropiado para preservar la estructura
tridimensional en orden, el potasio también parece desempefiar un papel importante en el
transporte de azucares por el floema, y de hecho el potasio estd implicado en la teoria
electro-osmética de transporte de solutos por el floema 2 aspectos que afectan la
fisiologia celular vegetal al momento de su estudio.

El intercepto que evalta la influencia conjunta de los tres nutrientes es altamente
significativo con un valor de p = 0.04354 muy por debajo de la p aceptada 0,42977, esto
indica que la interaccion de el incremento de nitrégeno, fésforo y carbono favorecen el
crecimiento celular. Existe referencia literaria en cuanto a la relacion entre dos 0 mas
componentes en el metabolismo celular, asi nos referimos a la absorcion de amonio que
suele provocar en las plantas una gran demanda de carbohidratos, puesto que al poder ser
utilizado inmediatamente en la sintesis de aminoacidos se requiere un suministro adecuado
de esqueletos carbonados que por aminacion se transformaran en aminoacidos. En cambio,
la absorcidn de nitrato no provoca este efecto ya que tiene que ser primeramente reducido,
por ello, la demanda de carbohidratos es menor. El ion amonio puede actuar como
activador de varias enzimas, generalmente los mismos para los que el potasio actia como
catién activador desencadenando o catalizando varias vias sintéticas ™). Otro dato con
respecto a la interaccion es que el incremento de fosforo facilita la utilizacién de azucar y

nitrégeno ™%, Otro factor que podria influir, son las condiciones fisicas de cultivo, por



ejemplo en oscuridad continua o completa, la reduccion de nitratos corre a expensas del
contenido de carbohidratos %),

Con la variacion de sacarosa y fosfato que individualmente presentan significancia
estadistica fue realizado el andlisis de superficie de respuesta. Esto permitié un adecuado y
eficiente control del modelo de polinomio de segundo grado Statistica v.6 (Statsoft Inc,
EE.UU.) para el andlisis de datos estadisticos. Los resultados fueron analizados con
ANOVA factorial (p > 0,05).

Velocidad de crecimiento d?

Figura 13. Anlisis de Superficie de Respuesta de la Velocidad de Crecimiento (d™).
Segun variacion en la concentracién de sacarosa y fosfato del medio MS.

El mapeo de la superficie de respuesta de la velocidad de crecimiento seguin el
incremento de la concentracion tanto de sacarosa como de fosfato, sefiala que el incremento
favorece la velocidad de crecimiento y la tendencia para obtener mayor masa celular esta
direccionada a seguir aumentando las concentraciones hasta llegar a la region del punto

idoneo, en el que la formacion de biomasa sea optimizada.



5.2.6 Efecto de la variacion en la fuente de nutrientes del medio de cultivo MS

en la actividad oxidasa y peroxidasa de callos de G. longiflora

Como parte del estudio fue evaluado el efecto de la variacion de Ci,H2,011,
NH4NO;3; y KH,PO, sobre la actividad enzimatica oxidasa y peroxidasa en el curso del

crecimiento celular, en la figura 14 se pueden observar los resultados obtenidos.
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Figura 14. Efecto del incremento de sacarosa, nitrogeno y fosfato en la actividad
enzimatica de callos de G Jlongiflora. Mediante arreglo trifactorial fue variado la
concentracion de nutrientes en el medio MS (ver tabla 7), para evaluar el efecto en la
actividad a) Oxidasa y b) Peroxidasa. Los datos representan el promedio de tres ensayos
independientes realizados por triplicado, mantenidos a 28 + 2 °C en oscuridad continua.
(La desviacion estandar de los resultados se registra en el Anexo 7).

De manera general, la cuantificacion de la actividad oxidasa presenta incremento
hasta la tercera semana para luego disminuir progresivamente (Figura 14 a); el punto de
mayor actividad coincide con la etapa de cambio entre la fase de acondicionamiento y la

fase de crecimiento activo, en este punto de inflexion el cambio de las caracteristicas de la



etapa de crecimiento podrian definir el cambio de perfil de actividad oxidasa a este tiempo
de cultivo de callos de G. longiflora. Existen reportes del cultivo celular de Acer
pseudoplatanus donde la produccién de oxidasa (lacasa) es independiente del crecimiento
celular 9,

En la figura 14 b se aprecia el efecto de la variacion de las concentraciones de
nutrientes en la actividad peroxidasa en 5 semanas de cultivo, la mayor actividad se
presenta a la primera semana de cultivo, para luego, como tendencia general disminuir
gradualmente conforme es prolongado el tiempo de cultivo y el crecimiento celular
aumenta. Independientemente de la variacion de la fuente de nitrogeno, carbono y fosfato
en el medio de cultivo, el decremento de la actividad peroxidasa esta relacionado con la
etapa de crecimiento celular, en concordancia con otros autores (¢0€7: 116:117118.119.120,121)
(Detalles de la correlacion de la actividad peroxidasa y crecimiento de G. longiflora en
Anexo 8).

El analisis de ANOVA de 2 factores (p<0.05) tanto para la actividad oxidasa como
para la peroxidasa indica que las diferencias no son significativas para la variacion de las
concentraciones de nutrientes ensayadas, sin embargo, la diferencia es significativa con el
tiempo de cultivo en ambos casos.

La marcada actividad de las peroxidasas cuando la célula no esta en crecimiento,
orienta a otorgarles un rol crucial en el metabolismo secundario, como fue demostrado en
Catharantus roseus, en la cual se evidencio la participacion de oxidasas y peroxidasas en la
sintesis de alcaloides ??. Afiadiendo que, el primer paso en la oxidacion del quinol es la
formacion de la semiquinona, proceso catalizado por la lacasa, con la transferencia de un
electron desde el sustrato al cobre de la enzima, el segundo paso es una reaccion no
enzimatica entre dos moléculas de semiquinonas para dar una molécula de quinona y una

de quinol %

. Esto proporciona pautas para la optimizacion de la obtencién de un
determinado metabolito (moléculas intermedias o productos), dando lugar a la posibilidad
de intervenir determinadas rutas metabdlicas, para direccionar la sintesis de un producto de
interés, esta intervencion de las rutas metabolicas también se puede lograr con la
manipulacion de la actividad de enzimas empleando procesos como el biodireccionamiento,

la biotransformacion entre otras herramientas de la biotecnologia vegetal.



5.2.7 Estudios para la deteccion de alcaloides a partir de extractos de callos de G.
longiflora

5.2.7.1 Estudios cromatogréaficos para la deteccion de alcaloides a partir de

extractos de callos de G. longiflora.

El cultivo in vitro de células de G. longiflora fue realizado a partir de hojas debido a
que esta parte de la planta fue asequible a la desdiferenciacion celular. En reportes de
ensayos de la evaluacion de la actividad bioldgica in vitro, los alcaloides presentes en las
hojas de G. longiflora poseen actividad leishmanicida (dosis letal media) a menores
concentraciones, en comparacion con los alcaloides de la corteza y de la raiz 2%,

El estudio de la composicion de alcaloides en las hojas reportan la presencia de
sikimanina (1.7%), 2-fenilquinolina (29%), 2-n-propilquinolina (12.5%), 2-(E)-pro-1'-
enilquinolina (chimanina B) (16.7%), 4-metoxi-2-(E)-prop-1"-enilquinolina (chimanina C)
(0.5%), 2-(1",2"-transepoxipropil)-quinolina (chimanina D) (1.7%) ), de acuerdo a la
composicion de alcaloides de las hojas, se espera que los mismos componentes puedan ser
hallados en las células de G. longiflora cultivadas in vitro; aludiendo a la caracteristica de
desdiferenciacién en cultivo celular que las hace células totipotenciales capaces de
especializarse en cualquier célula de la planta, por ende, con la capacidad de biosintetizar
diversos productos.

Una vez secadas y trituradas las células de G. longiflora obtenidas por cultivo in
vitro: en medio MS con acido 2,4 diclorofenoxiacético (CH, 10.2 g), medio MS sin acido
2,4 diclorofenoxiacético (SH, 9.9 g) y medio MS con exposicién a elicitacion con hongos
propios de la planta (CONT, 6.2 g), fueron maceradas con diclorometano por 96 horas a
temperatura ambiente, al abrigo de la luz; algunos aspectos de los procesos de secado,

extraccion y fraccionamiento pueden ser apreciados en la figura 15.



Figura 15. Proceso de extraccion de alcaloides de callos de G. longiflora. a)
Trituracion de callos secos en mortero, b) maceracion con diclorometano por cuatro
dias en oscuridad, ¢) fraccionamiento en columna abierta del extracto diclorometanico.

Posteriormente se procedié a la filtracion y separacion del disolvente, para obtener
los correspondientes extractos diclorometanicos de callos de G. longiflora. Los
rendimientos obtenidos en cada uno de ellos son mostrados en la figura 16.
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Figura 16. Porcentaje de rendimiento de extraccién diclorometinica a partir de callos de
G. longiflora. Callos cultivados en medio MS a diferentes condiciones: CH=con 2,4-D;
SH=sin 2,4-1) y CONT=elicitacién fingica, expuestos a extraccion diclorometanica.



Usualmente los alcaloides estdn en bajos niveles de concentracién, alcanzando
menos del 2 % de peso del material vegetal seco cuando es obtenido de la planta entera .
El rendimiento del peso de extraccion de callos de G. longiflora, alcanza el valor por
debajo del porcentaje obtenido de plantas, de 0,63 % (64 mg), 0,71 % (70 mg) y 0,6 % (37
mg) para el cultivo celular con el factor de crecimiento 2,4-D (CH), sin 2,4-D (SH) y las
expuestas a elicitacion fungica (CONT) respectivamente.

Si bien existen protocolos de aislamiento de alcaloides relativamente sencillos, no
todos los grupos siguen el protocolo, usualmente, debido a su estructura particular, ellos
pueden quedar escondidos cuando la técnica de aislamiento standard es empleada ©”. Es asi
que se evalud 4 diferentes sistemas de elusion con diferente polaridad.

Posterior a la extraccién con CH,Cl, cada uno de los extractos fue fraccionado por
cromatografia en columna abierta, utilizando como sistema de elusion mezclas de éter de
petroleo:diclorometano (EP:CH,CI, 20%) fraccion |, diclororometano (CH,CI,) fraccién Il,
diclorometano:metanol (CH.Cl,:MeOH 5%) fraccion Il y diclorometano:metanol
(CH.ClI;:MeOH 30%) fraccién IV, con un volumen de elusion de 60 mL, obteniéndose en
cada caso cuatro fracciones, los resultados del rendimiento pueden ser observados en la

figura 17.

Fraccion
IV

o

whd

c

2

g @ M Fraccion

s 9 I

c C

o O L,

; (3] = Fraccion
o

T © II

Iw h - 7

© 9 @ Fraccidn

t° 111

)

(6]

p =

S

o

CH B SH CONT
Extraccion del cultivo celular

Figura 17. Porcentaje de rendimiento de 4 fracciones a partir del extracto
diclorometinico. Fracciones de la cromatogralia en columna con EP:CH:Cl: 20%

(fraccion 1), CHCle (fraccion 1), CH2Cl::MeOH 5% (fraccion III) y CH2Cla:MeOH
30% (fraccién 1V) a partir del extracto diclorometanico.



La mayor fraccion obtenida es con diclorometano: metanol 5%, (fraccion I11) en los
tres casos con 56,79 % (36,3 mg); 49,64 % (35,2 mg) y 53,89 % (19,9 mg), siendo la menor
fraccion obtenida con diclorometano (fraccion 1) 10.61 % (6,7 mg); 4,28 % (3 mg), 8.04 %
(2.9 mg).

Las cuatro fracciones obtenidas fueron sometidas a cromatografia en capa fina
utilizando como sistemas de elusion mezclas de: n-Hexano-Et,O (10%), CH,Cl,:Me,CO
(5%), CH.Cl;:MeOH (5%) y CH,Cl,:MeOH (30%), realizando la corrida cromatogréafica
junto a alcaloides purificados de G. longiflora para la comparacion de Rf's.

En todas las combinaciones de solventes, la banda presente con mayor intensidad
fue la que tenia el Rf correspondiente a la 2-fenilquinolina; ademas, se observé en menor
proporcion y frecuencia bandas con Rf's que corresponden a los alcaloides, 2-(3,4-
metilendioxi)feniletilquinolina, 2-n-pentilquinolina, 4-metoxi-2-fenilquinolina, 2-(3,4-
dimetoxi)feniletilquinolina. (Anexo 9)

Con respecto a las condiciones de cultivo: se realiz6 la diferencia entre el medio con
y sin el factor de crecimiento acido 2,4-diclorofenoxiacético, puesto que existen
publicaciones con respecto a que el acido 2,4-diclorofenoxiacético y la kinetina inhiben y
promueven respectivamente de manera importante la sintesis de algunos metabolitos
secundarios en cultivo celular de plantas ®**?, se suprimié la presencia de este factor de
crecimiento manteniendo el de kinetina, y no fue observado diferencias en las bandas de
cromatografia. Probablemente sea necesario mayor cantidad de subcultivos para que el
efecto de la ausencia de este factor de crecimiento sea expresado fenotipicamente en el
metabolismo celular.

De acuerdo a los resultados de produccion de alcaloides en callos con elicitacion
fangica en las cuatro fracciones, estas células no sintetizan ningiin componente alcaloideo
exclusivo con respecto al cultivo celular sin la exposicion fangica realizada.

No obstante, no se descarta el efecto elicitor de estos u otros microorganismos para
la produccion de alcaloides quinolinicos, variables adicionales deben de ser evaluadas para

estimular el metabolismo secundario (#34894.126.127)



5.2.7.2 Estudios espectroscopicos del extracto de callos de G. longiflora mantenidos en

medio MS.

El compuesto de mayor y mas frecuente presencia de Rf de las 3 fracciones fue

aislado mediante Cromatografia en Capa Fina (0,3 mg), en el anélisis del Espectro de

Masas presenta un pico con la relacion masa/carga (m/z) de 205,0921 que corresponde a la

férmula molecular de C15H31N, como se puede observar en la siguiente figura.
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Figura 18. Espectro de Masas del producto de extraccién de callos G. longiflora.

Corresponde al Rf de 2-fenilquinolina en Cromatografia en Capa Fina
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Figura 19. Espectro de RMN'H del producto de extraccién de callos G. longiflora.
Corresponde al Rf de 2-fenilquinolina en Cromatografia en capa fina (300MHz)

El espectro de RMN'H presento un triplete a 0 7,49 (1H, t, J= 7,2 Hz, H-4"); un
multiplete a 0 7,51 (1H, m, H-7); present6 cuatro sefiales como tripletes a 0 7,54 (1H, t, J=
6,2 Hz, H-3"); a 6 7,54 (1H, t, J= 6,2 Hz, H-5"); a 0 7,73 (1H, t, J= 7,8 Hz, H-8) a 6 7,83
(1H, t, J= 8,0 Hz, H-6); cinco senales como dobletes a 0 7,88 (1H, d, J= 8,6 Hz, H-3); a 0
8,17 (1H, d, J=5,2 Hz, H-9); a 0 8,20 (1H, d, J= 5,6 Hz, H-2"); a 0 8,20 (1H, d, J= 5,6 Hz,
H-6") y a 0 8,64 (1H, d, J= 8,6 Hz, H-4). Estos datos comparados con los reportados
previamente permiten confirmar que las sefiales corresponden a la estructura de la 2-
fenilquinolina .

Naturalmente en las hojas de G. longiflora los alcaloides totales representan cerca
del 0.5 % en peso, del total de alcaloides la 2 fenilquinolina representa cerca del 30 %, esto
corresponderia aproximadamente a 0,15 % en peso de las hojas. La fraccion mayoritaria
obtenida en células cultivadas in vitro de G. longiflora corresponde a la 2-fenilquinolina, se

evidencio que los callos mantienen la capacidad de sintetizar la 2-fenilquinolina (entre otros



alcaloides), este es un alcaloide que aislado de las hojas presenta actividad bioldgica

leishmanicida y tripanocida segtin previos estudios de la planta %%,

Figura 20. Estructura de la 2-fenilquinolina. Aislado de cultivo de callos de G.
longiflora.

5.2.8  Cultivo de Galipea longiflora en suspensién celular en medio MS.

El cultivo en medio liquido otorga varias ventajas: provee un ambiente homogéneo
de crecimiento y agitacion uniforme, facilita la absorcién de nutrientes por el explanto,
simplifica la manipulacion para el cambio de medio, diluye con mayor facilidad cualquier
exudado de la planta, facilita la extraccién de los productos de interés del medio de cultivo
sin destruir las células, permite realizar elicitaciones consecutivas, etc. por estas ventajas,
los cultivos de células en suspension son los sistemas mas ampliamente empleados. Parte
de este estudio fue evaluar el comportamiento celular en medio liquido, dado que, al utilizar
medios de cultivo en fase liquida, es factible la adaptacion a gran escala en biorreactores,
luego de conocer todos los requerimientos para una mayor produccion.

Luego de cinco subcultivos en medio s6lido MS con incremento de las fuentes de
nitrégeno, fosforo y carbono, los callos se tornaron mas friables, con caracteristicas
estructurales macroscopicas homogeneas y con mayor crecimiento, estos fueron utilizados
para iniciar cultivos en suspension celular en medio liquido MS con incremento de los tres
nutrientes.

Ademas de la variante fisica por la ausencia de agar, otra variante fue la supresion

del factor de crecimiento acido 2,4 diclorofenoxiacético, se evalud el efecto de este factor



de crecimiento en la cinética de crecimiento, los resultados pueden ser observados en la

figura 21.
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Figura 21. Crecimiento de células en suspensién de G. longifloraa en medio MS.
Células de G. longiflora cultivadas con 2,4-D y sin 2,4-D en medio liquido MS; en
condiciones de oscuridad completa, agitacién a 100 rpm, 28+2 °C.

En medio s6lido MS se obtuvo el coeficiente de crecimiento maximo de 6,57 segun
peso humedo, comparado con las células cultivadas en medio liquido, que alcanzaron un
coeficiente de crecimiento maximo de 1,52 y 1,48 con y sin 2,4 D respectivamente.

No existe gran variacion en la formacion de masa celular cuando el cultivo se lleva
en presencia o ausencia del factor de crecimiento acido 2,4 diclorofenoxiacetico,
probablemente este efecto acrecentaria con subcultivos sucesivos en similares condiciones,
puesto que, para algunas especies es necesario varios subcultivos para que se exprese
fenotipicamente la respuesta a determinado cambio.

Los factores que probablemente influyeron para que el crecimiento celular en el
medio de cultivo liquido MS sea escaso son: la aireacion a las células de manera no
directa, la falta de agregacion celular, la naturaleza del callo, etc.

De la observacion macroscopica de los cultivos celulares, encontramos que el
aspecto del medio de cultivo comenzd a presentar turbidez por la desagregacion del
acumulo celular que fueron liberados al medio conforme el tiempo de cultivo fue

prolongandose.



Figura 22. Células de G. longiflora cultivadas en medio liquido MS. Suspension
celular de G. longiflora cultvadas en medio liquido MS con incremento de nitrégeno
(1655,5 mg/l) fosfato (2226,6 mg/L) y sacarosa (40 g/1); incubados a 28+2 °C, 100

rpm de agitacion, en oscuridad continua.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la agregacion celular es crucial para el
crecimiento in vitro de la especie G. longiflora, un ensayo adicional fue realizado, en el
cual, se disgregd los agregados celulares en medio liquido MS contenidos en tubos de
ensayo, para que exista mayor contacto células-nutrientes, la suspension celular fue
sembrada sobre la superficie del medio de cultivo solido, y con el sedimento celular se
formo un agregado que fue inoculado en otra caja de Petri en medio MS s6lido, solo hubo
crecimiento en las células que fueron inoculadas en agregados y no asi en el sembrado
distribuido por toda la superficie del medio de cultivo (datos no mostrados).

La tendencia usual de las células vegetales en cultivo, es la de formar agregados
celulares tipicos cohesivos que contienen cientos de células, variando el tamafio de acuerdo
a la fase de crecimiento en la que se encuentra. La mayor o menor agregacion celular es
atribuida a algunos polisacaridos excretados por las células que aumentan la viscosidad en
las ultimas etapas del cultivo, el grado de agregacion influye en el comportamiento celular
en conjunto “6129:130),

Una vez conocido el comportamiento de la cinética de crecimiento del cultivo de la
suspension celular de G. longiflora en medio liquido el siguiente paso fue estudiar la
produccion de alcaloides en estas condiciones.



5.2.8.1 Deteccidn de alcaloides en cultivo de Galipea longiflora en suspension celular.

Luego del cultivo de células de G. longiflora en medio liquido, fue realizada la
extraccion cruda con diclorometano en las células obtenidas y en el sobrenadante (medio de
cultivo). A la corrida de la Cromatografia en Capa Fina, la banda con mayor intensidad y
frecuencia tiene el Rf que corresponde a la sustancia purificada de la planta G. longiflora
2-fenilquinolina usada como patron de referencia, tanto en la extraccion del pellet celular
como en el sobrenadante.

Se conoce que los alcaloides estan en forma soluble en agua, disueltos en vacuolas
intracelulares que mantienen condiciones especiales (pH 4) ©"**Y. Existen pocos articulos
cientificos de la secrecion celular de alcaloides hacia el medio en el que se cultiva; sin
embargo, se cuenta con datos de que la elicitacion bidtica y/o abidtica induce la secrecion

(132).

de metabolitos secundarios, Ej. Alcaloides en suspension celular de C. roseus 0

finalmente ser producto de la lisis celular ocasionada por la adicion de un agente que

r (4648110133.13413%) * cpalquiera de las posibilidades anteriores

induce destruccion celula
podria haber sido la causa de la presencia de alcaloides en el medio de cultivo liquido en el
sistema de crecimiento de células de G. longiflora-medio MS.

De acuerdo a los resultados obtenidos, planteamos seguir la propuesta del uso de 2

estadios de cultivo:

- El primer estadio de mantenimiento o de crecimiento, implica el enfoque
principal en maximizar el crecimiento de las células (metabolismo primario),
conservando una elevada densidad celular en medio sélido, a semejanza a su
estado natural lo cual otorga estabilidad al material genético, como refieren los
resultados para la formacion de biomasa in vitro de G. longiflora obtenido en
medio sélido, es fundamental la agregacion celular, en comparaciéon con el
crecimiento obtenido en suspension celular.

- El segundo estadio, enfocado principalmente en maximizar la sintesis de un
producto de interés (metabolismo secundario). En la fase estacionaria de
crecimiento. Es importante, que las células de G. longiflora mantengan la
capacidad de sintesis de alcaloides in vitro, tanto en las mismas células como en

el medio de cultivo; la propuesta incluye mejorar la productividad de



metabolitos secundarios, manteniendo el cultivo en fase estacionaria, el bajo
nivel de crecimiento celular de G. longiflora obtenido en medio liquido seria un
estado ideal para inducir o promover procesos correspondientes al metabolismo
secundario en forma exclusiva, asi incrementar la sintesis y excrecion de
metabolitos secundarios con elicitaciones sucesivas o variando la osmolaridad

del medio de cultivo, entre otras estrategias (4392110133.134.136)



‘ V7. CONCLUSIONES
.

" contrarnce, la listoria de Sicrates, gque wadic de atreve a poucn e tela
de juicio, no edtd tan comprobada como lo estd la de Jesucniote",

Jean Yacguee Roassean
(1712 — 1775)



6.1 CONCLUSION GENERAL

> A las condiciones ensayadas en el medio de cultivo MS el incremento de
sacarosa y fosfato, favorecen la formacion de biomasa de G. longiflora en
cultivo in vitro; la actividad oxidasa y peroxidasa no es influenciada por las
variantes de concentracion. A la vez, las células generadas mantienen la
capacidad de sintetizar alcaloides quinolinicos de los cuales fue identificado

la 2-fenilquinolina.
6.2 CONCLUSIONES ESPECIFICAS

» El arreglo trifactorial 2° utilizado para incrementar las fuentes de nitrégeno
(de 1650 a 1655,6 mg/L, fosfato (de 170 a 226,6 mg/L) y sacarosa (de 30 a
40 g/L) en el medio MS, permite evaluar la influencia individual y conjunta

sobre la formacién de biomasa y actividad enzimatica.

> Con el incremento conjunto de los tres componentes se logro obtener
el mayor coeficiente de crecimiento (6.57) comparado con el medio
testigo (3.96), que resulta ser altamente significativo. El analisis
estadistico indica que la interaccion de los nutrientes es importante en
el metabolismo primario, probablemente la respuesta de un factor
depende del nivel del otro. Las combinaciones ensayadas permiten
afirmar que el incremento de KH,PO, es el que mayor influencia
ejerce sobre la formacion de biomasa, seguido por la sacarosa, con
respecto a la variacion de nitrogeno, esta no es significativa para la
formacion de biomasa. La tendencia para obtener mayor biomasa de
G. longiflora en cultivo se orienta a seguir incrementando las

concentraciones de KH,PO y sacarosa.



> La actividad enzimatica oxidasa y peroxidasa no es influenciada
significativamente al variar la concentracion de sacarosa, nitrégeno y
fosfato ensayadas en el medio de cultivo MS, las diferencias pudieran
ser ampliadas si la variacion en la concentracion es mayor. La
variacion en el perfil de la actividad enzimatica oxidativa esta
relacionada fundamentalmente con la etapa de crecimiento en la que
se encuentra la célula. En cuanto a la actividad peroxidasa la
tendencia general es a disminuir con el tiempo de cultivo, la marcada
actividad de las peroxidasas cuando la célula cesa su crecimiento
orienta a otorgarles un rol crucial en el metabolismo secundario,
como fue demostrado en Catharantus roseus, en la cual se evidencio
la participacion de oxidasas y peroxidasas en la sintesis de alcaloides;
esto proporciona pautas para la optimizaciéon de la obtencion de un
determinado  producto, empleando  procesos como el
biodireccionamiento, la biotransformacion entre otras herramientas

de la biotecnologia vegetal.

> Las células de G. longiflora cultivadas in vitro en medio Murashigue y

Skoog mantienen la capacidad de sintetizar alcaloides quinolinicos.

> Los estudios de Cromatografia en Capa Fina a partir de la extraccion
de callos de G. longiflora con diferentes solventes presentan bandas
con Rf’s correspondientes a las sustancias purificadas de la planta de:
2-fenilquinolina, 2-(3,4-metilendioxi)feniletilquinolina, 2-n-
pentilquinolina, 4- metoxi-2-fenilquinolina,  2-(3,4-dimetoxi)-
feniletilquinolina, presentes en los diferentes sistemas de elucion

empleados.

> A partir de la banda con mayor intensidad y presente en todas las
fracciones extraidas por Cromatografia en Capa Fina, fue realizado
estudios de Resonancia Magnética Nuclear y Espectrometria de



Masas, identificandose la estructura de la 2-fenilquinolina; este
compuesto también es el componente alcaloideo de mayor

proporcion en las hojas de la planta.

> En el medio de cultivo liquido MS el coeficiente de crecimiento maximo
obtenido es de 1,52 mucho menor comparando al obtenido de los callos
en medio sélido (6,57), de acuerdo a la observacion atribuimos la falta de
formacion de masa celular a la falta de agregacion celular. No obstante,
este estadio es ideal para inducir o promover exclusivamente el
metabolismo secundario, puesto que al determinar la presencia de
alcaloides, las células son capaces de sintetizar estos metabolitos, tanto a

nivel intracelular como extracelular (medio de cultivo)

La deteccion de alcaloides quinolinicos en cultivo in vitro de G. longiflora otorga
perspectivas para el direccionamiento en la biosintesis celular de estos productos en mayor
cantidad para posteriormente realizar la evaluacién de la actividad bioldgica leishmanicida

y su posible aplicacion en la clinica.
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\ V799. ANEXOS

"We basta con examinar una brizua de bicnba, o an pacade de tieva, para
confinmar la existencia de Dios. "
Sz Yeaac Newton (1645 — 1727)
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Compartimentalizacion de la biosintesis de alcaloides en Catharanthus roseus.
Todos los pasos son mostrados como si ocurrieran en una sola célula, que en realidad
no es el caso, los ultimos pasos de la biosintesis de alcaloides diméricos ocurren en

células separadas y tal vez diferentes, sin embargo todavia no es conocido que
intermediarios son transportados.

R. Verpoorte, R. van der Heijden & J. Memelink, (2000), The plant cell factory for secondary
metabolite production, Transgenic Research, 133:9, pp. 323-343
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Alcaloides quinolinicos aislados de G. longiflora. 2-fenilquinolina (1), 4-
metoxi-2-~fenilquinolina (2), 2-n-pentilquinolina (3), 2-(3,4-metilendioxi) -feniletil-
quinolina (4), 2-n-propilquinolina (5), 4-metoxi-2-(3",4 -metilendioxifeniletil)-
quinoleina o cusparina (6), 4-metoxi-2-n-pentilquinolina (7), 2-n-pentilquinoleina
(8), 2-n-propilquinoleina (9), 4-metoxi-2-n-~propilquinoleina o chimanina A (10),
2-€-prop-1’-enilquinoleina o chimanina B (11), 4-metoxi-2-€-prop-1’-
enilquinoleina o chimanina C (12), 2-(1',2'-trans-epoxipropil)-quinoleina o
chimanina D (13).

Fournet A., Hocquemiller R., Roblot F., Cavé A., Richomme P., Bruneton J., 1993, Les
chimanines, nouvelles quinoleines subtotuees en 2, isolees d une plante Bolivienne
antiparasitaire: Galipea longiflora. Journal of Natural Products 56:9, 1547-1552.
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Tabla 1. Tendencia secular de las Leishmaniasis durante 24 anos (1983 — 2005), con
prevalencia por 100.000 habitantes; fuente Prog. Nac. Leishmaniasis.
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Grafico 1. Casos notificados de Leishmaniasis en todas sus formas, por departamento, gestion
2006.
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Grafico 2. Estratificacion de casos notificados como sospechosos de Leishmaniasis por Nivel de
Riesgo, Programa Nacional de Leishmaniasis, 2007.

Grafico 3. Tipos clinicos de Leishmaniasis. a) Leishmaniasis Visceral, b) Leishmaniasis Cutanea,
Leishmaniasis Muco Cutdnea. Fuente PNCL.

Ministerio de Salud y Deportes, (2007), Leishmaniasis, Guia operativa para el control de Bolivia.
Documentos Técnico - Normativos, La Paz - Bolivia



Gnews 4

Preparacion del reactivo de Dragendorff

1. Reactivo de Dragendorff (solucién stock)

~  Solubilizar 2,6 g de carbonato de bismuto y 7,0 g de yoduro de sodio en 25
mL de acido acético glacial, calentar por 10 minutos a 40°C para
solubilizar el reactivo.

~  Dejar reposar por 12 horas.

~  Filtrar la solucidn, 20 mL de filtrado (solucidn rojo-café) se mezclan con 8 mL
de acetato de etilo.

~  La solucion anterior guardarla en un frasco dmbar (la cual es estable por 6 meses).

2. Reactivo de Dragendorff (solucion reveladora)

~  Mezclar 10 mL de la solucion stock con 25 mL de 4cido acético glacial y 60 mL
de acetato de etilo.

Touchstone J., and Dobbins M., (1978), Practice of Thin Layer Chromatography, New York: A
willey-Interscience Publication, pp. 383.
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Férmula quimica del ABTS y los productos de su oxidacion

2 moléculas de ABTS (I) sufren la oxidacidn de un electron (con H202) para dar

lugar a dos moléculas de radical cation metaestable (ABTS* o ABTS" si la carga del
grupo sulfonato es considerado), (I), el cual lentamente forma (I) y el azodication
(1) desproporcionadamente. Este ultimo cambio quimico en solucién alcalina es
demasiado lento para afectar las mediciones iniciales pero llega a ser un factor
complicado cuando los estudios de equilibrio son llevados a cabo luego de muchas
horas o cuando se realizan purificacion del componente (II) para el estudio de
productos inhibitorios.

Childs Robert, Bardsley William, 1975, The Steady-State Kinetics of Peroxidase with 2,2"-
Azino-di-(3-ethyl-benzthiazoline-6-sulphonic acid) as Chromogen. Biochemical Journal 145,
pp. 93-103.
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Proporcién de coeficiente de crecimiento peso himedo/didmetro celular. La proporcion
entre el coeficiente de crecimiento de peso humedo/didmetro puede razonablemente representar el
grado de compactacion de la estructura de los callos, siendo que a mayor organizaciéon y
compactacion del cultivo celular usualmente existe alta proporcion de peso humedo/diametro, la
tabla permite sefialar que a la cuarta y quinta semana de cultivo, el grado de compactacion
incremento con relacion a las primeras tres semanas de cultivo.

Proporcién de coeficiente de crecimiento peso hiimedo/didmetro celular. Cultivo de
células de G. longiflora en medio MS con incremento en la fuente de nitrogeno,

Proporcion coeficiente de crecimiento peso humedo / didmetro
Variables de lra 2da 3ra 4ta 5ta
disefio factorial | semana semana semana semana semana
1 1,44 1,89 1,56 2,2 2,54
2 1,53 1,62 2,11 3,3 2,51
3 1,46 1,4 1,6 1,93 4,06
4 1,78 2,4 1,92 2,56 2,24
5 1,66 1,48 1,84 2,24 3,06
6 1,38 1,43 1,75 2,48 2,7
7 1,34 1,38 1,57 2,18 3,74
8 1,4 1,57 1,75 2,08 4,16

carbono y fésforo por arreglo trifactorial.

En los ensayos la mayor compactacion esta en el caso de la octava variante (incremento de
sacarosa, fosfato y nitrégeno) con un valor de 4,16 en la quinta semana de cultivo. En general los
agregados celulares, son bien organizados, esto hace que por ejemplo se formen ciertas estructuras
diferenciadas que transportan oxigeno y nutrientes desde el exterior al interior del agregado, esto
daria lugar a que células se especialicen en determinada funcién, la especializacion celular es
importante ya que varios autores relacionan intimamente cierto nivel de diferenciacion para la
produccion y almacenamiento de algunos metabolitos secundarios de interés, ademas de que, la
elevada densidad celular similar a su estado natural otorga estabilidad al material genético y en la
sintesis de productos.

Paralelamente al incremento de la biomasa, se observaron algunos cambios caracteristicos:
la variacion en la tonalidad del color, aspecto y turgencia de los callos. Inicialmente el cultivo
consistia en agregados celulares con un didmetro similar en los cuatro ejes medidos, la superficie
plana, lisa y compacta, de coloracion amarillenta, con el tiempo de cultivo, basandonos en la
experiencia de las observaciones, las células que no adquirieron un coeficiente de crecimiento alto,
no variaron las caracteristicas macroscopicas de manera apreciable, al contrario de las células con
mayor coeficiente de crecimiento, las cuales se tornaron mas friables con coloracién blanco-
amarillento en la sexta semana de cultivo, conforme el tiempo de cultivo fue prolongado la superficie
celular se tornd rugosa y la coloracién mas oscura (amarillo-marrdn); con aparente pérdida
progresiva de humedad.
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% lrasemana 2dasemana 3rasemana 4tasemana 5tasemana
1 0,14 0,21 0,24 1,14 1,63
2 0,14 0,39 1,02 1,64 2,04
3 0,14 0,09 0,29 1,19 1,61
4 0,30 1,10 1,04 0,84 0,79
5 0,44 0,03 0,40 1,04 1,62
6 0,14 0,22 0,55 1,38 1,88
7 0,06 0,07 0,54 0,73 1,34
8 0,18 0,28 0,56 1,21 1,88

Desviacion estandar de la determinacion del peso humedo de callos de
G. longiflora correspondiente a las figuras 8,9 y 10.

Desviacion estandar de la determinacion de la actividad peroxidasa callos de
G. Iongiflora correspondiente a la figura 14.

#* Jlrasemana 2dasemana 3rasemana 4tasemana 5tasemana

1 42,09 24,46 39,92 41,10 2,20
2 2,29 8,37 27,51 12,92 10,44
3 40,37 42,27 11,86 13,65 0,77
4 15,18 41,73 1,24 10,34 5,60
5 22,69 21,53 7,85 13,79 9,83
6 39,63 38,37 14,69 18,06 8,00
7 37,52 11,05 10,36 28,68 3,32
8 47,25 27,50 0,71 20,14 0,97

Desviacion estandar de 1a determinacién de 1a actividad oxidasa de callos de
G. Iongiflora correspondiente a la figura 14.

* lrasemana 2dasemana 3rasemana 4tasemana 5ta semana

1 1,28 0,80 2,41 3,01 0,74
2 1,42 3,13 3,33 1,26 4,51
3 2,74 0,69 1,22 2,37 1,09
4 2,37 1,77 1,76 1,38 1,27
5 2,70 2,68 1,86 3,65 0,27
6 3,35 1,93 1,55 2,82 1,32
7 1,46 1,95 3,03 3,10 1,63
8 2,44 3,52 3,41 3,34 2,36

Donde * corresponde al incremento de nitrégeno, sacarosa y fosfato en el medio MS de
acuerdo a un arreglo factorial como se detalla en la tabla 7.
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Enla figura, se puede apreciar que las células con mayor coeficiente de crecimiento por peso
humedo son los que ejercen menor actividad enzimatica y lo contrario sucede con las células con
menor coeficiente de crecimiento, en células de G. longiflora en cultivo durante cuatro y cinco
semanas.
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Correlacién entre la actividad peroxidasa y el coeficiente de crecimiento de
callos de G. longiflora. La actividad peroxidasa y el coeficiente de crecimiento por
peso humedo determinadas a la cuarta y quinta semana de cultivo en medio MS.

Los reportes acerca de la condicidn 6ptima para alcanzar mayor actividad enzimatica
incluyen factores como: la concentracién del buffer, el pH, la temperatura, la tension de oxigeno en
el medio de cultivo, la especificidad por el sustrato que se esta oxidando, entre otros, los cuales son
extremadamente diversos para las enzimas redox y varia de acuerdo a la especie en estudio
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Cromatografia en Capa Fina

Fraccién | Fraccién 11 Fraccién 111

Perfil cromatografico a partir de células de G. longiflora cultivadas in
vitro.

Fraccion I: Sistema de elusidén n-Hexano-Et,0 (10%).
Fraccion Il Sistema de elusién empleado CH2Cl2:Me2CO (5%).
Fraccion lll: Sistema de elusion CH2Clo:MeOH (5%)

Los Rf's enmarcados en circulos corresponden a las muestras que
coinciden con alcaloides purificados de la planta usados como patrén, los
alcaloides detectados en los callos de G. longiflora son: 2-fenilquinolina, 2-
(3,4-metilendioxi)feniletil-quinolina, ~ 2-n-pentilquinolina, 4-  metoxi-2-
fenilquinolina, 2-(3,4dimetoxi)feniletilquinolina.



\ IX. PUBLICAIONES

"El agar wo existe; Dios no juega a los dados."
AHbert Einctein (1879-1955)
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Crecimiento, actividad oxidasa y peroxidasa en callos de Galipea longiflora K.
cultivadas en medio MS, con variacidn en la concentracion de sacaross,
nitrdgeno y fosfato

Growth, oxidase and peroxidase activity in Galipea longiflora K. callus
cultured in M$ medium, varying concentrations of sucrose, nitrogen and
phosphate
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" |nstituto de vestigackonca Farmoeo Biequimicss, Fasultad de Farmacia v Bioguimica, Universidad Mayor de San
Ay, La Pax, Dolivia
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Facultad de Farmacia y Bioguimica, Universidad Mayor de San Andrés Av. Saavedra # 2224, Miraflores.La Paz.
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RESUMEN

Dentro de la amplia biodiversidad de la amazonia
boliviana. se encuentra b especie vegetal Galipen
Iongiflora Krause la ¢ual presenti rupiedsdcs
medicimales contra la leishmaniasis. El objetivo de
este (rabajo fue camacterizar el efecto de la
concentracion de sacarosa, MHyNOy y KHiPOy del
aiadia WS, mabre ol crecimiento, |a actividad oxidasa
y peroxidasa de collos de G. fengiffora.

Con &l incremento conjunto de log fres componentzs
s¢ logrd ohtener ¢l mayor coeficiente de crecimicnio
{6.57) comparado con el medio testigo [3.96), que
resulta ser pltaments sipnificativa, el crecimiento fue
evalisado por la variaciin en el peso himedo.

La actividad oxidass y perowidasa fue determinada
con ol crombgena  ABTS (22" azino-besli-
eiilberzotiazoling-6-sulfonato)) La oxidasa presenl:
mayor actividad en la lercera semana de cultiva;
riantrae gue 1o actividad peroxidasa ©5 mayer @ (&
pinera scmang de oultiva, sen fa tmdencin psterior
3 ln disminucion, repuntando cuanda la fase
estocionaria s alcanzads, el comporiamiento
errimalico es independiente de la variaciin de
muinentes ensayada. Sin embargo, |2 actividad
owidasa y peroxidesa es dependiente de [ etapa de
crecimiento en l& gue se encuentra 1o célula.

Palabrns Clave: Galipen Targiflora K., peroxidasa,
oxnidas, ABTS

ABSTRACT

Inside the wide hiadivessity of U Bulivian Amazon,
e Galipea longiflora Krause plant presents nedical

properties agninst the leishmaniasis. The aim of this
work was lo characterize the effect of sucrose,
NH, NG, KH;PO, concentrations from M5 medinm
oni growth, oxidase and perowidase aelivily of G
fangiffora callus,

With the inereuse of all three compoments e majos
growth ratio (£.57) was obtained. conmipniod o ihe
control (3.96), result that tums oul 1o be highly
significant, and it growth was determmired by
vareabion i Treah waight.

Ouiduse and peroxidase activity were delermined
with the chromogen ABTS (22 “bis azino (3-
ctilbenzsizzoling-b-sulphonate}y.  The ol
presents o major activity in the third week of
cultivation, whersss the paroxidase activity is bigher
in the first week of cultivation, and a trend to 2 later
decramze. rebuunding when the statinary phase it
reached. The enzymatic behavior is independent
from the tested variotion of outments. However,
oxidase and peroxidase activity i dependent fram the
arowih phase currenily developed by the cel.

Key Words: Galipea longiflora K., pertnidne,
exidase, ABTE.

INTRODUCCION

Dentro de Tn amplia biodiversidad de la amazonia
holiviana, s¢ cncuenira la cspecie vegetal Gallpea
longiflora Krause, que es utilizada tradiciondmete
por los pobladores Chimanes y Tasanas debida a sus
propicdades contro |as diarreas parasitarias y come
fortificante para adultos y nifios; en esta especie a2 ha
separtads Ia presencia de aleaboides quinolinicos que
han sido nislados y caracterizados, los cuales



presentan wne octividad bieligica umpostaste rontm
ln leishmaminsis cwiinea, ademis se reporia o
petividad  antifimgica ¥ antibactenana . La
digtribugicm de (F Iingifiera s mary finitada y parece
ser exigents ©n cunnto o comdicianes nuinsineakes
ambientales para su propagecite en la paturalez,
sdicionind que € tiempa de cresimiento requerido
a6 muy prolongadn a comsiderackin de estos
factoees hizo enfocar la bisqueda del cultivo de cste
capeste en candicrnes de Inhoratorio ¥ conocer las
casacteristicas metsholicas, con €] fin de costar con
ura fuente aliernative comtioua de  compeesios
activos.

Se conoce que el curso de las resccones meinhalices
en Is célula estd definida por patrones que marcan [a
economia enzimatica necesaria pars la optimizecdn
de Tox muvesos. Las oéjubes wilizan o pringigie dz b
catalisis para lo cual sus biocatslizadores son las
CHZITADS.

Lea peroxidacac {EC 1.11.1.7) cossisinyen L grupo
de glicoprseinas muay  cxiendide en Ia wezala
filopenética, cataliza repctianes hisustrain de cardaer
redon de diferentes sustritos fendlicos y sustancias
relacionndas arginics: & inorgimicas, Bn wegetales &5
destacada 12 peroxidesa del ribano (Armoracia
neticana) par su inportante aplicacidn en el andliss
calormétrico de material biologico .

La primers actividad oxidasa (lacasa) (EC 1.10.3.3)
fue repostada en 1883 en el latex de ln planta Riws
vergicifera, som un grope de glicoproteinas que
catalizan la oxidacitm de un amplio range de
sustratos. se be atriboye wnm ol importante en LB
cicpinzacit frente al atugue de n%:utes patGESDOS O
rupturs de la estrocturn vegetal .

En el preseste estudio, reporiamas el checto de la
variaeidn de nutrientes cn condiciones de cultive in
vitro ea 1a tormacite de blomas: y eu ln produccion
de enzimas oxidativas de callos de . Tongifon.

WMATERIAL Y METODOS

Material vesetal. Fue empleado callos de Gaflpes
longiffora K. previamente  establecidos  en el
fabaranario & partir de eaplacics de hojas de plantiods
provenientes de la comemidad Sants Rosm de
Maravilla del departarnento de La Paz, Bolivia '
Medio de cubtive. Los callos fueron menitenidos en el
formulade  de  Murashige ¥y Skoog  (MS),
wmlementade con kimetina (U1 mgl) ¥ 24
diclorsfenonizcetioa (5 mpL), el pH fiae ajustado a
5.8 & 0.1, para luego sdicionar agar (B gL}, sacarosn
G0 wl) v esteriliar et suteelwe (ALL
AMERICAN),

Variaciim es la foente de carbomo, nitrogeno ¥

fosfato., Se planies wn disefio  experimenta]
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completamente al azar can un amegho titsstorsal, con
varipeién en la concentracidn de Jos mutrientes
mayoritarios: del medio de cultivo M%, (ver detlies
Je |a variaci fm de comcentracianes en k2 Tabla 1).

Tahla 1. Arceghe trifactorial de las variaciones
en Ia eoncengracién de sacarosa, nitrdgeno y
fresfate en ol medso de Murashige Skoig.

MH MO, KH.PO,

Exp Sacarcsa

gL mg'L mg'L
1 10 165D 170
Fd X [iEEEE] 170
3 | 150 %4
4 3 165555 1206
5 40 1650 Rl
& an 65555 17
T 4 | 6i%0 LA
8 el 1655.55 Ih6 6

Como medio basal o lestige for utiliesde ol
formulado MS sin variacidn, Cada enmsayo fuc
realizado & tres apsayos independientss, cada umo
realizads por triplicade, & HL1°C, on cocuridod
completa.

Determinacion del pess himeds. Aproaimadaments
D4 g de peso himedo de callos fue sembrade en 10
mL de medic MS en cajas de Petd de 5 mm de
difimasra, Cada 7 dias foe deserminado el meremenso
de miasa celular (salenzs araditica AN, Japan), pera
leego caleular el coefichente de crecimbento [sepin
pesn hilmedo) que es definido como:

Coeliciente de crecimienbe = Peso higeds final (rg)
Peso Bimedo inicsal {my)

Cunntificackin de ki aeriviiad oxbdasa, T wee
determinado e peso de los callos, cada chmubo
calular fae colocado en 2 mL de solucidn Gosfas de
sodio pH T (19.06 pd 0,80 mMd), homogensimidi
en wortex (Cemde 2, USA), sometida a ulrasonido
(Bramson 3200) por 30 mineios ¥ poslerioreess
centrifiageds (Touan CR3I) 2 3000 rpm por 213 minulos
a befperamm ambiemle, El sobrenadantc reauiemin
luego de la cenirifugaciin fue usada par la
eantificar la oxidacion del ABTS (2,2 azino-his(}-
elilbenzotiazalma-S-sulfonato)), con bos smguicnies
volimenes: 100 ul de ABTS (10 mM), 400 ul de
umpén acetto de sodio pH 3.5 (B4 AMADRL4
mM), 400 uL de agua destilada y desonizada; la
reaccibe  fue imiciada adichonando 100 wl de
sphresadanic de callas, coloeada en cubemn para b
lectura en espectrofatémetro UV-V15 {Uinera 5, GBC
Seientific Eguipment) a 420 nm ',
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La actividad enzinditca fue calculada con la siguieaie
formula:
Actividad enmdttica = Aadstx Vixlom
£xVm
Dande: & abs = absorbancia de a muesira; t = 1 min;
Vi = 1000 ul; € =3 600ulicm; Y = 100 ul.

Cuantificacién de la actividad peroxidasa. Fl
procedimiento como ¢l cdleslo para determinar Ia
actividad peroxadass, es el mismo al antenor scdpise,
con la variante que fue reemplazado 100 ol de agua
destilada por 100 ul de perdxido de hidrogeno
(0,5 M)

RESULTADOS

El efocio de ta vanacidn de las concentraciones de
sacarass, NHNO; v KH:PO, en ¢ medio MS sobre Ia
produccadn de homasa ¢ presentada en la figura |
Con los cocficientes de crecimiento fue caleulada ls
velocidad de crecimicoto para realizar ¢l anakisis por
reeson,  basados en o andliss  otadistico
STATISTICA v6 (SuSeit Inc, USA). de las
yariaciones cnsayadas ¢l intercepto del incremento de
o tres putrientes o5 altamente Significativo con un
valor de P = 0.04354 muy por debajo de 042977 do
s P sceptuds: de o tres componcnic cvalundos, ol
que ticne mayor influeacia sobre ¢ aumento de In
formacsin de masa celular es e KHPOy con el valor
de P = 0.262104.

Figara 1. ESecta de la variacidn de |3 concentracon de
sacarosa,  mitrégenc v fosfato mediante un srreglo
irifactorial en o medio MS ([*)ver Tabla 1), ¢o o
sumento de peso hamedo de callos de G lanpifiora
durante cince semanis de cultive.

Otra obearvaciba en la cinébea de crocimiento de
callos de G, longiflora o5 que solamenic cn s
varantes 2 y 6 se alcanza la fase estacionsnia a la
cuarta semana de culivo,

Por otro hdo, In cuantificacion el actividad
oxiduse, de mapers gencral, presonts incremento

hasta la fercora somana para ucgo  dismunuie
progresivamente (Figura 2); el punio de mayor
accividad coincide con la ctapa de cambio entre [a
fase de scondicionamiento y la fase de crecimcnlo
sctivo, en cste punto de inflexida ¢! cambio de las
camcteristicas de la ctapa de crecimiento podrian
definir ¢ cambio de perfil de actividad oxidisa a cste
tiempo de cultivo,

Figura 2. Efccto de la variscion de Ix concentracion de
sacarasa,  mitrdgeno v fesfato mediante s arvczlo
trifaciorial en el medio MS ((“per tabla 1), ¢a la
setividad oxidasa de callos de G Jorgiffors duraste
cinco semanas de cultiva.

En I Figora 3 s apreca el efecto de la varacion de
las concentcaciones de numricnes en ky actividad
peroxidase en § semanas de caltive, Ta mayor
actividad sc presenta a la primery semana de cultivo,
coalorme ¢l tiempo de cultive sumesta la tendeocia
gemeral de la actvdad peroadesa o5 2 Ix
dismunucibn.

Figura 3. Efecto de 2 variacion de la concentracion de
sacaresn,  nitrdgens v fosfato wediante us arregio
trifactorial en of medio MS ((*jver tabla 1), en &
actividsd peroxidasa de callos de G fowgifiora Gurante
cincs semmasa de celtivo,



El nndlisis de ANOVA de 2 factores (p<0.05) para la
actividsd enzimatica indica que las diferencizs no son
significativas  para |8 variaciim  de  las
concentraciomes  de  mutrientes  ensayados,  sin
embargs, & diferencls s significativa cun el biiipo
de cultive tanto para la oxidasa como parn &
paroxidasa.

DISCUSION

Esx csencinl estudiar el efecto de los diferentes
componenies  de los medios de  cultivo  para
selecdondl el mds apropisdu ye sea para ol
crecimiento celular o com el fin de obtener algin
producte en particular. En los  ensayos fise
merementado W sacarosa, que ¢ ¢l carbohidrato
copinmente amplesdo, tene un wl significativo cn
el control del metabolismo secundario; el nitrdgeno,
une de los mas importantes elementos para el
desarrodlo de una planin, ombas formad (MH," o NOY)
a diferentes concentraciones tienen efectos relevanies
sobre el crecimiento ¥ metabolismo celular, A decir
del fisforn, se afiadid come fosfate didide de potasio
(KITal'0y), ca comocido of valor snsrgitics del Tosfate
en el curso de las reacciones metabdlicas y el papel
principal del potasie como activador de pumerosas
enzimas M. De acverdo 2 los resultados de
crecimicrto obfenides en & fengifena la sacaros,
NHMNO, v KHsPO, estin implicados en difenemie
proporcién en el sumerts de formacidn de masa
celular em el medio M3,

La variaciém cn In sctivided oxidasa ¥ peroxidass en
cultive de calles de G Jomgifforg es atribuida 3 la
eiapa de crecimiento en ks gue se encuentra fa céhula
D acuerdn & repartes en olras especies vegetales la
relacidn E:mnidua vy el crecimiento celular es
inversn™ ™ dsin s venlca et G fongifiors el
comparar ¢l crecimiente en las varianies 2 ¥ 6, que
som lns Gricas que alcanzan la fase estackomaria de
crecimiento ¥ s justamente cuando la actividad
fefonldasn Tepunta i 11 yuinls seos.

La marcada actividad de las peroxidasas cuando la
céhuln cesa su crecimisnio, orienta & otorgarles un rol
crucial en el metshalismo sscundario, como fue
demosradn & Casharamny rosewy, €0 la cual ac
evidencit la participacidn de oxidasas y peroxidasas
en ba sintesis de aleaboides™; también fue demostrada
su participacion en la rezccién defensiva en Capsicum
annsicd L7, Todo ello proporcions pautas pars e
optimizacidn de la obtencidn de un deberminado
producte,  empleando  procesos  como el
biodireccionamicnto, le biotransformasidn bl otras
hersamientas de ln baolecnologia vegetal,

En eonclusidn en este estudio se determind que al
incrementar [ concentracion de sacarosa, niogend ¥
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fosfatn existe interaccion entre ellos en el medio de
cultiva que hace gue la formacion de callos de G
longiffora sea mayor. La actividad enximdtica no es
inflaenciada  significativamente 8l variar  la
congentrackin  de sacamosa, nimigenn ¥ fostal
ensayadas en el medio de cultive MS, las diferencias
pudieran ser ampliadas si la variscidn cn la
coneentracién fuese mayor. La variacidn en el perfil
di 1 actividad snzimdtiva neidative esti relacionads
fundamentalmente con la etapa de crecimicnto en la
gue s encuentra la céiula
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ABSTRACT

Angasmirg forgiflera (B Kalhmk (Futacese) 15 8 medicmsl wood tree nsed by Ameeoman mbes for the reatment of
stomnach parssites and leishmaniasis. Cell culiures from leaves of this species were obtamed on Murashige and Skoog
(W5) meedinm supplemented with kmetine (kin) and 2 4-dichlotoplenoxyacetic acid (2.4-10) based on a factonal
desigi, where concentrations of siciose mxl plosphate were changsd The meressmg of sucrose and phosplene
enhanced the specific growth rase from 0,16 10 0.334", The leishmanicidal alkaloid, 2-phenyl-quinokne was isolated
from calli amd identified by means of mickar magnetic resonance (NME) and mass (E[} spectra. Thas is the first
report conceming e production. isolation and chemical clarscterization by MR and mass specira of the main
alkaloid, in Evanta leaves, Z-phenyl-quinoline from cell entnges of A longiflors,

Comresponding auhor: agimenez i e gakink com
INTRODUCTION

Angosinrn longifara (Krause) Kallunkd (Rutacese) is a mee 10-15 m tall that thrives along areas where the Andes
meeT the lnmid forest fn e Amazon planes [, ], The bak of this ree, known locally as Evanta, is madinonally
used as a beverage for the freatment of stomach parasites, diarrhen with blood. as a fotitying to strengthen physical
conditions of children and adulis and is also used as a cataplasm and nfision for the teatment of leishmaniasis [*].
Chemical ['] and biological [*] sudies on this species have reported a total of 13 leishmanicidal quinoline alkaloids
from bark, leaves and roots, Among thess alkaloids, 2-phenyl-quinoling is the main component and it is found
rogerler with minor amoums of orher 4-meshoy, 2-arvl anel 2-alky] quinolines [

The total alkaloid-extracts from the bark of this tree are currently undargoing clinical shedies to evaluate the efficacy
of the plant in the treatment of cutaneous leishmaniasis [7]. Hence, the use of biotechnological tools to establish cell
culwres of Evanta as potential productive spurce of e active metabolites. might avodd depredation of the
TPV [*]. Cell culrures conld alse faeilitare the production. under controllad condions, of honsgens
mixmres of serive compounds '),

Several strategies. such as modifying the nutrient concentrations in the culmre medium, are bemg followed i order
to favor specific physiological behavior when cells are caltivated iy o, Nuirents are imporiant to obimin the
adequate productive conditions. and vary for each plant species ['']. Thus the aim of this study was 1o enhance.
through a factorial design based on sucrose and phosphate, both the cell biomass concentration and the specific
grovwth rate, in ocder to lave a continuonsly available cell source for the producticn of de leishmsmicidal quinolinic
alkaloids

RESULTS AND DISCUSSION

Amwng the nurnfional factors, sucrose 15 he common carbon spusce for the plans 1ssne and cell culiure, servinig a3 a
principal enerpy source and o component fon biosvimiests [*], Phosphare has been reported w regnlare svithesds of
secondary metsbolites in plant cell culmres [%]. Here. it was demomstrated that the varstion of sucrose and
phosphate had a positive effect over biomass growtls. When, KH.POy and CpHp0y sources weie increased., the
production of brsmass was also mereased compaed e e Dasal M3 medin composition. The boglwest value of cell

1
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growth rate was 0,33 day” (Figure 1), two-fold the mmial growth rate. According to the resalis the increasing in ihe
amounts of nutrients enhances the biomass production and might increase the secondary metabolites synthesis [Y,1%].
The main alkaloid. 2-phewyl-quinoline was detecied by TLC analysis of dee organic exiract from cell culiure (By
.57} It was isolbated from the raw coganic extract using preparative TLE. The 'H NMR spectrum exhibited signals
oaly m the aromatic region, integrating for a fotal of 11 protons. At downfield. owo doublets. each integrating 1o one
prodoa., bemg easily distinguished st & 823 (J=86Hz) amd 218 [J=7.9Hz). charactenstic of the proions in pare and
peri positions  respect to the mirogen o ihe quinoline skeleton. A doublet at & & 20, (=7 .0Hz)L miegmting o 2
protoms topether with fwo doublet signals, integrating to 3 protoms, at & 748 (=7.0Hz) and 7.55 (&=T.0Hz) are
comsistent with & mono substinuied aromatic rog. confinning the presence of the phenyl ring medety in carbon 2 i
the quinelme substmchme of 2-phenylqumolive (Figure 2). Mass spectnum. nider electron impact mode of the
sibhstance showed a molecular ion peak a1 m's 205 (80%) which was in agreement with the molecular formuka
CyHys W (Cale. 2050891, observed 205.0530), compatible with e 2-phenyl-quincline the nsin alkalowd reporied
frivin leaves and bark from A, forgifora, 175 fownd 0.1 5% (ww) approxmsarely from dry leaves [5] The isclation
of this conrpousi was aboar 0.05% (wiw) o died cells

Figiire Ko 1, Respoose suiface of growih rana (d7 ) by weeans of diffevenr sucrose amd plissphate comonitrations
Studies performed on leaves extracts fiom ihe tree growing in nature showed that s found togetber with at least other
5 mimor quinclms alkaleids [3].
Jie vires optimization of alkaloids production in cell culiures using elicitors. and simuliasecns amalvsis of de minor
cheimnical conipoiems are cusrently bemg done

OCH,
M B
]

. . Figure 3. 2-Fi TS [
Anilly quineling o e f—kﬂlmﬁma I-mepenfil-4-metoxi-gqnino lina
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EXPERIMENTAL SECTTON
Materials and Methods

Plant warerial and cell endtive

Specimens of 4. Jengifora K. kallunk were collected in Santa Rosa de Maravilla commmmity, Bolivia (51356587,
Wil GE"00° 308 ) &l they weie deposited a1 the Bolrvia Nanonal Herbarinm {Vencler specinen S0 7).

Leaves of young plants were swface-sterilized and dissected in order 1o inoonlate on Murashize and Skoog medium.
BME medinm consist on (mel) NHMNO, 1830, HBO, 6.2, Call, 33223 Coll, 0025, CuSOpeH,0 0.005,
MaEDTA 3720, FeSOy TH:O 278, M0y 1807, MoS0eHD 109, Mazholhyy ZH0 0,25, KT (083, KMy 1900,
EH:POy 170, ZnS0yHaO 8.6, myo-inesitol 100, nicotine acid 0.3, pyridocine HCT 0.5, thaone HCT 0,1, gheme 2,
agar 8000, sucrose 30000, supplanated with kinetine (0.1 ppm) and 2 4-dichlorophenoxyacetic acid (F ppm). All
the chemicals nsed were of analytical grade (Sigina, Germaiy) except sucrose The pH was adpnsted to 5.8 and then
the colmire medinm was autoclaved at 121 9 for 20 pain.

The cell Tines were mamtained at 28+2 2 inio an acclnmared darkness-clhiamber (Paz e al., 2007) ad the callos wers
re-moculated in fresh medinn every 25 to 30 days.

¥ Factarial design far Womass apiimization

Three experiments were perfonmed in triplicate inoculating approximately 0.2 g of 4-% weeks-old callus on the
middle of petri dishes with MS medinm. The composition in gL of sucrose and mg/L of phosphate was modified as
fllow: 1y 30 and 170, 2) 40 and 170, 3 30 and 227, and finally 4 40 and 227, respectively. The other consiiments
wiere Kept constanl

The maxmmmm growth rate was analyzed by osiog response surface methodology. This allowed efficient fiting and
checking of the second-degres polynoimial model which was wsed to estimate the predicted response. STATISTICA
w6 (StatSoft Ine., USA) was applisd for the anzlysis of siatistical data. All results were analyzed with factarial
ANOVA (p = 0.05).

Specific cell growth rate

Cellular growth was detenmined by fresh weight every 7 days for a period of 35 days. The growth indexes were
calculated acoording o de formnla: GF = ki, where ory and my () are the initial aod fiosl callus fresh weighi,
pespectively,

The specific cell growth rare (. day ™) was calenlated from the growth imdexes data, according o the formnla: p =
(e wig e, where ¢ 15 the cultivation tme (deays).

Extraction and characterization af 2-phenyi-quinolive from cell culture,

The calluses were dried at 60 " unnil constant weight. The dned cells were homegenized m & mortar (8.77 g) and
ther, axtraction was mads with dichloromethane (10:1 ww) for 42 1 in dark conditions A room tempersture. The
caitrnct obfnined wos filtered and concentmated nnder reduced pressuoe at 25 *C. The residue (3723 me, 0.65%) was
analyzed by TLC (Thin Layer Cloomatography) using silica gel aluminum coated plates (250 pm, Whatman,
Crermany) elnted with the system s-Hexane:CHCl (8:2), the visualization of spots was done by UV (254 and
Fa6nm). The main alkaload, J-phenyl-quineline was deteced as dakl spol companng wirl a reference substance
Csiema-Aldnch 2996300, The crde extract was analyvresd by FTLC {limm, glass plates Meck) and ehobsd with the
gystemn r-Hexane:Diethyl ether (5:2, tloee elutions). The upper band was isolated using CH;ClL and the residue
obtained upon evaporation (4.89 ma, 0.06%, from dry callus) was analyzed at 400 MHz NME (Bruker, CDCL; 6
7.24ppm) 3 7.83 (1H, 4 S~E.eHz, H3): 823 (1H. brd, ~=%.6Hz, H4}; T.8101H, brd, J/=&.1Hz, He); 7.531 {IH. m. HT};
776 (1H. 1 J=7.%Hz, H8): B.18 (1H. bed, J=7.9Hz, HY): 8.20 (2H, 4, ~7.0Hz, HZ" and 67 7.55 (2H, 1. ~T.0Hz
H3" awd 573 748 (1H. 1. S=T0Hz, H4"), EI-MS and HR-EI-MS were recorded on a Micromass Antospec
spechomester,
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