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1.-RESUMEN

De la especie Jagetea enecta, se han aislado diversos
metabolitos secundarios de gran importancia biolégica, dentro de
los cuales se encuentran los tiofenos, que se caracterizan por
tener un amplio espectro biocida. Dichos compuestos se producen en
pequefias cantidades in usisa, por lo que la técnica de cultivo de
tejidos vegetales se presenta como una alternativa de produccién.

En este trabajo, se establecieron el cultivo de callos y de
células en suspensidén de Jagetea enecta, a partir de diferentes
explantes de plantulas germinadas in wsitwe, en el medio de
Murashige-Skoog 1962, detectandose la presencia de tiofenos.

Los regquladores de crecimiento (RC) 2,4-D y BAP en presencia
y ausencia de ANA afectaron la formacién de callos. En ausencia de
ANA se observd, que conforme se aumentaba la concentracién de BAP,
el crecimiento del tejido calloso se incrementaba , mientras que
al aumentar el 2,4-D, disminufa. Por otro lado, en presencia de
ANA, el crecimiento solo aumenté en las combinaciénes de ANA y
BAP, mientras que cuando se combinaron los tres RC, hubo muy pocas
variaciones en el crecimiento. De estos resultados, se eligié como
concentraciénes adecuadas de RC para el cultivo de callos 2.26 uM
de 2,4-D y 33.3 uM de BAP.

Con respecto al efecto de un sistema semisélido y uno liquido
agitado sobre crecimiento y produccién de tiofenos, ambos
pardmetros fueron mayores en el sistema 1liquido agitado en
relacién al semisé6lido, y variaron segin el érgano utilizado como
explante. En callos, el mayor indice de crecimiento (IC) en base
al PS, se obtuvo a partir de explantes de hojas (25.08), en tanto
que para los cultivos en suspensién fué de cotiledén (54.7). Por
otra parte, la produccién de tiofenos fué mayor en los cultivos
obtenidos a partir del cotiledén, detectandose 4.81 ug de
tiofeno/g de PS en suspensiones celulares y 4.3 ug de tiofeno/g de
PS en callos. También se observé, que tanto la concentracién, como
el tipo de tiofeno producido, variaron segiln el tipo de explante.
En los cultivos provenientes de raiz y cotiledén predominé 1la
produccién del a-tertiofeno, mientras que del hipocotilo y hoja
fué el butinilbitiofeno.

En cultivos de callos desarrollados en luz y obscuridad,_ge
obtuvo una velocidad especifica de crecimiento (u) de 0.0989 d "y
un tiempo de duplicacién (td) _ge 9.0 d en luz, mientras que en
obscuridad la u fué de 0.051 d "y el td de 13.83 d. La produccién
de tiofenos, fué mayor en luz (1.58 ug de tiofeno/ g de PS de
callo) que en obscuridad (0.23 ug de tiofeno/ g de PS de callo),
el a-tertiofeno fué el gue predomind en la fase estacionaria.



Durante la induccién de células en suspensién a partir de
callos y diferentes explantes. Se observé que se origina un tipo
celular a partir de callo (aC), mientras que los obtenidos
directamente de diferentes explantes, producen dos tipos (aE y
bE), donde 1los tipos aC y aE son morfolégicamente iguales
(suspensiones finas), mientras que el bE forma agregados celulares
de 0.5 mm a 7mm de diédmetro.

En las cinéticas de crecimiento de los tipos celulares en los
medios MS, SH y B5. Se observdé gque independientemente de las
variaciones en los parametros cinéticos, el méximo crecimiento
obtenido con los tipos aC y aE, fué de 6 g/l, en contraste con el
de bE, que fué de 10 g/l. El tipo bE, es el que mAs produce (33,63
Mg de tiofeno/g de peso seco (PS)), siguiendole el tipo aE (18.5
ug de tiofeno/g de PS) y aC 13.57 ug de tiofeno/g de PS). Por otro
lado, tipos bE y aE producen mds en el medio MS con respecto a SH
y B5, mientras que el tipo aC produjo mas en el medio SH.



2. INTRODUCCION

Entre los diversos compuestos del reino Planiae, se
encuentran los metabolitos primarios, que constituyen la fuente
principal de la organizacién celular y proveen la bases para el
crecimiento y desarrollo del organismo, y son una fuente de
alimentos: como las proteinas, Aacidos grasos, carbohidratos, y
vitaminas. Por otra parte, los llamados metabolitos secundarios,
desempefian un papel ecolégico importante, y proven las bases para
la adap}gg;bn e iﬁteraqcién del organismo que lo produce con el
mediﬁ.amhiggzgi Yy su produccidén se restringe a gqugg_;gxgggmiccs
particulares. Eétre estos compuestos se encuentran los alcaloides,
terpenoides, poliacetilenos y compuestos fendlicos, que son de
gran interes econdmico (Vickery y Vickery 1981; Crocomo y col
1981; Balandrin y col 1985; Man 1987).

Tradicionalmente, los metabolitos secundarios de los
vegetales, han sido extraidos de plantas cultivados a gran escala
(Yeoman 1986), pero actualmente la técnica de cultivo de tejidos
vegetales (CTV), que se define como el crecimiento de células,
tejidos u 6rganos en un medio nutritivo y en condiciones
asépticas, ofrece una alternativa para la produccién de dichos
compuestos (Seabrook 1980; Biondi y Torpe 1981).

La especie 5aqeu§ enecta  (Bompooitae), produce diversos
metabolitos sécundarios &; gran importancia biolégica, tales como
los terpenos, flavonoides, carotenoides y tiofenos. Los pigmentos
carotenoides se explotan a nivel industrial como colorante, que se
aislan de los pétalos de esta planta. Por otro lado, los tiofenos

son de gran interés, debido a su amplio espectro biocida, entre



los principales tiofenos se encuentran: alfa-tertiofeno (a=T. 1);
5-(3-butienil)-2-2’-bitiofeno (BBT. 2), 5(4-hidroxi-l-butienil)-2-
2’-bitiofeno (BBT-OH. 3) y 5(4-acetoxi-1 -butienil)2-2’- bitiofeno
(BBT-Ac. 4) (fig. 3) (Bohlman y col 1973). Dichos compuestos se
producen en pequefias cantidades in wsisa, por lo gue la técnica de
CTV se presenta como una alternativa para incrementar esa
producién.

Previos estudios sobre el cultivo in wsitha de especies del
género Jageies, muestran la presencia de tiofenos en callos, pero
con las resiembras la capacidad biosintética disminuye (Ketel y
col 1986a y b; Groneman y col 1984; Solborg y col 1984), aungue no
se suprime totalmente la presencia de las enzimas especificas
(Ketel 1986b). Estas caracteristicas se observan en callos que
forman estructuras organoides tales como las raices.

Por otro lado, se ha cbservado que la produccién de tiofenos
varia de un Srgano a otro (Sutfeld 1982), asi como la actividad de
la enzima BBT-Ac esterasa de la via biosintética de los tiofenos
(Helsper y col 1988), por lo que en el presente estudio, se
indujeron callos a partir de diferentes 6rganos para observar si
se presentan diferencias en la produccién de dichos compuestos.

No obstante que en algunos sistemas se ha observado, que
independientemente del origen morfolégico del explante, no hay
diferencias significativas en 1la produccién de metabolitos
secundarios (Sasse y col 1982; Tabata y col 1970), esto puede ser
debido a gue el sistema de cultivo utilizado generalmente para la
induccién de callos, es el medio semisélido, gque se caracteriza
por formar gradientes de nutrientes (Yeoman y Forche 1980). En el

presente trabajo, se inoculararon explantes de 9. enecta



directamente al medio liquido para la induccién de cultivos de
células en suspensién, y se compararon las diferencias en la
produccién con respecto al sistema semisélido. También se reportan
resultados obtenidos al inducir cultivos de cé&lulas en suspensién

a partir de callo y directamente de explante.



3. ANTECEDENTES
3.1. METABOLITOS PRIMARIOS Y SECUNDARIOS

En todos los organismos, los constituyentes celulares y los
compuesto quimicos se sintetizan y degradan por medio de una serie
de reacciones quimicas mediadas por enzimas, que se conoce
colectivamente como metabolismo. El metabolismo primario, se
caracteriza por 1la formacién y degradacién de los &cidos
nucleicos, proteinas, aminodcidos, &cidos grasos y  otros
intermediarios que constituyen 1la fuente principal de 1la
organizacién celular, y que proveen las bases para el crecimiento
y desarrollo del organismo. Mientras gque en el metabolismo
secundario ocurren otras reacciones, como la formacién de
amino&cidos no proteicos, alcaloides, terpenoides, poliacetilenos
Y compuestos fendlicos, que no son esenciales para el desarrollo
de las plantas (Luckner y Nover 1977; Vickery y Vickery 1981;
Crocomo y col 1981). Una caracteristica del metabolismo primario
es que es similar en todos 1los organismos, mientras gque el
metabolismo secundario se restringe a grupos taxondémicos
particulares, como en especies, géneros y en algunos casos en
familias (Crocomo y col 1981; Man 1987; Vickery y Vickery 1981;
Balandrin y col 1985).

La biosintesis de los metabolitos secundarios, usualmente se
restringe a ciertas etapas del desarrollo de la planta y en
ciertas células especializadas (Wierman 1981), esto indica, en la
mayoria de los casos, que la expresién del metabolismo secundario
estd basado en un proceso de diferenciacién celular, por lo que
también es definido como biosintesis, transformacién y degradacién

de compuestos orginicos por enzimas especializadas (Luckner y



Nover 1977).

Los metabolitos secundarios, desempefian un papel acolbéico
importante, y proveen las bases para la adaptacién e interaccién
del organismo que lo produce con su medio ambiente, y pueden
funcionar como atrayentes de polinizadores, agentes de defensa
quimica, y como productos de almacenamiento y de detoxificacién
(Crocomo y col 1981; Man 1987). Estos compuestos se cotizan muy
caro en el mercado, debido principalmente a la dificultad de
extraccién, purificacién y disponibilidad del material vegetal
(Balandrin y col 1985). Tradicionalmente 1los metabolitos
secundarios han sido extraidos del material vegetal crecidos en
plantaciones (Yeoman 1987; Fowler 1987), aungue la sintesis
quimica ha tratado de substituir 1la fuente vegetal, estos
constituyen aidn la fuente principal para mucho compuestos, sobre
todo para aquellos que son dificiles y/o costosos de sintetizar,
tales como las mezclas naturales complejas. Por otro lado 1la
sintesis quimica, muchas veces produce una mezcla de isbémeros que
no pueden resolverse a gran escala (Yeoman y col 1980). Por lo que
la técnica de cultivo tejidos vegetales ofrece una alternativa

para la obtencién de metabolitos secundarios de interés.

3.2 GENERO TAGETES

El género Jagetes estad clasificado dentro de 1la familia
Campasitae, subfamilia Jotenaidae y en la tribu Jageteae (Heywood
1978) . Est& compuesto por especies arcmiticas que crecen desde el
suroeste de EU hasta Argentina, siendo el sur y centro de México
el drea de mayor diversidad (Neher 1968). El género estd compuesto

por unas 40 especies (Rzedowski y Rzedowski 1975), algunas



establecidas horticulturalmente, y su uso y domesticacién data
desde antes de la congquista (Neher 1968, Kaplan 1960).

El uso de las especies del género Jageles puede ser divido en
dos categorias: en uso ceremonial u ornamental y medicinal. En el
uso ceremonial u ornamental, las especies ma&s utilizadas son: 7.
enecta y 9. patula gque se conocen en nuestro pais como
Canboalxuchitl o flor de muerto (Neher 1968; Kaplan 1960). Aparte
de estas dos especies, existe otra que recibe nombre de 7.
wnuluta, que pertenece al complejo gue didé origen a las formas
cultivadas de Jagetesa y cuyo arreglo sistem&tico no se ha definido
de manera satisfactoria (Rzendowski y Rzendowski 1975). En el
aspecto medicinal, las porciones de la planta mis usadas son las
flores y las hojas, y son utilizados en infusiones o cocidos. Las
propiedades farmacolbégicas reportados incluyen su uso como
antisépticos, carminativos, diuréticos, estimulantes, vermifugos y
repelentes de gusanos (Neher 1968).

J. enecta se caracteriza por ser una planta anual y puede
alcanzar una altura de 1.8 m. Se cultiva con fines ceremoniales y
para la extraccién de colorantes. De esta especie, existen muchas
variedades que difieren sobre todo en el tamafio de la cabezuela
(Rzendowski y Rzendowski 1975). Esta planta produce varios
metabolitos secundarios de gran importancia biolégica, tales como
los flavonoides, carotenoides, terpenos y tiofenos (Ickes y col
1973). Los flavonoides aislados de las hojas y flores son:
quercetagetrina, quercetagetina, tagetina, kaemferitrina,
6-OH-kaemferol-7-0-glucosido, kaemferol, kaemferol-7-O-ramnosido
(fig 1)(El-Emary y Ali 1983). Se ha observado que algunos

extractos que contienen estos compuestos tienen actividad



antitumoral (Ickes y col 1973). Los carotenoides aislados de los
pétalos, constituyen el 1.6% del peso seco, y el 89.6% corresponde
a la luteina esterificada con 1los A&cidos grasos palmitico,
miristico y estedrico, complejo clasificado dentro del grupo de
las xantéfilas (Philip y Berry 1975; Gau y col 1983; Gayle y col
1986) (fig 2). Las xantéfilas son producidas comercialmente para la
industria avicola (Philip y Berry 1976), y considerando la
solubilidad de este compuesto en aceites vegetales, comparado con
la poca solubilidad de los carotenoides sintéticos, es un factor
importante para la aplicacién de las xantéfilas para alimento
humano (Philip y Berry 1975). Del aceite esencial de esta planta
se han identificado m&s de 50 compuestos tanto de las hojas como
de las flores, y los terpenos contituyen el mayor porcentaje,
observandose que el aceite tiene una buena actividad antibiética y
no irrita 1la piel humana, ademds es una fragancia natural
(Wang-Yang y col 1988) (Tabla 1). Dentro de los tiofenos aislados
de Jagetes estan: el alfa-tertiofeno (a-T), butienilbitiofeno
(BBT), hidroxibutinilbitiofeno (BBT-OH), acetixibutinilbitiofeno
(BBT-Ac) (fig 3) (Bohlman y col 1973), gque se caracterizan por
tener un amplio espectro biocida (Towers y Wat 1978). La presencia
de estos compuestos en Jagetes puede estar relacionado con algin
mecanismo de defensa quimica, observidndose el mayor contenido de
estos compuestos en la etapa de floracién (Downum y Towers 1983),
y cuando 1la planta esta infectada con algin microorganismo
(Kourany y col 1988). La distribucién de los tiofenos varia con la
especie, 6érganos y edad de las plantas. Asi, en pléantulas el
a-tertiofeno se sintetiza mds en los cotiledones que en otros

érganos, el hidroxibutinilbitiofeno ocurre en raices, cotiledones



e hipocotilo y su produccién varia enormemente en cada 6rgano,
mientras que el acetoxibutinilbitiofeno, se acumula solamente en
raiz e hipocotilo, asi mismo el butienilbitiofeno es el compuesto
que mds se produce en la plantula y su concentracién es alta en
hipocotilo y raices (Sutfeld 1982). En las hojas generalmente se
encuentra BBT-OH y BBT-Ac, y BBT y «a-T en las raices (Downum y
Towers 1983).

El efecto biocida de los tiofenos se ha observado en virus
(Hudson y col 1986), bacterias (Arnoson y col 1981), hongos (Chan
Y col 1979; Kourany y col 1988), larvas de insectos (Arnoson y col
1981; Downum y Rodriguez 1986), plantas (Campbel y col 1982) y en
tejidos humanos (Wat y col 1980). Causa aberracidn cromosémica
(MacRae y col 1980) e inactiva las enzimas acetil-colinesterasa y
glucosa-6P-deshidrogenasa (MacRae y col 1985) (tabla 2). Debido a
esta caracteristica de 1los tiofenos se han utilizado como
insecticidas, y los resultados obtenidos con el a-tertiofeno,
indican que pueden ser formulados en diversas formas sin una baja
en la toxicidad hacia los mosquitos y ciertas especies no dafiinas
(Arnoson y col 1988; Philogéne y col 1986).

Los tiofenos se biosintetizan via acetato-malonato. La
sintesis de estos compuestos al igual que los poliacetilenos, se
inicia con el &cido oleico, que por desaturacién se ccnvierte en
&cido crepeninico. Los compuestos siguientes del &cido crepeninico
se forman por desaturacién ‘a traves de la « y pB-oxidacién,
descarboxilacién y oxidacién como lo muestra la Figura 4 (Vickery
y Vickery 1981; Bohlman y col 1973). Las enzimas que inician la
via metabdlica de 1los poliacetilenos y los tiofenos, pueden

clasificarse en el grupo de las lipooxigenasas, que presentan

10



actividad sobre el &cido linoleico y &cido crepeninico, un ejemplo
es la enzima 1linolato: oxigeno reductasa, que cataliza 1la
oxigenacién de dcidos grasos que contienen sistemas
1(z),4(z)-pentadieno (1), como el &cido linoleico a hidroperoxi

conjugados, encotrdndose que los &cidos acetilénicos formados no

-CH=CH-CH,CH=CH- + 0, ————————— ~CH(OOH) CH=CH-CH=CH~- (1)

z Z E z

son substrato para las enzimas lipooxigenas, pero si inhibidores
(Jente y col 1988). Una vez iniciada 1la via, se forman
intermediarios de diversas cadenas, algunos de los cuales son
precursores de la via de los tiofenos.

Todos los tiofenos acetilados son derivados del pentain-eno
(i), gque se ha aislado de un gran nfmero de especies de la
Familia Bampasitae.

Hzc-c-c-c-c-c-c-—c-c—c-c——cuncuz
La formacibén de los tiofenos tiene lugar por la adicién de grupos

(11)

SH, al pentain-eno (ii), de donde se derivan los monotiofenos,
ditiofenos y tertiofenos (Bohlman y col 1973; Jente y col 1981,
1988). Entre las enzimas involucradas en la biosintesis de los
tiofenos se conoce la 5-(4-acetoxi-1-butinil)=-2-2‘-bitiofeno:
acetato esterasa (E6), que transforma 5-(4-hidroxibutinil)-2-2
-bitiofeno (6) a 5-(4-hidroxibutinil)2-2’'-bitiofeno (1) (Sutfel y
Towers 1981). La transformacidén de 3,4-(diacetoxi-l-butinil)-2-2‘-
bitiofeno (3), es catalizado por otra acetato-esterasa (E3) a

3~hidroxi-4-acetoxibutinilbitiofeno (3%) mediante la

transformacién de este (Gltimo producto por E6é aparece

11



3,4-dihidroxibutinilbitiofeno (0) (Pensel y Sutfeld 1985) . La
reaccidn inversa es catalizada por la enzima
acetil-CoA:4-hidroxibutinilbitiofeno-0-acetil- transferasa (Al),
que acila 1 y 0 en presencia de donadores de acilos como la
acetil-CoA, la acilacién de 3 puede intervenir otra enzima no
identificada (A?) (Metschulant y Sutfeld 1987) (Fig. 5). Hasta
ahora 0 y 1 son derivados de precursores afin no identificados,
teniendo como productos finales BBT y «-T. Los hidroxiderivados 0
Y 1, sintetizados en exceso en ciertas etapas de desarrollo de la
planta, sufren acetilacién, transporte y almacenamiento, en
ciertos compartimentos celulares (cuadro con linea en guiones de
la fig 6 ), en este caso la enzima Al puede ser el suministrador
de los substratos a este compartimento. Los productos formados

agqui son sustratos para la actividad de E6 y E3 (Sutfeld 1988).

3.3. CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES.

La técnica de cultivo de tejidos vegetales (CTV), se refiere
al crecimiento in wsitha de cualquier parte de una planta, ya sea
células,tejidos u érganos en condiciones asépticas (Seabrook 1980;
Biondi y Torphe 1981). La parte de la planta con gque se inicia el
cultivo se 1le 1llama explante (Kurz y Constabel 1979). Por
conveniencia la técnica de CTV puede ser dividido en cinco clases:

1) Cultivo de callos: se refiere al cultivo de masas celulares
en un medio nutritivo con agar y producide a partir de un
explante.

2) cultivo de células: es el cultivo de células en suspensién,

los cuales son producidos por la transferencia de callos a medio
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ligquido y aireados por agitacién.

3) Cultivo de érganos: es el cultivo aséptico en medio nutritivo
de embriones, anteras (microesporas), ovarios, raices, tallos u
otros érganos vegetales.

4) cultivo de meristemos y morfogénesis: es el cultivo aséptico
de meristemos de tallos u otros explantes, en medio nutritivo con
el propésito de crecer plantas completas.

5) Cultivo de protoplastos: es el aislamiento aséptico y cultivo
de células sin pared celular, iniciados a partir de células en
suspensién o tejido de una planta (Gamborg y Shyluk 1981).

La aplicacién de la técnica de CTV en cualquier especie
vegetal generalmente involucra el crecimiento del tejido calloso,
que aparece naturalmente, cuando 1la planta sufre un dafio
superficial y presiste por un periodo corto de tiempo (Yeoman y
Forche 1980). Jn wsitha es obtenido en presencia de reguladores de
crecimiento (RC) y se caracteriza por ser un tejido amorfo con
células altamente vacuoladas (Seabrook 1980). El principio bé&sico
de la técnica de CTV es el de la totipotencia, que se refiere a
que una célula del tejido de un vegetal diploide, en donde la
diferenciacién terminal no se haya llevado a cabo, puede por la
influencia de un estimulo adecuado regenerar la habilidad para
producir una nueva planta (Street 1976).

Los requerimientos nutricionales para el cultivo in sitha de
tejidos vegetales, varia considerablemente de especie a especie, y
de acuerdo al tipo de 6érgano en cuestién, pero hay ciertos
requerimentos generales que pueden ser reconocidos. Puesto que
muchos cultivos in witha son incapaces de fotosintetizar,

requieren de una fuente de carbono,que se suministra en forma de
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sacarosa u otros carbohidratos. Aunado a esos requerimentos, a los
medios de cultivo, se les adicionan requladores de crecimiento
(RC), suplementos orgénicos, sales minerales y a veces algin
agente solidificante. De lo anterior, los contituyentes de los
medios de cultivo para células vegetales, pueden agruparse en los
siguientes grupos:

-Macronutrientes

-Micronutrientes

-Reguladores de crecimiento (RC) y

-Suplementos orgdnicos (vitaminas y aminodcidos).

Los macronutrientes generalmente se requieren en grandes
cantidades. Aparte de C, H y O, se requeren el N, P, K, Mg, S y
Ca, mientras que 1los micronutrientes requeridos en pequefias
cantidades son: Fe, Mo, Mn, Zn, Bo, Cu y Co. Los reguladores de
crecimiento (RC) que son usados para la obtecién de los cultivos
in wuitha, generalmente pertenecen al grupo de las auxinas y las
citocininas. Las auxinas estimulan el alargamiento celular y la
accién puede estar relacionada con la estimulacién del ADN y ARN y
sintesis de proteinas. Las citocininas est&n involucrada en 1la
divisién celular (Everett y col 1978). Las vitaminas de uso
general en CTV, son las hidrosolubles o grupo B, como la tiamina,
niacina, piridoxina y &cido pantoténico. De los medios de cultivo,
el de Murashige-Skoog MS (1962) y el de Shenk-Hildebrant SH
(1972), son los mas comunmente utilizados en el cultivo de células
vegetales (Dixon 1985). A diferencia del medio de Gamborg y col
(1968) denominado B5, tanto el MS y SH utilizan la misma fuente de
Fe. La fuente de N es mds del doble en el medio MS con respecto a

B5 y SH, mientras que el P es alto en SH, siguiéndole B5, asi
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mismo el S se presenta en mayor cantidad en B5 en relacién al MS y
SH.

En el establecimiento del tejido calloso, es necesario elegir
una fuente de explante, procurando gque esté en un estado
fisiolégico conveniente. Generalmente un tejido joven resulta més
idéneo (Dixon 1985). El explante generalmente esta contaminado con
una amplia variedad de microorganismos, y @para evitar que
proliferen en el medio de cultivo e interfieran con el crecimiento
de los callos, debe ser sometido a un proceso de desinfestacidén
(Yeoman y Macleod 1977; Seabrook 1980), para ello existe una gran
variedad de agentes gquimicos, cuya seleccién y tiempo de
tratamiento depende de la sensibilidad del material vegetal. Cabe
mencionar que el desinfestante no solo remueve completamente los
microorganismos, si no gue también es letal para el tejido, por lo
gque debe ser removido del explante. La efectividad de los agentes
desinfestantes se puede incrementar afadiendo una pequefia cantidad
de detergente como el tween a la solucidén del agente, la adicién
de este compuesto, afecta la tensién superficial del tejido y
permite gue el agente penetre y destruya al microorganismo (Yeoman
y Macleod 1977). Aunado a estos tratamientos, se le puede dar un
pretratamiento al explante antes de la desinfestacién, exponiendo
éste al alcohol etilico absoluto (Dixon 1985). Una vez que el
explante ha sido desinfestado y el medio de cultivo elegido, el
proceso de induccién del tejido calloso se inicia. EL callo
obtenido  puede ser mantenido por subcultivos periédicos,
transfiriendo fracciones de calles al medio de cultivo nuevo.

Un cultivo en suspensién consiste de células individuales,

agregados celulares dispersados creciendo en un medio 1liquido
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agitado (Street 1977). Tales cultivos se inician por 1la
transferencia de fragmentos de callos friables al medio ligquido de
la misma composicién que el utilizado para crecer callos. Los
cultivos en suspensién pueden ser establecidos directamente del
explante, sin embargo, puede haber limitacién, debido
principalmente al largo periodo que se necesita para iniciarlos, y
a la disponibilidad del equipo de agitacién. Algunas de esas
limitaciones puede ser minimizados, si el explante es disgregado
con enzimas como la pectinasa, antes de la iniciacién del cultivo
(Dougall 1980). Otra via para iniciar directamente los cultivos en
suspensién a partir del explante, es mediante un rompimiento suave
con un homogenizador, transfiriendo el homogenizado al medio
ligquido (Street 1977).

Los cambios metabélicos en el explante pueden dividirse en
tres etapas durante la induccién del tejido calleso: induceién,
divisién y diferenciacién. Durante la induccidén, las células se
preparan a dividirse, el metabolismo se activa y el tamafio celular
permanece constante, esto es segquido por una fase de sintesis
activa y 1la disminucién del tamafio celular se inicia por 1la
divisién en las capas superficiales. Durante esta fase, el cambio
regresivo involucra un retorno progresivo al estado meristemético,
gue se conoce como desdiferenciacién, en esta fase, la divisidén se
efectGa en todas las regiones del callo y eventualmente forman
estructuras diferenciadas, este nuevo curso es marcado por un
incremento de la diferenciacién celular através de 1la maduracidn
de algunas células y expansidén de otras (Aitchison y col 1977).

La aplicacién de la técnica de CTV, se puede dividir en dos

grandes aspectos: La micropropagacién y la produccién de
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metabolitos secundarios. La micropropagacién a nivel industrial se
ha considerado no sélo como un medio de propagacién de plantas
importantes econémicamente, si no también como un método para
desarrollar nuevas variedades, el escalamiento a este nivel
implica la mecanizacién desde el inicio de la té&cnica (Giles y
Morgan 1987). Otro A&specto importante, es 1la produccién de
semillas artificiales para la propagacién de los vegetales (Fujii
y col 1987). La aplicacién potencial de la micropropagacién puede
resumirse en las siguientes categorias: propagaciédn masiva de las
plantas alimenticias, regeneracién de las plantas potencialmente
Gtiles, recuperacién de las plantas en peligro de extincién,
obtencién de plantas libres de virus, preservacién del germoplasma
e induccién de la variabilidad genética (Rublio 1985).

En la produccién de metabolitos secundarios, como una
alternativa de produccién de compuestos de gran importancia
biolégica, como los productos farmace(ticos, saborizantes,
fragancias, pigmentos y los agroindustriales como los pesticidas
(Tabata 1977; Whitaker y Evans 1987; Heinstein y Emery 1988). El
CTV presenta ventajas sobre el cultivo convencional, en que los
compuestos de interés, pueden ser producidos en condiciones
controladas independientemente de los cambios climatolégicos, de
suelo y libres de organismos patégenos, como los virus. Ademas las
células de plantas tropicales o alpinos, pueden multiplicarse
facilmente para obtener sus metabolitos especificos, y el control
del crecimiento celular y la regulacién racional de los procesos
metabdlicos pueden contribuir a 1la reduccién del costo e
incrementar la productividad (Tabata 1977).

En la produccién de metabolitos secundarios por esta técnica,
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se han seguido diversas estrategias, que van desde el uso del
tejido calloso, células en suspensién, rediferenciacién a érganos,
hasta el cultivo de células transformadas y cultivo de 6rganos
(Misawa 1977; Flores y col 1987; Staba 1985). Una ventaja de la
" produccién por cultivo de drganos, es que tienen la capacidad de
producir los compuestos deseados en cantidades similares o mayores
a los de las planta intacta, y son genéticamente mads estables
(Staba 1985).

Uno de los prerequisitos para el uso de las células vegetales
en la produccién de metabolitos secundarios es su adaptabilidad a
las condiciones de cultivo sumergido, y esto puede ser posible
mediante el cultivo de células en suspensién a gran escala (Kurz y
Constabel 1979). El1 cultivo de células en suspensidn, puede
potencialmente crecer a la misma escala gue las fermentaciones
microbianas, sin embargo, el tamafio de las cé&lulas vegetales, baja
velocidad de crecimiento, fragilidad, aglomeracién y sus
requerimientos nutricionales, son problemas asociadc al proceso.
Adenfis el periodo de cultivo prolongado, incrementa el riesgo de
contaminacién (Ellis 1986; Rhodes y col 1987).

Una desventaja de los cultivos vegetales in wsitha, es que
generalmente no producen o tienen una baja capacidad biosintetica
de los compuestos deseados, esto obviamente limita su aplicacién a
nivel industrial. Existen sin embargo, varias especies vegetales,
en dondé se ha igualado o superado la produccién a los de la
planta intacta (Dougall 1985; Rokem Yy Goldberg 1985). Para
resolver este problema se ha propuesto diversas estrategias: 1)
seleccién de plantas altamente productoras, 2) establecimiento de

cultivo de células de esas plantas, 3) seleccién clonal repetida

18



de las 1lineas celulares obtenidos usando un procedimiento
analitico sensible, 4) establecimiento de las lineas celulares
estables capaces de producir grandes cantidades de metabolito y 5)
desarrollo de un medio de produccién (Deus y Zenk 1982).

Las diferencias en composicidén que presenta cada medio de
cultivo pueden influir en la produccién de metabolitos
secundarios. Un ejemplo de esto es el comportamiento observado con
las células de ZLithospenmun enythonhigon, cuando fueron cultivadas
en el medio de Linsmaier-Skoog ({(LS)(1965) no produjeron shikonina,
pero si lo hicieron cuando se empleé el medio de White’s
(W) (1943), Posteriormente se comprobé que la razén de este
comportamiento fué debido al fuente de nitrogeno presentes en
dichos medios de cultivo. La presencia de amonio inhibié 1la
produccién de shikonina (medio LS), mientras que el nitrato 1la
estimulé (medio W) (Fujita y Tabata 1987). Por otra parte, la
produccién de alcaloides carbolinos en Phaseolus wsulgania, se
observé solamente cuando se le adicioné el triptéfano como una
fuente adicional de nitrégeno (Veliky 1972). La fuente de carbono,
generalmente sacarosa, juega un papel importante no solo en la
estimulacién del crecimiento, si no también en el incremento de la
sintesis de producto, asi por ejemplo en cultivos en suspensién de
Bathanantus noaseus, se demostrd gque al incrementar 4 veces la
concentracién de sacarosa se obtuvo un aumento de 2.6 veces en la
produccién de antocianinas (Knobloch y col 1982). En forma similar
los cultivos de 6Eachachalyia califonnica, produjeron siete veces
mds alcaloides benzophenantridina (Berlin y col 1983), y Diocconea
deltoidea  duplicé su produccién de diosgenina cuando se

incrementaron las concentraciones de la fuente de carbono (Gressel
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y Goldberg 1982). En forma similar, la limitacién de fosforo en el
medio de cultivo generalmente favorece la produccién de
metabolitos secundarios, ejemplo de ello, es el incremento en la
sintesis de alcaloides pg-carbolinos y serotoninas en Pegamum
hanmala (Sasse y col 1982), y de putrecinas en WNicatiana tabacum
(Knobloch y col 1981).

Otros componentes que influyen en la produccién son 1los
reguladores de crecimiento (RC), tanto las auxinas y citocininas.
Se ha observado que el 2,4-D inhibe 1la morfogénesis y 1la
produccién en algunos sistemas (Mantell y Smith 1983). Al
suplementar el medio de cultivo con 2,4-D y ANA, no se
incrementaron 1las cantidades relativas de las coumarinas en
Datuna, en tanto que las aﬁtocianinas se acumularon en grandes
cantidades en células crecidas en bajas concentraciones de ANA,
indicando gque ANA reprime 1la produccién. Asi mismo ambos RC
afectaron la produccién de etileno (Gamborg y col 1970).

La relacién entre crecimiento y produccién, puede llevar a
adoptar algGn tipo de proceso de produccidén, como el de una fase,
en donde el crecimiento y produccién se lleva a cabo en el mismo
proceso, o el proceso de dos fases, en donde se elige un medio
para el crecimiento y otro para la produccién (Fowler 1987; Fujita
y Tabata 1987). Otras estrategias para activar la produccién, son
la inmobilizacién de las cé&lulas, adicidén de precursores, asi como
las condiciones de cultivo empleados, como la luz, PH y aireacién.

Actualmente es aceptado gque el procesoc de diferenciacién es
un factor importante en la produccién de metabolitos secundarios,
normalmente in sisa la biosintesis de estos productos usualmente

se restringe a etapas de desarrollo especifico del organismo y en
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células especificas (Luckner y Nover 1977; Wierman 1981). En los
cultivos in wsitha, cierto grado de diferenciacién se hace evidente
en agregados celulares, desarrollo de cloroplatos o pigmentacién
en las células o bién en forma definitiva en los cultivos de
estructuras organizadas como embriones, tallos, raices, etc.,
todos estos aspectos son conocidos como citodiferenciacién (Yeoman
1987) .

Generalmente cuando mayor es el grado de citodiferenciacién
mayor es la produccién de metabolitos secundarios. Asi por
ejemplo, en los cultivos de Datuna, Yalanum, dAlropa y Hicscymuss,
los callos con pigmentacién y crecimiento lento, producen mayor
cantidad de alcaloides, gque 1los callos sin diferenciacién vy
crecimiento répido, similares resultados se obtienen con células
en suspensién (Lindsey y VYeoman 1983). En la produccién de
saborizantes, la rediferenciacién del callo es necesario para la
produccién en cultivos de cebolla (Collin y col. 1986), similares
resultado se ha obtenido en otros sistemas (Kamo y col 1986;
Coilinge y Yeoman 1986). En especies de Jagetes, aparentemente hay
una correlacién entre diferenciacién morfolégica y acumulacidn de
tiofenos (Croes y col 1987 a y b).

El efecto del producto final en la produccién es importante,
ya gque puede regqular su biosintesis (regulacién por producto
final), como se ha observado en los microorganismos (Vinig 1986).
En cultivo de células vegetales, se ha demostrado un

comportamiento similar (Knoop y Beiderbeck 1983).
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3 4. CULTIVO in wsitha DE ESPECIES DE Jagetea: PERSPECTIVAS
PARA LA PRODUCCION DE TIOFENOS.

En la regeneracién de J. enecta se ha utilizado diferentes
partes de la planta como fuente de explante para la induccién del
tejido calloso, tales como la hoja (Kotari y Chandra 1984),
capitulo (Moham-Ram y col 1982), flores (Kotari y Chandra 1986),
tallos (Jain 1977) y de hojas de diferentes edades (Ketel y col
1985) .

Jain (1977), reporta la produccién de isopiretrinas en callos
de ¥ minuta, los cuales muestra un efecto de insecticida sobre
Jnilobium op y Jnogodewmna op similar al estandar de piretrinas.
Sin embargo estudios posteriores indicaron gque las especies de
Fagetes produce tiofenos tanto in wiwa como in wsitha, y no se
confirmé la produccién de isopiretrinas (Solborg y col 1984;
Groneman y col 1984).

En la produccién de tiofenos en callos con estructuras
organoides de las especies de J. enecta, 9. minuta y 9. patula se
ha observado que conforme se resiembran, la capacidad biosintetica
desaparece, Yy la produccién varia de una especie a otra (Ketel
1987). Ademis, independientemente de 1la nutricién mineral el
nGmero de compuestos no polares es similar (Ketel 1986a). Por otra
parte, en cultivos de células en suspensién de 7. minuta no se
detecté la produccién de tiofenos (Groneman y col 1984; Ketel
1987). Aunque al inducir células en suspensién a partir de callos
con una o dos resiembras, la produccién de tiofenos se prolongb
por mis tiempo 1luego desaparecié, y no varidé en suspensiones
inducidas a partir de callos caracterizados por un alto o bajo

nivel de produccién (Ketel 1988). Por otra parte, en cultivos de
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células en suspensidén que muestra diferenciacién en forma de
agregados celulares , produjeron tiofenos y liberaron el tiofeno
polar hidroxibutinilbitiofeno al medio de cultivo (Ketel 1988),
posterirmente se observdé que el tamafio de agregados optimo para la
produccidén estaba en el rango de 11 a 13 mm (Hulst y col 1989).
Asi mismo, al someter cultivos de células en suspensdén de 2 afios
de edad de 7. minuta a un sistema de inmobilizacién, se observé la
produccién de tiofenos (Ketel y col 1987). En otros sistemas,
donde se utilizé el cultivo de raices transformadas, se observd
una alta produccién de estos compuestos, pero al igual que los
callos, con las resiembras la produccién disminuyé (Norton y col
1985).

Por otro lado, en cultivos de callos se ha observado, que no
se suprime totalmente la presencia de enzimas especificas de la
via de los tiofenos (Ketel 1986b), y la variacién de la actividad
de las enzimas acetato: esterasas decrece en el siguiente orden:
hojas , flores , tallos , Cultivo de células , callcs y raices
(Helsper y col 1988). lo anterior se relaciona con los resultados
obtenidos por Sutfeld (1982), gque reporta la variacién de 1la
produccién de tiofenos en 1los diferentes ©6érganos de Jagetes
patula .

No obstante, también se ha observado gue independientemente
del origen morfélogico de los cultivos no hay diferencias en 1la
produccién de metabolitos secundarios (Sasse y col 1982; Tabata y
col 1970). Esto puede ser debido a que la induccién del tejido
calloso se lleva a cabo en un sistema semisdélido en donde se
forman gradientes de nutrientes, gue conlleva a gue no ;odas las

células aprovechen totalmente los nutrimentos y por ende afecte al
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crecimiento y produccién. Y considerando 1las variaciones
metabdlicas gue sufre el explante durante la iniciacién de los
cultivos in vitro, tales como la variacién de: a) la acumulacidén
de ARN (MaclLeod y col 1979), b) las enzimas involucradas en la
sintesis de ADN (Harland y col 1973), c) las enzimas de la via de
las purina (Komamine y Shimizu 1975), d) 1la variacién de la
composicidén de los aminodcidos, asi como su distribucidén en las
proteinas durante la induccidén de callos (Kemp y Sutton 1972), e)
la variacién de las aspartatocinasas al inocular los explantes en
medio 1liguido(Sakano y Komamine 1975) f) 1la regulacidén por
producto final, gque puede llevarse a cabo en caso de que haya
produccién en callos y el compuesto no puede ser removido de la
superficie del tejido (Becker 1987). Entoces al inducir células en
suspensién directamente de explante, habria diferencias en
crecimiento y produccién con respecto al sistema semisélido. De
igual modo, las suspensiones obtenidos a partir de callo ¥y

directamente de explante presentarian diferencias.
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4.-0BJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
COMPARAR LA PRODUCCION DE TIOFENOS EN CULTIVOS DE CELULAS EN
SUSPENSION DE Jagetea encta L, ESTABLECIDOS A PARTIR DE CALLOS Y

DIRECTAMENTE DE EXPLANTE.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

l.-Establecimiento de cultivos de callos y células en

suspensién de Tagetea enecta.

2.-Establecimiento de los métodos de extraccién Y

cantificacién de tiofenos.

3.-Comparar cultivos de células en suspensién obtenidos a

partir de callo y directamente de explante.

4.-Estudiar el efecto de los medios de cultivo y de la
influencia de 1luz/obscuridad sobe el crecimiento Yy
produccién de tiofenos por cultivos de callos y células

en suspensién.
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5. MATERIALES Y METODOS.

5.1.-MATERIAL VEGETAL.
Se emplearon semillas de Jagelea enecta L. donadas por la

compafiia Bioquimex.

5.2.- DESINFESTACION Y GERMINACION DE LAS SEMILLAS.

Para la obtencién de pléntulas asépticas, las semillas se
hidrataron por una hora con agua destilada , luego se colocaron en
alcohol etilico absoluto por un minuto, se lavaron 3 veces con
agua destilada y se sometieron a un proceso de desinfestacién a
diferentes tiempos de exposicién dentro de una solucién de
hipoclorito de sodio al 5% con una gota de tween-20.
Posteriormente se lavaron varias veces con agua destilada estéril
y se colocaron en frascos con 25 ml de medio de Murashige-Skoog
(MS) (1962) suplementado con 2% de sacarcsa y 1.5 g/l de gelrite.
Para cada tratamiento se utilizaron 10 frascos con 10 semillas
cada uno y se incubaron a una temperatura de 25%2 °C Y una

intensidad luminosa de 8400 lux.

5.3. EFECTO DE LA RELACION 2,4-D/ANA/BAP SOBRE LA INDUCCION
DE TEJIDO CALLOSO.

Por medio de un disefio factorial 4X4X2, se determind el
efecto del 4&cido 2,4-diclofenoxiacético (0-9.04 M) y Benzil
aminopurina (0-33.3 uM), en ausencia y presencia de 2.68 uM del
dcido naftalenacético sobre la formacién de tejido calloso. Se
usaron explantes del hipocotilo de 1.5 cm, gque se incubaron en
medio (MS) suplementado con 2% de sacarosa. Cada tratamiento se
realizé por triplicado, y se evalué el crecimiento, mediante el

peso fresco (PF) y peso seco (PS). El PF se evalud pesando el
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tejido sobre un papel aluminio previamente puesto a peso
constante, el PS poniendo el callo sobre el mismo papel ¥y
secéndolo hasta peso constante en una estufa con vacio y a 60°C.
Se determiné el indice de crecimiento (IC), con la sigquiente

formula:

Peso final (PF) - Peso inical (PI)

IC= Peso inicial

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente con

un analisis de varianza.

Modelo estadistico:

Yijkl= 4 + AL + Bj + Ck + ABij + ACik + BCjk + ABCijk +EL (ijk)

Donde: Y= Variable respuesta; pu= gran media A= Factor 2,4-D;
B= Factor BAP; C= Factor ANA; E= Error exponencial; = Niveles
de A; 4= Niveles de B; k= Niveles de C; {= Nlmero de

repeticiones.

5.4. EFECTO DE LOS MEDIOS SEMISOLIDO Y LIQUIDO AGITADO SOBRE LA
INDUCCION DE CULTIVOS in wsitha A PARTIR DE DIFERENTES
CRGANOS.

Para este experimento se indujo callo (en medio semisélido) y
células en suspensién (en medio liquido agitado) a partir de tres
explantes de tallos (1.5 cm), dos hojas completas, dos cotiledones
completos y raices completas (4 cm) de plantulas de 25 dias de
edad. Se usaron frascos con 25 ml de medio MS conteniendo 2% de
sacarosa y gelificado con gelrite y matraces con 50 ml del mismo

medio de <cultivo no gelificado. La concentracién de RC
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determinados previamente de acuerdo a 5.3. El crecimiento de los

cultivos y la produccidén de tiofenos se evalud a los treinta dias.

5.5. EFECTO DE LA LUZ/OBSCURIDAD SOBRE EL CRECIMIENTO DE TEJIDO
CALLOSO Y SU PRODUCCION DE TIOFENOS.

Para este experimento se realizaron cinéticas de crecimiento
en luz (8400 lux) y en obscuridad permanente, en ambos casos se
usé un gramc de peso fresco de callo y cuantificé el PF, PS y
produccién de tiofenos cada tercer dia. Para las determinaciones
de PF ,PS y tiofenos, el callo se divididé en dos partes iguales, y
en una se determiné el PF y PS, mientras que en la otra se evalud

la produccién.

5.6. COMPARACION ENTRE LOS CULTIVOS DE CELULAS EN SUSPENSION
OBTENIDAS A PARTIR DE CALLO Y DIRECTAMENTE DEL EXPLANTE.

El cultivo de células en suspensién a partir de callc, se
obtuvo por la transferencia de 5 gramos de callo fresco a 100 ml
de medio de cultivo. Por otro lado, se inocularon explantes de 1.5
cm de tallo, dos hojas, dos cotiledones & la raiz completa, en 50
ml de medio 1liguido. La concentracién de reguladores de
crecimiento en el medio de cultivo fué la misma que la utilizada
para crecer callos (inciso 5.3). Los cultivos se incubaron en una

agitadora orbital a 80 rpm, 25 °C y 8400 lux.

5.7. EFECTO DE LOS MEDIOS DE CULTIVO SOBRE LAS SUSPENSIONES
CELULARES, OBTENIDAS A PARTIR DE CALLO Y DIRECTAMENTE DE
EXPLANTE.

Para el efecto de los medios de cultivo, se realizaron
cinéticas de crecimiento y produccién de tiofenos en los medios de
Murashige-Skoog 1962 (MS), Shenk- Hildebrant 1972 (SH) y Gamborg y

col 1968 (BS5). los cultivos de células en suspensién utilizados
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fueron aquellos originados a partir de callo y directamente del
explante hoja. En todos los casos se cuantificé el crecimiento

celular y la produccién de tiofenos cada tercer dia.

5.8. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE TIOFENOS EN CULTIVOS in wsitha
DE Jagetes enecta.

Inicialmente, se deterniné la presencia de estos en los
cultivos de callos y células en suspensién por cromotografia de
capa fina (CCF) preparados en placas de vidrio con silica-gel 60 y
se revelaron con luz UV a 260 nm (Chan y col 1975). Como fase
mévil se utilizé é&ter de petroleo: éter etilico:acetona (9:1:1).
Posteriormente la misma fase mévil se utilizé para purificar los
tiofenos contenidos en 1los extratos de callo y células en
suspensidén por cromatografia en columna. Se determind® la identidad
de los tiofenos por resonancia magnética nuclear (RMN) vy

cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR).

5.9. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE TIOFENOS EN CULTIVOS in wsilna.
Los tiofenos de los cultivos de callo y células en suspensidn

se extrajeron segun el método de Norton y col (1985), que consiste
en homogenizar las células en etanol absoluto (1 g de PF/5ml de
etanol), filtrar y agregar un volumen igual de agua destilada.
Luego se hizo extraccién con igual volumen de é&ter de petréleo
(EP) por tres veces. El EP se evaporé a sequedad. Por otro lado
del medio ligquido libre de células se extrajeron los tiofenos de
acuerdo con Ketel (1987), donde al medio se agregd igual volumen
de hexano, se puso por una hora en agitacién constante, después la
fraccién de hexano se separd y se evapord a sequedad. Todos los

extractos provenientes de biomasa y medio 1liguido se

30



resuspendieron en 250 ul alcohol etilico absoluto y se almacenaron
a 0-4 °c para llevar a cabo posteriormente la cuantificacién de la
produccidén de los tiofenos por CLAR.

En la cuantificacién de la produccién de tiofenos, se utilizé
como fase mbévil Metaqol:hgua:kcido acético (80:18:2 wv/v), en una
columna HPLC de fase reversa, nucleosil c18 detector UV a 340nm y
un flujo de 1.5 ml/min. Todos los picos eluidos después del

solvente y antes del a-tertiofeno se consideraron como tiofenos.
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6. RESULTADOS

6.1. DESINFESTACION Y GERMINACION DE SEMILLAS

Con el objetivo de determinar el tiempo m&s adecuado de
exposicién de las semillas al agente desinfestante (NaCl0), estas
se expusieron durante 5, 7.5, 10 y 12.5 minutos a una solucién de
NaClo al 5% y una gota de tween-80. Se observd que conforme se
incrementaba el tiempo de exposicién al agente desinfestante, la
contaminacién disminuia (fig. 7). Por otra parte, los porcentajes
mds altos de germinacién se obtuvieron depués de 10 y 12.5 minutos
de exposicién. En base a ello se eligié 12.5 min. como tiempo
adecuado de exposicién para obtener plantulas asépticas requeridos

para los experimentos posteriores.

6.2. EFECTC DE LA RELACION 2,4-D/BAP/ANA SOBRE LA INDUCCION DE
CALLOS

En este experimento se empleé un disefio factorial de 4x4x2
(fig. 8), para estudiar el efecto de los RC Benzilaminopurina
(BAP) y A&cido 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D), en ausencia o
presencia de &cido naftalendcetico (ANA), sobre la induccién de
callo a partir de explantes provenientes de tallos de
aproximadamente 1.5 cm de longitud. De los 32 tratamientos, 5
empezaron a formar callos a los 4 dias, y con el transcurso del
tiempo, en los que contenian solamente BAP Y ANA, formaron callos
con raices & solamente raices y, en ausencia de RC formaron
raices, mientras gue en las que contenian 2,4-D formaron callos
sin diferenciacién morfolégica.

En ausencia de ANA, se observé que conforme se incrementaba
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la concentracién de BAP el crecimiento aumentaba, mientras que al
incrementar el 2,4-D disminufa (Fig. 8a). El Indice de Crecimiento
(IC) "mé&ximo" que se obtuvd fué de 4.17 con la concentracién de
33.3 uM de BAP y 2.26 uM de 2,4-D.

En presencia de 2.68 uM de ANA (Fig. 8b), este es capaz de
inducir callos, y al combinarse con BAP, se obtienen callos con
diferenciacién morfolégica en forma de raices, en tanto que al
combinarse con 2,4-D y en la presencia de los tres RC se formaron
callos sin diferenciacién morfolégica. En este disefio se observé
un pico maximo de crecimiento, con 22.2 uM de BAP y 2.68 uM de
ANA, con IC de 1.48, mientras que en la presencia de los tres RC,
el IC maximo fué 0.53 en 4.44 uM de BAP, 4.52 uM de 2,4-D y 2.68
UM de ANA . Los callos obtenidos en las combinaciones de los tres
RC se caracterizaron por ser muy friables. Al aplicar el andlisis
estadistico trifactorial, se observd que existe efecto de todos
los factores , excepto con el ANA y la interaccién ANA*BAP en un
nivel de significancia del 0.01 como se oserva en la (Tabla III).

De los resultados anteriores, se eligié la concentracién de
BAP (33.3 uM de BAP), 2,4-D (2.26 uM) y de ANA (0 uM) para los
siguientes experimentos. Debido a que en esta concentracién se
obtuvieron callos con el mayor IC y sin formacidén de estructuras
organoides. Esta concentracién se utilizé después para inducir
células en suspensién, y una vez obtenidos esos cuitivos, se usé
la biomasa para reiniciar cultivo de callos.

Lo anterior se hizd mediante un disefio factorial de 3x3, para
corroborar si se estaban usande las concentraciones adecuada de
RC. En este estudio se obtuvieron muy pocas variaciones en el

crecimiento en presencia de BAP, pero al incrementar 2,4-D el
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crecimiento tendié a disminuir (Figura 9). Se aplicé un an&lisis
de varianza bifactorial, y se obtuvo que en un nivel de
significancia del 0.5, el unico factor que influyé en el
crecimiento fué el 2,4-D (Tabla IV). Debido a lo anterior, se
decidibé seguir utilizando la concentracién 33.3 uM de BAP Yy 2.26

UM de 2,4-D para los siguientes experimentos.

6.3 EFECTO DEL MEDIC SEMISOLIDO Y LIQUIDO AGITADO EN EL
CRECIMIENTO Y PRODUCCION DURANTE LA INDUCCION DE LOS CULTIVOS
in uvitha DIRECTAMENTE DE EXPLANTES DE DIFERENTES ORGANOS

La identificacién de la presencia de tiofenos en los cultivos
in wsitha, se realizé mediante cromatografia de capa fina (CCF)
(Tabla V), usando como estindar un extracto de flor de Jagetes
enecta, y como fase mdovil éter de petrdleo: acetona: éter etilico
(9:1:1 wv/v). En 1la Tabla IV, se observd la presencia de 4
compuestos fluorecentes y tres en los cultivos de callos y células
en suspensién. Posteriomente, empleando el a-tertiofeno (a-T) como
estandar en CCF se observé gue una de las bandas fluorecentes de
los cultivos in witha con Rf 0.97, comigrd con «a-T. Para
identificar las otras dos bandas fluorecentes de 1las células
cultivadas in wsitha, todos los extractos de las células cultivadas
se juntaron y se purificaron por cromatografia en columna (CC) ¥y
CCF preparativa, de 1la mezcla se obtuvieron tres bandas
fluorecentes, a las que se les determindé el espectro de resonancia
magnética nuclear (RMN). En la figura (10) se observa el espectro
de RMN del a-T, y la de los compuestos del extracto de flor y de
células cultivadas in sitna que fueron purificados por CC y CCF
preparativa, y que fluorecieron en luz UV absorbieron en el rango

gue lo hacen los tiofenos, y espectro de la muestra que tuvo el rf

34



0.97 , es similar al del «-T, mientras que los gque tuvieron el rf
de 0.7 y el 0.51 se consideraron como butinibitiofeno (BBT), ¥y
acetoxibutinilbitiofeno (BBT-Ac). En la figura 11 se corrobora por
CLAR la presencia de a-T en los cultivos de callos . En base a
estos resultados se discutirdn la produccién de estos compuestos
en los cultives in wsitha, pero la produccidén se reporta como
tiofenos totales, cuantificados con base en el a-t como esténdar.
Los resultados de 1la tabla VI, muestran gque al inducir
células en suspensién directamente a partir de explantes de
cualquiera de los érganos, se obtiene mayor cantidad de biomasa en
relacién a la induccién de callos. La cantidad de biomasa varid
segun el oérganc y sistema empleado. El1 O6rgano que presentd mayor
crecimiento en el medioc liquido fué el cctiledédn, con un IC de
54.7, mientras que en sistema semisélido fué la hoja con un IC de
25.08. Resultados similares se observaron con la produccién, gque
fué mayor en los cultivos de células en suspensidén (Tabla VII). La
mayor produccién se obtuvo del cotiledon , tanto en cultivo de
células en suspensién como el de callos, por otra parte, no se
detectd produccién en los cultivos en suspensién originados a
partir de hoja, ni en callos obtenidos de tallo. Los tiofenos que
se detectaron en la mayoria de los casos fueron el «-T y BBT,
tanto en callos comoc en suspensiones. El que predominé en las
raices y cotiledones fué el «-T, mientras que en otros érganos y

medio liquidos libres de células fué el BBT.

6.4. EFECTO DE LA LUZ Y OBESCURIDAD SOEBRE EL CRECIMIENTO Y
PRODUCCION DE TIOFENOS EN CALLOS:

En este experimento se emplearon callos gque habian sido

propagados tanto en luz como en obscuridad durante 9 resiembras de
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15 dias cada una. En ambos casos, se inicid con un 1 g de callo
fresco, y se determindé su crecimiento y produccién de tiofenos
cada tercer dia. Para los estudios en 1luz, los callos se
expusieron a 8400 lux.

Los resultados representados graficamente en la fiqura
12, muestran una fase de adaptacidédn de 3 dias en la luz, mientras
que en la obscuridad no se aprecia este periodo. La duracién de la
fase exponencial también varié, fué desde los 3 hasta los 21 dias
en luz y de los 1-2 a los 27 en la obscuridad. Con los datos
obtenidos en 1luz, se obtuvo una velocidad especifica de

1

crecimiento (u) de 0.0989 d y un tiempo de duplicacién (td) de 7

dias (d), mientras que en obscuridad la p fué 0.0501 d_l

y el td
fué 13.83 d.

En la produccién de tiofenos, se observé gque la biosintesis
vari®é en 1luz y obscuridad (figura 12). En 1luz, los tiofenos se
presentaron en todo el ciclo de crecimiento, y se observd una
caida de la produccién a los 12 dias gue estaba dentro de la fase
exponencial y en la fase lineal préacticamente se mantuvo constante
y se incrementé nuevamente al inicio de la fase estacionaria.
Durante la fase estacionaria se obtuvo la maxima produccidn (1.58
ug de tiofeno/g de PS de callo). El tiofeno de mayor concentracién
en la fase estacionaria fué a-T, mientras gue en las otras fases
probablemente fué el BBT. En la obscuridad, la produccién solo se
detecté tres veces durante toda la cinética., y fué en la fase

lineal de la sigmoide de la curva diduxica, en donde se obtuvo una

produccidén médxima de 0.25 pg de tiofeno/g de PS de callo.
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6.5. COMPARACION ENTRE CULTIVOS EN SUSPENSION ESTABLECIDOS A
PARTIR DE CALLO Y DIRECTAMENTE DE EXPLANTE.

Los cultivos de células en suspensién fueron establecidos por
dos vias: a partir de tejido calloso y directamente de explante.
Los cultivos en suspensién a partir de callo, se establecieron a
los 6 dias, y se caracterizaron por formar suspensiones con
agregados celulares muy pequefias (finas) , mientras que los
obtenidos a partir de explante, empezaron a formarse a los 10 dias
y a los 25 ya se tenian los cultivos. En este ultimo caso se
observé que el explante no se disgregaba totalmente, y al parecer,
las suspensiones se formaron de las células periféricas de este y
luego se multiplicaban. Las cé&lulas en suspensién asi obtenidos,
se caracterizaron por formar suspensiones celulares mixtas, muy
similares morfolégicamente a los obtenidos con el tejido calloso y
otras que formaron agregados celulares de aproximadamente 0.5 mm a
7 mm de didmetro. Tanto los agregados celulares como los gque no
formaron dichos agregados, se separaron por sedimentacién, una
vez separados, se clasificaron para su mejor manejo. Las células
en suspensidén obtenidos a partir de callos se clasificdé como tipo
aC, donde la letra "a" minGscula indica el tipo y la letra C
mavidscula indica gque fué originado a partir de callo, mientras que
a las suspensiones obtenidas directamente de explantes muy
similares a los cultivos en suspension originados de callos, se
les clasificé como el mismo tipo aE, poniéndole la letra E para
indicar que fué originado de explante y a los agregados celulares
se les clasificé como tipo bE (Figura 14).

En la figura 14, se muestra la fotografia de ambos tipos

celulares, donde visualmente los tipos aC y aE pertenecen al mismo
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tipo celular.

Adicionalmente, debido a gque se obtuveron primero 1los
cultivos de células en suspensién a partir de callo, se detemind
el tamafio del 1indculo adecuado, gue se utilizé para el
mantenimiento, subcultive y cinética de crecimiento de ambos tipos
celulares. Donde se varié la concentracién celular desde 0.5 hasta
3 g de PS de células en suspensién/l, y se cuantificé el
crecimiento e IC. En la figura 13 se observa que el rango de
crecimiento que alcanzaron los diferentes inoculos fué de 4.5-6.3
g/l. Al aplicar un andlisis estadistico de "t" de Students se
obtuvo gue la produccién de biomasa en base al PS, no variédé
significativamente en un nivel de 0.5. Por otro lado conforme se
incrementé el tamafio de inoculo el IC disminuyé. El1 IC ma&ximo fué
de 8.79 en el inoculo 0.53 g de PS/l. De estos resultados, se
eligié 0.75 g de PS/1l, con un IC de 7.13 para llevar a cabo las

cinéticas de crecimiento de las células en suspensién.

6.6. EFECTO DE LOS MEDIOS DE CULTIVC (MS, SH Y B5) SOBRE EL
CRECIMIENTO DE CELULAS EN SUSPENSION DE Jegetea enecta Y
PRODUCCION DE TIOFENOS POR LOS TIPOS CELULARES aC, aE Y bE

En la figura (15a) se presentaron las cinéticas de
crecimiento de las células en suspensidén tipo aC, llevado a cabo

en los medios MS, SH y B Las células crecidas en el medio MS,

5!
presentan una curva de crecimiento di&uxico, en donde este tipo de
crecimiento fué repetitivo en tres diferentes cinéticas de este
tipo celular. En 1la primera fase de crecimiento didxico, se

presenté una velocidad especifica de crecimiento (u) de 0.18 d_l y

un td de 3.8 d, en la sequnda fase la u fué de 0.05 d *

y el td de
13.37 d. Las células crecidos en el medic SH y B5, presentaron una

curva de de crecimiento tipica, con una fase lag de tres a seis
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dias en ambos casos, la fase de crecimiento exponencial
fué diferente, lo cual hace gue los cultivos crecidos en el medio
SH entren a la fase estacionaria a lo 15 dias, mientras que los
crecidos en B5 lo hacen hasta los 18 dias. Para los cultivos en SH

1

la g fué de 0.15 d ~ con un td de 4.4 d, y para los crecidos en B5

la u fué de 0.205 a° %

y td de 3.3 d. El crecimiento méximo gue
presentd este tipo celular es de 5.93 g de PS/1

Por otro lado las cinéticas de crecimiento de las células en
suspensién tipo aE, originados directamente de explante , y que
son muy similares en morfologia a las células en suspensién
originados de callo se muestra en la figura (15b). Estas cinéticas
se caraterizaron por ser muy similares en todos los medios de
cultivo, con fase lag de aproximadamente nueve dias y una fase de
crecimiento que culminé a los 18 dias. En estas células, 1la
variacién gque se obtuvo fué principalmente en el crecimiento
maximo, que para el caso de las células crecidos en el medio MS
fué de 5.25 g de PS/1l, en SH de 6.6g de PS5/1 y para el B5 de 5.9g9

1

de PS/1 La i en MS fué de 0.13 d ~ , y un td de 5.29 d, para SH de

0.208d"% y el td de 3.32 d, y para B5 de 0.175 d *

y td de 3.94 4.

En la figua (15c), se presentan las cinéticas de crecimiento
de las células tipo bE, que formaron agregados celulares de 0.5 mm
hasta 7 mm de didmetro. En esta figura se puede observar que la
fase lag de este tipo celular durd de 3-6 dias en todos los medios
de cultivo, pero alcanzaron la fase estacionaria a diferentes
tiempos, los crecidos en BS lo hacieron a los 15 dias, mietras los
de MS y SH lo hacieron a los 18 dias. El crecimiento maximo varié

en todos los casos. En el medio MS fué de 8.73g de PS/1, en SH fué

de 9.24 g de PS/1 ¥y en B5 de 7.6 g de PS/1. En MS se obtuvo una pu
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1 1

y un td de 3.88 d, para SH la u fué de 0.155 d ~ y
1

de 0.1783 4~
el td de 4.4 d, mientras que para B5 se obtuvo una i de 0.242 d_
Yy un td de 2.85 d.

Respecto a la produccién de tiofenos, en la figura 11, se
muestran los cromatogramas del a-tertiofeno (sigma), que se
utilizé como estandar y la de dos muestras de cultivo de callos
utilizados ( a) a-tertiofeno, b) a los 12 dias y c) a los 27 dias
de la cinética de crecimiento). Se puede observar gue el tiempo de
retencién del extracto de células de 27 dias, es muy similar al
estidndar a-tertiofeno, con base a lo anterior y debido a gque
también se presentaron los mismos tiempo de retencién en 1los
extractos de los cultivos de células en suspensién a analizarlos
por CLAR, se corroboré gque suspensiones celulares producen o-T,
adicionalmente, las té&cnicas de RMN y CCF indican la produccién de
por lo menos tres tipos diferentes de tiofenos tanto en callos
como en suspensiones celulares, por lo gque, todos los picos gque
salieron antes de este pico se consideraron como otro tipo de
tiofenos, y debido a estos datos, la produccién se reporta como
tiofenos totales, relativos al a-T.

En la figura 15a se presenta la produccién intracelular de
tiofenos retenidos en las células en suspensién del tipo aC, en
los diferentes medios de cultivo empleados. En el medio MS 1la
produccién se presentdé en casi todo el ciclo del cultivo excepto
en la fase lag., predominando la produccién del a-tertiofeno en la
fase estacionaria. La méaxima produccién que se presentd fué de
6.76 pug de tiofeno/qg de PS de células en la fase exponencial de la
primera curva de crecimiento, mientras que en la segunda fase de

crecimiento la m&xima produccién fué de 3.85 ug de tiofeno/g de PS
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de células. Por otro lado la produccién de tiofenos en el medio
SH, solo se detectd a los tres dias y fué de 13.57 ug de tiofeno/g
de PS de células, en tanto que en el medio B5 solo se detectd una
sola vez durante toda la cinética y la concentracién fué de 11.9
ug de tiofeno/ g de PS de célula.

En los cultivos en suspensién del tipo aE figura 15b, la
produccién solo se detectd una sola vez en las células crecidos en
MS y SH, con 18.5 ug de tiofeno/g de PS y 7.3 ug de tiofeno/g de
PS respectivamente.

Finalmente la produccién de tiofenos en las células tipo bE,
se presenta en la figura (15c), con concentraciones de 33.63 ug de
tiofeno/g de PS a los 6 dias para los cultivos crecidos en el
medio MS, 22.09 ug de tiofeno/g de PS en ¢l medio SH a los tres
dias y 2.28 ug/g de PS en el medio B5.

Los tiofenos que fueron secretados al medio de cultivo por el
tipo celular aC se presentan en la figura 16a. En el medio MS la
concentracién mixima de tiofenos fué de 0.547 pg/l de medio de
cultivo, mientras gque en medio SH se detectdé tres veces durante
la cinética, y la maxima concentracién que se obtuvo fué 2.076 ug
de tiofeno/l de medio de cultivo a los 6 dias. En tanto que en el
medio B5, la produccién fué 0.36 ug/l.

En los cultivos en suspensién del tipo aE figura 16b, la
secrecién de tiofenos al medio de cultivo fué 0.15 upg/l a los tres
dias en el medio MS, en tanto que en SH, fué de 0.15 ug/l en el
medio de cultivo a los 18 dias, y en medio B5 este fué de 0.185
ug/l a los 9 dias.

Por otro lado, en las células tipo bE (figura 16c), los

tiofenos presentes en el medio se detectaron a una concentracién
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de 0.25 upug/l a los 15 dias en los cultivos crecidos en el medio
MS, en tanto que los crecidos en SH, la maxima concentracién fué
de 1.26 ug/l de medio de cultivo a los 15 dias, y en B5 no se
detectaron.

En la tabla VIII, se resume el efecto de los medios de
cultivo sobre el crecimiento y produccién, donde se observa que el
tipo celular aC crecidé mds rapido en el medio B5, pero en el medio
SH produce més tiofenos en relacién al MS y BS5, y en medio MS
presenté un crecimiento diduxico. Mientras gque el tipo aE crece
mds rapido en SH, pero la mayor produccién se presenté en el medio
MS. En tanto el tipo bE crece mas réapido en B5 y produce mis
tiofenos en MS. Un aspecto importante es que las células tipo bE,
produce mas tiofenos que los tipos a en MS y SH, mientra que en b5
la produccién es baja. Adicionalmente, el crecimiento que
alcanzaron tanto el tipo aC como el aE fué de 6 g de PS/1,

mientras que el tipo bE fué de 10 g de PS/1.
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7. DISCUSION

El procedimiento empleado para la desinfestacién de las
semillas de Jagetea enecta, permitid la obtencién de plantulas
asépticas necesarias para el establecimiento de los cultivos in
switha, debido a la accién combinada de: a) el pretratamiento con
alcohol absoluto, que elimina cierta cantidad de lipidos y ceras
(Heinstein y Emery 1988), b) la adicién del detergente (Tween),
gque ayuda a humedecer y abrir los poros de la membrana superficial
de las semillas, y permite el paso del agente desinfestante
(Yeoman y McLeod 1979), y c¢) la exposicidén de las semillas, por un
periédo lo suficientemente prolongade (10-12.5 min), para permitir
la eliminacién de microorganismos por la accidén biocida del cloro
libre presente en el agente desinfestante (HCl0) (Wildgooose 1972;
Mennie 1971).

Durante la iniciacién de los cultivos in wsitha, se observé en
la induccién de callos, que conforme se incrementé la
concentracién de BAP el crecimiento aumenté, mientras que al
incrementar la concentracién de 2,4-D esta disminuyé (Fig. 8a).
Este efecto de la citocinina BAP en el crecimiento, concuerda con
el hecho de que las citocininas funcionan como promotores de la
divisién celular, y aungue no se sabe el mecanismo de accidbn, se
especula que puede ser a nivel traduccional, que actuan via
sintesis de proteinas en G2 del ciclo celular o en la transicién
de G2 a mitosis (Everett y col 1978; Wang y ceol 1981). Por otro
lado, aungue se sabe gue en general que las auxinas influyen en el
crecimiento 6 elongacién, no se sabe en gque parte del ciclo
celular actua el 2,4-D, aunque Everett y col (1981) sugiren que la

estimulacién de la divisién celular por 2,4-D puede ser indirecta
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y no debido a la activacién de un punto de control del ciclo
celular.

Adicionalmente se ha cbservado que el 2,4-D forma complejos
con histonas ricos en lisina en etapas tempranas de la induccién
de callo (Yasuda y Yamada 1970), y se ha documentado gque una
caracteristica muy importante del efecto del 2,4-D, es la
inhibicién de 1la diferenciacién morfolégica (Mantell y Smith
1983), este punto de vista se corrobora en estos estudios, ya que
en todos 1los medios gque contenian 2,4-D no se observé
diferenciacion morfolégica, en este caso, el miximo crecimiento
gque se obtuvo fué en la concentracién de 33.3 uM de BAPy 2.26 uM
de 2,4-D (Fig.8a). En tanto que en presencia de ANA (Fig. 8b), se
observé que en las concentraciones donde se combindé con BAP, se
obtuvieron callcs con diferenciacidén morfolégica en forma de
raices, en este caso, el mayor crecimiento se observé en la
concentracién de 2.68 uM de ANA y 22.2 puM de BAP, concentracién
similar reportado previamente y utilizado para los cultivos in
usitha de especies de Jagetea por Ketel y col.(1986a), dondé
también reporta que obtiene diferenciacidén morfolégica en forma de
raices en cultivo de callos y en forma de agregados celulares en
cultivos de células en suspensidén (Ketel y col 1986), similares
resultados obtiene Kotari y Chandra (1986), gque al trabajar con
las combinaciones de ANA y AIA observaron diferenciacién
morfolégica tanto en callos como en células en suspensién de
Jagetea enecta. En otros sistemas de cultivo, también se ha
ensayado la induccién de calles con ANA , 2,4-D y BAP con
similares resultados, en este aspecto, Polanco y col (1988),

obtienen callos en todos los explante de fena culinania con 2,4-D,
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pero s6lo o en combinacién con otra auxina y/o citocinina no
induce morfogenesis, mientras con BAP induce dicho fenémeno,
similares resultados se ha obtenido con Gapsicum annum (Agrawal y
col 1989), en tanto se obtienen mayor crecimiento con 2,4-D en en
el cultivo de Famellia oinensis (Frisch y camper 1987), y King y
Morehart (1987) observaron que el cultivo de callos de dcer nubrum
es afectado por la presencia de los RC, en este caso, se confirma
que el crecimiento "optimo" depende de la relacién
auxinas/citocininas, asi como de su concentracién en el medio. En
el presente trabajo se demostrd que la concentracién de 33.3 uM de
BAP y 2.56 uM de 2,4-D en ausencia de ANA como la adecuada. Dicha
concentracién fué la gue se utilizd en todos los experimentos.

En la influencia de un medio semisélido y un medio liquido en
el crecimento y produccién, en la tabla (VI), se observa gque hay
diferencias significativas en el crecimiento y produccién
dependiendo del sistema de cultivo empleado, asi como el origen
del explante.

En el crecimiento (Tabla VI), este fué mayor en el medio
liquido agitado que en el medic semisélido. La razén de estas
diferencias en el crecimiento, puede ser debido a gue en el medio
semisdlido se forman gradientes de nutrientes, intercambio
gaseoso, polarizacién y durante la induccién del tejido calloso
solo ciertas partes del explante estd en contacto con la
superficie del medio de cultivo, en contraste con el medio liquido
agitado, donde todo el explante estd en contacto con el medio de
cultivo y se elimina el gradiente de nutrientes, la polarizacién y
facilita el intercambio gaseoso (Yeoman y Macleod 1977), y como

consecuencia de estas caracteristicas en ambos sistemas de
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cultivo, se observé mayor crecimiento en el medio liquido agitado.
Adicionalmente, se observa que el origen del explante influye en
el crecimiento como se representa en la Tabla IVa, donde la hoja
es el que indujo callos con mayor indice de crecimiento, mientras
gue el mayor crecimiento en la induccidén de células en suspensién
directamente del explante se obtuvo con el érgano cotiledon, estos
resultados coinciden con los obtenidos por Calva (1989), donde
reporta que el origen del explante influye en la induccibén de
callos y el 6rgano cotiledon es el gque induce callos con mayor
biomasa en cultivos de Gapsicum annum.

En la produccién de tiofenos, los datos gque indican 1la
presencia de estos en nuestros cultivos, son los cobtenidos con las
técnicas de CCF, CLAR y RMN. En el caso de la CCF (Tabla III), al
desarrollar un extracto de semillas de Jagetea enecta, se
obtuvieron cuatro bandas fluorecentes al revelarlas en luz UV,
similares resultados fueron repotadas por Chan y col (1975,1979),
mientras que en los cultivos de callos y de células en suspensién
se detectaron tres bandas. Por otra parte, cuando se desarrolld el
esté&ndar a«a-tertiofeno Jjunto con un extracto de células en
suspensién en CCF, se observdé que una de las bandas del extracto
migré al mismo Rf que el o-tertiofeno (Figura 8). En forma
similar, con los espectros de RMN, se observdé que todas las bandas
gue se purificaron de los cultivos in witwa, absorvieron en la
region de los tiofenos reportados por Bohlman y col (1973), Yy
aunque en algunos casos se observd muy poca resolucién (Figura 7),
esto ultimo puede ser debido a la pequefia cantidad de tiofenos
obtenidos de los cultivos in sitho.

En el presente estudio, la produccién de tiofenos varidé
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dependiendo del origen del explante, tanto en el medio semisélido
como en el medio liquido agitado, y como se observa en la tabla
(VII) el cotiledon es el que mds produjo, resultados que difieren
a lo reportado por Tabata y col (1970) y Sasse y col (1982), que
obtuvieron que el origen del explante no influyé en la produccién
de metabolitos secundarios.

Por otra parte, el tipo de tiofeno producido por cada
explante también varié. En 1los cultivos derivados de raiz y
cotiledon el tiofeno principal producido fué el a-tertiofeno,
mientras que en el hipocotilo y 1la hoja fué el BBT. Este
comportamiento es muy similar a lo observado in sisa con I patula
por Sutfeld (1982), donde el cotiledon y la raiz fueron los
érganos que produjeron mAs a-tertiofeno, mientras gue en hoja y
tallo fué el BBT. El hecho de que la produccién sea muy similar a
lo observado in wsisa, puede ser debido a la presencia ciertas
células diferenciadas, que se mantuvieron en el medio de cultivo
durante la induccién de callos y células en suspensién.

De acuerdo a Ketel (1986a) con las resiembras, la capacidad
biosintética de los cultivos de callos de J. enecta disminuye, ¥y
considerando que en las células indiferenciadas no hay produccién
de metabolitos secundarios. En el presente estudio , las cinéticas
de crecimiento y produccién de callos de un afio de edad (Fig. 12)
que no mustran diferenciacién morfolégica, mostraron la
produccién de tiofenos.

Las diferencias gue se presentaron por el efecto de la luz y
obcuridad en el crecimiento y produccién de tiofenos es debido
indiscutiblemente a los parametros probados, ya que en ambos casos

los callos fueron acondicionados a la luz y obscuridad por més de
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cuatro meses (9 resiembras). La produccidén de tiofenos, fué mayor
en los callos expuestos a la luz gue en obscuridad, resultados gue
coinciden con 1los de Oropeza y col (1990), donde callos
transformados de 9. enrecta var. criolla, gque no forman ralices,
acumularon tiofenos en presencia de luz. Sin embargo, difieren con
los resultados obtenidos con la misma especie pero gque forma
raices (Oropeza y col 1990), y con los obtenides con 7. patula
por Croes y col (1988 y 1989a) y Adamase (1990), gque observaron
mayor produccién en obscuridad. Aungue Oropeza Yy col (1990)
postulan que estas diferencias pueden ser modulade por la
diferencia en especie, grado de diferenciacién y transformacién,
nuestros resultados obtenidos en la cinética de crecimiento y
produccién en callos (Fig. 12), la produccidén podria ser debido al
tipo celular presente en el cultivo (ver mAs adelante), que
posiblemente este en un estado de diferenciacién mas avanzada ,
que es influenciado por los medios de cultivo y concentracién de
RC . Por otra parte, en el presente estudio, los tiofenos
principales producidos fueron el o-tertiofeno y posiblemente BBT,
lo cual estd en contraste con Adamase (1990), Croes y col 1988 y
1989a, cuyo cultivos acumularon BBT-Ac y BBT-OH.

En este contexto, la combinacién de BAP y 2,4-D es capaz de
inducir la biosintesis de tiofenos, en tanto que con BAP y ANA la
produccibébn desaparece con el tiempo, come lo reporta Ketel 1987,
mientras que Croes y col (1989b) obtuvieron un incremento de 1la
produccién a bajas concentraciones de AIA en cultivo de raices
transformadas, este comentario se debe al hecho de gue el 2,4-D
inhibe la produccién de metabolitos secundarios en la mayoria de

los sistemas in uvithe (Mantell y Smith 1987) y como se muestra en
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la figura 12, en estos estudios la inhibicidén no se presentéd.

Por otro lado, se ha postulado una relacién directa entre la
produccién de tiofenos y diferenciacién morfolégica (Croes y col
1988 y 198%a). La produccén de tiofenos en el presente estudio,
donde los cultivos se caracterizaron por no presentar
diferenciacién morfolégica, no apoya esta hipétesis. Esta
diferencia puede ser atribuida, a gue en cultivo de érganos como
las raices, durante su desarrollo, algunas células adquieren
cambios mAs profundos gque otras (Esau 1972), que forman un
complejo de diferentes tipos celulares algunos de los cuales
pudiera especializarse para la produccién de tiofenos, en tanto
que en nuestros cultivos, pudieran sobrevivir algun tipo celular
que se encuentra en un estado de diferenciacidén especifica, que
involucra la produccién de tiofeno. Este punto de vista, es
apoyado por lo observado por Ketel (1987), que reporta gque con las
resiembras de los cultivos de callos, la produccién de tiofenos
desaparece, en tanto que al inducir células en suspensién a partir
de callos primarios, secundarios y terciarios, la produccién de
tiofenos se prolonga por mas tiempo (Ketel 1988), estos resultados
pudieran indicar la presencia de algln tipo celular , gque produce
tiofenos, pero que con el tiempo desaparece, debido posiblemente a
que entra en un estado de diferenciacién terminal o que los
constituyentes del medio de cultivo, no permite gque sobreviva.
Ademds de que los tiofenos solo se producen, cuando las células
forman grandes agregados en cultivos en suspensién, en estos
agregados celulares, es donde pudieran existir células con
capacidad proliferativa comprometidas hacia un camino de

diferenciacién especifica y que no estan terminalmente
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diferenciados, dichas células se les conoce como "stem cell" o
células troncales (Kuri-Harcuch y Castro 1986), lo cual se conoce
como citodiferenciacién (Yeoman 1987).

Con respecto a 1lo anterior, 1los resultados obtenidos con
células en suspensién originados a partir de tejido calloso y
directamente de explante, aportaron otros datos.

Debido a necesidad de determinar un tamafio del inéculo
adecuado para el mantenimiento 1los cultivos de células en
suspensidén (Fig. 14), ya que este es un pardmetro de extrema
importancia, como lo reportan Krogstrup (1990) y Drapeau y col
(1987), donde 1la densidad celular afecté la proliferacién de
células embriogénicas y produccién de metabolitos secundarios
respectivamente, en este aspecto, determinamos 0.75 g de PS/1 como
el adecuados para el mantenimiento de los cultivos, resultados que
coinciden con 1lo obtenido por Veliky y Martin (1970), gue
observaron gque un inéculo de 0.5 a 1.0 g de PS/1 se obtienen
buenos resultados de crecimiento.

En las suspensiones celulares originados a partir de callo se
obtiene un solo tipo celular, el aC, mientras que en las obtenidas
a partir de explante se observaron dos, el aE y bE (Figura 13A).
En la figuras 15 se observa que los tipos aC y aE presentarcn
pequefias diferencias en el perfil de crecimiento, pero
morfolégicamente eran iguales y en ambos casos, el maximo
crecimiento fué de 6 g de PS/1l en la fase estacionaria por lo se
podria concluir que pertenecen al mismo tipo celular. Comparando
estas cinéticas con las del tipo bE (Figura 15b), se observa gque
son diferentes tanto morfolégicamente como en el perfil de

crecimiento, y el crecimiento méximo que alcanza este tipo celular
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es de 9 g de PS/1 con respecto a los 6 g de PS/1 de los tipos "a".

Esta diferencia puede atribuirse a que, al inducir células en
suspensién a partir de explante, los diferentes tipos celulares
presentes en este, tienen mas posibilidades de sobrevivir gque en
el callo, ya que se observd, que las originadas directamente del
explante, se formaron de las células periféricas y el explante no
se disgregd totalmente. Este hecho, puede argumentarse como una
liberacién celular del explante al medio ligquido, gque apoya a lo
observado por Endo y col (1987), gque obtuvo suspensiciones
celulares finas al inducir cultivo de raices. Mientras que las
inducidas de callo, este se disgregd totalmente. Adicionalmente,
Yeoman y Forche (1980) postulan gque gue una vez establecido el
callo y sometido a manipulacién y subcultivo, puede efectivamente
seleccionar ciertos tipos celulares y eliminar otros. Por lo
tanto, al inducir células en suspensién a partir de callos de 7
enecta, las células tipo bE, que no se presentan en el cultivo de
células en suspensién inducidos a partir de callo, probablemente
existieron inicialmente, pero no sobrevivieron. Esta 1ltima
suposicién implica, que desde el inicio del cultivo, el sistema
semisélido ejerce una presién de seleccién, donde solo sobreviven
ciertos tipos celulares.

Con base a lo anterior, estos resultados nc¢ apoyan a la
hipétesis de que 1las células se desdiferencian durante la
induccién de callos, como lo mencionan diversos autores (Constabel
y col 1974; Seabrook 1980; Aitchison y col 1977; Yeoman y Mcleod
1977), mas bién apoyan a lo que se entiende por modulacién, que en
este caso, es el efecto que ejerce el medio de cultivo sobre la

expresién de funciones especializadas, que al obtenerse de un
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organismo un tejido diferenciado y disociarlo para cultivar in
sitha, las células que lo constituyen pierden con rapidez algunas
de las carateristicas bioquimicas y/o morfolégicas que poseian in
wisa, pero la poblacién mantenida iin wsitha no estid menos
diferenciadas que cuando se encuentra en el organismo vivo, sino
que expresan aquellas funciones gue son necesarias para la
sobrevivencia celular y cuando las células se mantienen en
condiciones adecuadas vuelven a manifesta el fenotipo
(Kuri-Harcuch y Castro 1986), esto es lo gque podria ocurrir
durante 1la induccién de callos, y adicionalmente solo ciertos
tipos celulares pueden sobrevivir como se muestra en nuestros
resultados (Fig. 13A y 13B). En este caso preferentemente se
cultivaron células meristemdticas y parenquimiticas, ya que se ha
reportado, que el tejido calloso se forma a partir de cambium,
cortex y floema (tejidos compuestos por meristemos y/o parenguima)
(Frisch y Camper 1987), que serian las que sobrivivirian en los
cultivos, debido a que este tipo de células se encuentran en toda
la planta y se reconocen como células totipotenciales (Esau 1972).

Por otro lado, la produccién de tiofenos por los tres tipos
celulares, se observa en la figura (15 Y 16). Los tipos aC, depués
de m&s de un afo de resiembras siguieron produciendo tiofenos,
estos resultados estd en contraste con lo obtenido por Groneman en
(1984) y Ketel y col (1987) con células en suspensién de TJagetea
minuta, quienes observaron, que con las resiembras, la produccidn
de tiofenos desaparece. Los tipos de tiofenos producidos por
nuetros cultivos es el «-T y BBT, y se observd que el tipo bE
produce mids tiofenos que los tipos a, este resultado es similar al

obtenido por Hulst y col (1989), quienes encontraron gue a mayor
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tamafio del agregado celular mayor produccién, observandose como
tamafio "optimo" el comprendido entre 11 a 13 mm. En ese caso los
agregados solo producen el BBT-0H, mientras gue en el presente
estudio los tipos "a" produjeron mas a-T que los tipos "b". Por
otra parte, también se ha observado que el BBT-OH es tiofeno
secretado (Ketel 1988; Adamase 1990), en contraste con nuestros
cultivos, los cuales secretan a-T.

El efecto de los diferentes medios de cultivo en el
crecimiento y produccién se observa en la tabla IX, evidentemente
las caracteristicas cinéticas del tipo aC, aE y bE son diferentes,
en este caso, debido a que el tipo aC y aE son morfolégicamente
idénticos y el maximo crecimiento que alcanzaron fué de 6 g/l, se
esperaba que los pardmetros cinéticos fueran iguales. Esta
similitud no se presentd debido a que ambos fueron establecidos
de forma diferente, donde los inducidos a partir de callo pudieran
expresar cilertas caracteristicas metabdlicas, como respuesta
especificas al medio semisélido en relacién a los inducidos a
partir del explante.

En la produccién de tiofenos, aparentemente los medios de
cultivo no influyeron fuertemente en la produccién, como se ha
observado con el incremento de la produccién de tiofenos, al
adicionar potenciadores al medio de cultivo en células
transformadas de Jagetea patula (Mukunda y Hjorso 1990 a y b), Yy
en otros sistemas, donde al cultivar las células de £ithoopevnun
enythnanihun en el medio White, se incrementé la produccién, y
esto fué debido a que este medio no contiene amonio en relacién a
los otros medios (Fujita y Tabata 1987).

En este contexto, la obtencidén de dos tipos celulares, por

53



medio de la induccién de células en suspensién directamente del
explante, se presenta como una alternativa interesante en trabajos
futuros con cultivos de células vegetales, ya que se tendrian
células en un estado de diferenciacién especifica para 1la
produccidén de metabolitos secundarios. En base a ello, el
procedimiento propuesto por (Deus 'y Zenk 1982) para el
establecimiento de células altamente productoras, se podria
modificar de 1la siguiente manera: 1) seleccién de plantas
altamente productoras, 2) establecimiento de células en suspensién
directamente del explante, 3) seleccién de diferentes tipos
celulares, 4) seleccién clonal repetida y establecimiento de
células altamente productoras y 5) desarrollo de medio de
produccién.

Con base a lo anterior, el establecimiento de tipos celulares
presentaria ventajas sobre el cultivo de érganos, donde se ha
observado la produccién de diferentes metabolitos secundarios,
como la vinblastina en cultivos de callos con raices de
Bathanantua naceus (Miura y col 1987), alcaloides indélicos en
cultivo de tallos de €. noseus (Hirata y col 1987), en este caso,
los tipos celulares, presentarian la ventaja de poderlos llevar a

un biorreactor.
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8. CONCLUSICNES

1) .-Para la obtencidén de plantulas asépticas para el inicio
de los cultivoc in witra, el tiempo de exposicién adecuado de las
semillas al agente desinfestante hipoclorito de sodio, es 10 a
12.5 minutos.

2).-La concentracién de los reguladores de crecimiento
adecuado, para la obtencién y crecimiento de callos, es 33.3 uM de
BAP y 2.26 uM de 2,4-D en el medio MS suplementado con 20 g/l de
sacarosa. Los callos asi obtenidos tuvieron un indice de
crecimiento (IC) de 4.41 y no presentan diferenciacién
morfolégica.

3.-Respecto a la induccién de callos y células en suspensién
directamente del explante, estas 0ltimas presentaron un mayor
crecimiento y produccién de tiofenos. El érgano gque presentd mayor
(IC), fué el cotiledén con 54.7 en cultivos en suspensién,
mientras que en el cultivo de callos fué la hoja con un IC de
25.08. La mayor produccién en ambos casos fué observada en los
cultivos derivados del cotiledon, con 4.81 pug de tiofenos/g de PS
de suspensién y 4.3 ug de tiofenos/g de PS en callos.

4).-Los callos cultivados en 1luz, Produjeron un maximo de
1.58 ug de tiofeno/g de PS y presentaron un tiempo de duplicacién
de 7.0 dias, mientras que en los cultivados en obscuridad, fué de
0.23 pg de tiofenos/g de PS y el tiempo de duplicacién de 13.83
dias. Por otro lado, la produccién de tiofenos fué continua en los
cultivos crecidos en luz, , pero no en los crecidos en obscuridad.

5).-Durante la induccién de células en suspensién, a partir
de callo se obtuvo un tipo celular aC, mientras que al inducir

suspensiones a partir de explante se obtuvieron dos tipos
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celulares aE y bE.

6) .-El tamafio de inéculo adecuado para el crecimiento de las
células en suspensién fué de 0.75 g de PS/1l.

7).-De las cinéticas de crecimiento de los tipos celulares,
aparentemente los tipo ac y aE son el mismo. Ademas
morfolédgicamente son muy similares y el maximo crecimiento que
alcanzaronn fué de 6g de PS5/1, pero fueron diferentes del tipo bE,
que alcanzd un crecimiento méximo de 9 g de PS/1

8).-El tipo celular bE, produjo mayor cantidad de tiofeno que

los tipos aC y aE.
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9. SUGERENCIAS PARA TRABAJOS POSTERIORES.

l.-Aislar y caracterizar 1los diferentes tipos celulares,
mediante la induccién de células en suspensién directamente de

explantes de diferentes edades.

2.- Utilizar diferentes medios de cultivo para el aislamiento
de diferentes tipos celulares, siguiendo el método modificado de

Deus y Zenk (1982) propuesto en este trabajo.

3.-Debido a alta productividad que se ha observado con
cultivo de érganos y la estabilidad genética en la transformacién
celular, comparar la produccién de tiofenos en cultivo de raices
"normales" y raices transformadas con respecto a la producién de

los diferentes tipos celulares que se obtengan.

4.-Para la cuantificacién de tiofenos, se sugiere la compra
de los estandares certificados, con el propdsito de tener 1la
certeza, de ademds del a-tertiofeno, cuales tiofenos se estan
produciendo en los cultivos.

5.-Continuar el estudio del presente trabajo a nivel de
biorreactor, asi como el de las raices "normales" y transformadas

que se obtengan.
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10. TABLAS

Tabla I.-Terpenos aislados de
enecta.

hojas y flores

de

Tagetea

COMPUESTOS
a-cadineno
¥-cadineno
Limoneno
Cis-cariofileno
7-elmeno
B-elmeno
a-munroleno
a-cubebeno
Isopolegol
B-cubebeno
2-dodecenal

Ac. tetradecanoico
a-Selineno
a=-patchuleno
Pulegol
Linalool
Copaeno
a-pineno
a-gualeno
Aloaromadendreno
Elemol

Mentona

CONTENIDO (% PF)
17.9

=

. .

. .

[
O 0 O 0O 0O 0 O K H H HF N N N N WS & © O &

.
NoOB W00 WY W 0 W NWoWUm S NN

Adaptado

de Wang-Yan y col 1988.
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Tabla II.- Efecto biocida de 1los tiofenos en diferentes
organismos.

EFECTO EN: REFERENCIA

VIRUS
Sindbis
Citomegalvirus Hudson y col (1986)

BACTERIAS
E. coli
Pseudomona aeroginosa Arnoson y col (1981)

HONGOS
Saccharomyces cerevisiae
Candida albicans Chan y col (1979)
Fusarium oxyporum Kourany y co (1988)

NEMATODOS
Dytylechus dipsaci
Pratylechus penetrans
Meloigyne hapla
M. incognita

M. arenaria Bakker y col (1979)
INSECTOS

Manduca sexta

Euxoa messoria Downum y col (1984)

Ostrinia nubilalis

Aedes instrudens Champagne y col (1986)

Chaoburus sp

Lestes sp Philogéne y col (1986)

Aedes aegypti

A. atropalpus Arnoson y col (1986)
PLANTAS

Ascleptos syriaca
Trifolium pratense
Chenopodium album

Phlelium pratense Campbell y col (1982)
TEJIDOS

ERITROCITOS HUMANOS

FIBROBLASTOS DE LA PIEL HUMANA Wat y col (1980)
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Tabla III.- Anélisis de varianza (ANAVA), del efecto del BAP
Y 2,4-D sobre la induccién de tejido calloso, en presencia y
ausencia de ANA.

tese |t | e | on | 5 | »om
ANA 1 0.306 0.306 6.403 6.63
2,4-D 3 0.867 0.289 6.058 4.61
BAP 3 2.007 0.669 14.015 4.61
ANA*2 4-D 3 3.092 1.031 21.594 4.61
ANA*BAP 3 0.493 0.164 3.440 4.61
2,4-D*BAP 9 2237 0.249 5a2d 2.41
gﬁ;:kﬁCCION 9 2.042 0.227 3.451 2.41
ERROR 185 8.829 0.048

Tabla IV.- ANAVA, del efecto de BAP y 2,4-D sobre reinduccién
del tejido calloso.

Fuente de

itsies et G.L s.C cCM F, F, 0.05
Tratamiento 8 - - -

Efecto de

BAP 2 0.003 0.000170 0.503 3.55
Efecto de

2,4-D 2 0.000 0.002 5.89 355
Intera-

ci6n 4 0.001 0.000242 0.714 2.90
Error 18 0.005 0.000339 -
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Tabla V.-Rf% de 1los compuestos presentes en flor, callos y

células en suspensién de Jagetes enecta, identificados como
tiofenos.

Flor Células en suspensién callos

0.97 0.97 0.97
RF 0.70 0.70 0.70

0.51 0.51 0.51

0.40 = =

Se emplearon placas preparados con silica-gel80, y como
fase movil eter de petrdleo:acetona:eter etilico (9:1:1 v/v).

Tabla VI.- Efecto del medio semisélido y liquido sobre el
crecimiento celular, durante la induccién de callos y células en
suspensién a partir de diferentes explantes.

LAN CALLOS CELULAS EN SUSPENSION
EXR. TE mg de PS/frasco xc mg de PS/matraz ic
Cotiledén 58.35 13.6 234.7 54.7
Hoja 82.79 25.08 92.9 28.7
Tallo 48.16 8.14 91.9 15.5
Raiz 71.43 1.4 272.83 5.4

Para la induccién de tejido calloso, los explantes de los
diferentes 6rganos se colocaron en frascos gerber con 25 ml de
medio semisélido, y en matraces Erlenmeyer con 5C ml de medio
liquido para la induccién de cultivos de células en suspensién. El
inéculo utilizado fué peso seco: 4.29 mg de cotileddn; 3.3 mg de
hoja; 5.91 mg de tallo y 51 mg de rafiz. El medio utilizado fué el
MS suplementado con 20 g/l de sacarosa, 2.26 uM de 2,4-D y 33.3 uM
de BAP.
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Tabla VII.- Produccién de tiofenos por los cultivos in wsita
de Jagetea enecta, obtenidos a partir de diferentes explantes.

Explante CALLOS CELULAS EN SUSPENSION.| TOTAL EN CS
Tiofenos ug/g de PS ug/g de PS ug/l ug/g de PS
Cotiledén 4.3 0.83 18.7 4.813
Hoja 1.54 ND ND ND
Tallo ND 1.65 4.5 4.098
Raiz 1.2 1.02 4.8 1.90

ND= no detectado, CS= células en suspensién

Tabla VIII.- Efecto de diferentes medios de cultivo sobre el
crecimiento y produccién de tiofenos, por cultivos de células en

suspensién de 9. enecta, obtenidos a partir de callo (aC) vy
directamente de explante (aE y bE).
[Medio de
cultivo e o B85
Tipo
R M td TF M td TF M td TF
ac 0.18 3.8 6.76|0.15 4.4 13.57| 0.205 3,37 11.9
0.05 13.37 3.85
aE 0.13 5.3 18.5 |0.208 3,32 7.3 0.175 3.94 ND
bE 0.178 3.8 33.63|0.15 4.4 22.09| 0.243 2.85 2.28

Donde MS= Murashige-Skoog (1962), SH= Shenk-Hidebrant(1972),
Bsflcamborg y col (1968), u= Velocidad especifica de crecimiento
(d 7), td= Tiempo de duplicacién (d) y TF= Produccién de tiofenos
ug/g de PS.
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Figura 3. Estructura molecular del tiofeno, b,c,d,y,e)
tiofenos aislados de plantas del genero Jagetea.

ACIDO OLEICO

[ACIDO CREPENINICO]

|

[ACIDOS POLIACETILENICOS (C18) ]

a y B-oxidacién descarboxilacién

[POLIACETILENOS (C17)]

ACIDOS POLIACETILENICOS CON
CADENAS MENORES A C18

ldescarboxilacién

|POLTACETILENOS MENORES A C17]

TIOFENOS

Figura 4. Via metabdlica de los poliacetilenos y tiofenos.
(Adaptado de Vickery y Vikery 1981)
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bitiofeno, 3= 3,4-diacetoxibutinilbitiofeno, k= 3-OAc, 40H-
butinilbitiofeno, 0= 3,4-dihidroxibutinilbitiofeno, E3 y Eé=
acetoxibutinilbitiofeno: acetato esterasa, A= Acetil-CoA: 4-
hidroxibutinilbitiofeno O-acetiltransferasa, A?= Acilacién
propuesta. (Adaptado de Metschulant y Sutfeld 1976).
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Figura 7. Efecto del tiempo de exposicién a hipoclorito de
de sodio (5%) sobre la desinfestacién de semillas de Jagetes
enecta, Para cada tratamiento se usardén 10 semillas.
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Figura 9. Efecto de 2,4-D y BAP sobre la reinduccién del
tejidos calloso a partir de células en suspensién de Jagetes
enecta, se empled el medio MS suplementado con 20 g/l de sacarosa.
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Ppm

Figura 10. Espectro de resonancia magnética nuclear (RMN) de
1) a-tertiofeno, 2) extracto de flor con un rf de 0.7, 3)extracto
de los cultivos in wsita con un rf de 0.97 (a-T), 4) rf de 0.7 vy
5) rf de 0.51 purificados por cromatografia en columna.
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de Jagetea enecta. B) 12 dias y C) 27 dias de cultivo. Los numeros
representan el tiempo de retencién de los compuestos detectados.
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Figura 13. Efecto del tamafio del inoculo sobre el
crecimiento de los cultivos de células en suspensidén de Jagetes
enecta. El experimento se realizdé en matraces ErlenMeyer de 125 ml
con 25 ml de medio MS, suplementado con 33.3 uM de BAP, 2.26 uM de
2,4-D y 20 g/l de sacarosa. El crecimiento se evalué después de 14
dias de cultivo.
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Callo Explante

Células tipo acC Células tipo aE Células tipo bE

Figura 14. Esquema (A) y fotografia (B) de 1los tipos
celulares obtenidos en cultives de células en suspensidn
establecidos a partir de callo y directamente de explantes de
Jagetea enecta. Se empled el medio MS, suplementado con 2% de
sacarosa, 33.3 uM de BAP y 2.26 uM de 2,4-D.
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Figura 15. Efecto del origen del cultive sobre el
crecimiento y la produccién intracelular de tiofenos en células en
suspensién de Jagetea enecta, A)originados a partir de callo tipo
aC, y originados a partir de explante B) tipo aE y C) tipo bE. Se
emplearon los medios MS, SH y B5, suplementados con 33.3 uM de
BAP, 2.26 uM de 2,4-D y 20 g/l de sacarosa.
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