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RESUMEN

Los esfuerzos para producir agroquimicos de origen natural han conducido a la biisqueda y
desarrolio de nuevos productos de especics vegetales potencialinente dtiles y que tengan actividad
biolégica, como alclopatfa, insccticida, atrayentes sexuales, etc. Un ejemplo de cllo es la planta
Pigueria trinervia Cav (Compositac) la cual presenta la propiedad de alelopatfa sobre diversas
especies silvestres. De ésta sc extrae un monoterpeno denominado piquerol A, que se ha probado
que posee actividades biélogicas como molusquicida, garrapaticida, insecticida e inhibidor de la
germinacidn de especies silvestres y agronomicas, por lo que se propone emplearlo como
agroqufmico de origen natural,

El presente trabajo se orientd hacia analizar la potencialidad de la biotecnologfa vegetal
para la produccidén de un compuesto de interés sin que se destruyan las poblaciones silvestres, es
decir, en la busqueda de rutas que conduzcan a un desarrollo sustentable . Para Jograr ésto se
enfoco la investigacién hacia el estudio de! efecto de las honnonas, composicién del medio
nutritive y condiciones ambicntales de cultivo para la induccidn de callo y células en suspensién
provenicentes de diversos explantes de Pigueria trinervia Cav, asl como a la produccién de
piquerol A. Para ello se emplearon como explantes hoja, entrenudo y secciones de rafz, 2,4-D
comno auxing y K como citocinina, solas o combinadas, cuatro niveles de concentracién de 0 a 3
mig/l. Se emple6 medio MS comoe medio basal y sc incubaron los explantes en condiciones de
fotoperfodo y oscuridad

Los resultados iniciales mostraron que habfa produccién de callo y de estructuras
globulares, las cuales sufricron un proceso de oxidacién. Para evitar este fendmeno se emplearon
el medio nutritivo KC y los antioxidantes dcido ascérbico y nor-leucina y se incubaron los cultivos
en oscuridad. Para inducir la proliferacién de callo se empled la auxina 4-CPA en niveles de
concentracién de [y 2mg/ly 2,4-Den 0.5 ing/l y cinetina (K), en concentracién de 1 y 2 mg/l.

Las mejores condiciones para la produccién de callo 2. trinervia Cav., son : Explante
entrenudo, medio de cultivo MS, adicionado de 2 mg/l de K cultivados en condiciones de
fotoperiodo (2000 lux, 16 hrs luz y 8 hrs oscuridad), la cantidad de biomasa registrada fue de
3713.34 mg Pl y para la produccién de piquerol A fue cuando el explante procedente de entrenudo
se cultivo en medio nutritivo MS, adicionade de 3 mg/l, la cantidad del metabolito cuantificada
fue de K de 0.345 y 0.42 mg/mg Pf y en la combinacién de 1 mg/l de 2,4-D y 3 mg/l de K se
cuantificé una cantidad de 0.27 mg/mg Pf

La identidad del compuesto fué evaluada por IHRMN en cultivo de célutas en suspensidn,
ef cual fué excretado por las células al medio de cultivo, obteniéndose de 1.44 x 102 a7.0x 10-2
mg/ml de medio. :

Con estos resultados se demuestra que es factible la produccién sustentable de un
metabolito de interés, al tiempo que se protegen las poblaciones silvestres de una eventual
depredacién, dejando abiertas las posibilidades para una optimizacidn de la produccién de piquerol
A que después de un escalamiento pueda alcanzar una produccién industrial.



L INTRODUCCION

La mayorfa de las plantas superiores producen sustancias de gran valor econdmico, como aceites,
{ragancias, colorantes aditivos, farmacos y pesticidas. Muchos de éstos son metabolitos
secundarios, los cuales no ticnen ninguna funcidn fisioldgica aparente, pero establecen una
interaccion entre planta y medio ambiente (Balandrin y col., 1985).

Sin embargo, de las miles de especies de plantas clasificadas, realmente existen pocas que ya se
han caracterizado quimicamente y una cantidad minima de compuestos qufmicos (metabolitos
secundarios) han sido analizados para probar su actividad bioldgica. Esto abre la posibilidad para
investigar nuevos productos de interés aplicables en diferentes dreas, como alimentos, perfumeria,
farmacéuticos y agroquimica.

Ante cste hecho, muchas de las especies con principios potencialmente activos se pueden
encontrar en peligro de extincién debido a diversas causias como son la sobreexplotacidn
irracicnal, transtornos del medio ambiente, cambios de clima, presencia de plagas, etc. De alif que
se haya incrementado el interés sobre la posibilidad de producir metabolitos secundarios en
condiciones controladas empleando las técnicas de la biotecnologia vegetal, tales como sistemas
de cultiva de células en suspension, tejidos u 6rganos vegetales,

Esta tecnologfa crea la posibitidad de un mejoramicnto en la produccién a gran escala de
metabolitos secundarios mediante la manipulacién de los factores que intervienen en la
diferenciacién celular como son los componentes del medio nutritivo, reguladores de crecimiento
y las condiciones de cultivo entre otras. A la fecha la explotacién industrial de los cultivos de
tejidos de plantas estd limitada por el poco conocimicnto de los fenémenos como es 1a relacién
entre (:91 crecimiento celular con la acumulacién de metabolitos secundarios, entre otros (Morris y
col., 1986).

Sin embargo, las técnicas biotecnolégicas han sido aplicadas dnicamente a metabolitos
secundarios obtenidos & partir de plantas que son cultivadas solo por su valor agregado y su
importancia industrial y en aquéllas que presentan compuestos con actividad biolégica
(Tabata, 1977 y Balandrfn y col., 1985). Loyola y col. (1990) presentan casos de cullivo de tejidos
vegetales de plantas que producen metabolitos secundarios en cantidades similares o mayores que
en la planta completa. No obstante, la mayor parte de esos sistemas lienen un valor comercial
limitado, o bien no son competitivos con otras metodologfas exislentes. Tal es el caso de los
farmacoquimlcos de importancia, como son los alcaloides morfinicos y glucésidos cardfacos,
aceites esenciales y los pesticidas naturales. Estos ltimos ain no se pueden producir por cultivo
de tejidos vegetales en suspensién cn niveles que se aproximen al que produce la planta y

desafortunadamente esta metodologfa no es aplicable a todas la especies vegetales (Flores y col.,
1989).

Sin embargo la perspectiva de desarrollar nuevos sistemas experimentales para el estudio del
metabolismo secundario en los que se pueda relacionar la desdiferenciacién morfolégica con la
bioqufmica para aquellos productos que puedan ser polencialmente utiles como fuentes potenciales
de nuevos productos naturales, abren una atractiva drea de investigacién, particularmente en el
desarrollo de nuevos agroqufmicos.



En base a estos antecedentes, surge ¢l interés por desarrolfar @ partiv de las téenicas
biotecnoldgicas un sistema para fa produceidn de productos de interés sin destruir los recursos
genéticos, La figura 1 muestra las estrategfas a seguir en el laboratorio de cultivo de tejidos
vegetales para el uso sustentable de especies productoras de metabolitos de interés (Rubluo y cal.
¢n preparicion).

El piquerol A es un compuesto al que se e han encontrado diversas actividades bioldgicas
(tabia 1), lo que le confiere tener una potencial aplicacién tanto en el drea de la medicina como en
las actividades agrfcolas pues s¢ podria emplear como pesticida o como conservador de especies
agricolas en almacén y transporte.

Por lo tanto, en el presente trabajo se propone establecer las condiciones de cultivo in vitro de ta
plantu Pigueria trinervia Cav para la obtencién de piquerol A. Se analizé el efecto que sobie
diversos explantes ejercen Ios reguladores de crecimiento a diferentes concentraciones adicionados
al medio basal y probando dos condiciones ambientales de cultivo y asf lograr [a expresion del
metabolito de interés en condiciones in vitro .

TABLA 1

APLICACIONES POTENCIALES DEL PIQUEROL A.

L RUTULCONFIRMAIY
OPA

[E X . : APARRA Y COL. 1987
[ACTIVIDAD MOLUSQUICIDA ——— [CRUZREYESYCOL. 9% |
ACTIVIDAD — ACARICIDA Foophli | GONZALEZ DE LA PARRA Y COL. 991
micropius

ACTIVIDAD CONTRA EL Tripan o o | CASTRO Y COLTo97

A ICIDA JIMEREZ ¥ COL. 1991

ACTIVIDAD INHIBITORIA EN LA[GONZALEZDELAPARRA'Y COL. 1980
GERMINACION DE SEMILLAS Y RAICES

DE ESPECIES DE INTERES ECONOMICO
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2. ANTECEDENTES

2.1, Clasificacion y distribucion.

La planta Piqueria trinervia Cav., pertenece a lo tanulia Compositae, de Ja tribu Eupatorieae, ¢s
una herbdcea lacual crece en poblaciones mds o menos puras y ticne una altura aproximada de
1 m. Es altamente ramificada con pocas hojas opuesias, estrechamente lanceoladas y acominadas,
con tres nervios bien visibles que es lo que caracteriza a ke especie 2. wrinervia. La inflorescencia
es cimosa, corimbosa y tiene chatro flores blancas como eabeaucla,

Esta especie ¢s nativa de México, América central y Haitf. En México se encuentra ampliamente
distribuida en diversos estados de fa Republica, por lo cual es conocida popularmente con diversos
sinénimos (Paray, 1953):

- Hierba de San Nicolds (Valle de México y Jalisco).
- Hierba del tabartillo (Valle de México).

- Hierba del perro (Chiapas).

- Hierba del zopilote (Molango, Iidalgo).
- Xoxonitsal y Xoxonitztac (Mesa Central).
- Tzotzoniztale (Morelos).

- Cuimic (Tabasco y Michoacan)

- Xexenitzal,

- Yoloxiliic.

- Alta Reina (Taxco, Guerrero).

- Empueshte (Otomf, México).

- Caupopolchi (Teloloapan, Guerrero).

Esta planta ha sido cultivada como planta ornamental, se utiliza en arreglos florales y los
agricultores la conocen con ¢l nombre erréneo de Stevia serrafo.

Crece cn zonas templadas y tropicales de México, se le encuentra en Iugares abiertos y soleados,
raramente se localiza en los bosques sombreados. En el Valle de México se Ie encuentra a una
altura de 2500 m de altitud.

Florece abundantemente en los meses /uviosos de Julio a Octubre. Frecuentemente se encuentra
esta especie como pionera de la sucesion secundaria que sigue al abandono de los campos
agricolas (Robinson., 1906 y Paray., 1953 ).

2.2, PROPIEDADES MEDICINALES DE 5.A PLANTA Piqueria trinervia Cay.

Paray (1953) describié que Piguerio trinervia Cav. cra usada en la medicina popular para
combatir el tifo y en tratamientos de cdlculos hiliares. Tradicionalmente se utiliza en varias
regiones del pafs, como antimélarico, antipirético, antirreumdtico y contra el paludismo. En
puestros dias se sigue usando para curar algunos de estos padecimientos.



2.3. ESTUDIOS FITOQUIMICOS DE Pigueria trinervia Cav., Y
CONFIRMACION DE LA ESTRUCTURA QUIMICA DEL
PIQUEROL A.

Desde ¢ siglo pasado Pigueria trinervia Cav. ha sido objeto de estudios sobye su COMPOSICIHN
quimica. En 1890 Gonzdles aislé una resina, ua tinte, vn aceite esencial, una goma y otras
sustancias no determinadas incluyendo un compuesto que determing como un alcalaide.

Posteriormente en 1968, Bohhmann y Zdero aislaron (-)alfa - santanal (1), un terpeno de bajo peso
molecular. En 1978, Bohinusu y Suwita reportaron la presencia de compuestos terpenoides.

Romo y col., (1970) aislaron el acetato de carquejilo (2) y dos monoterpenos diasteroisdmeros
llamados Piquerol A (3) y Piquerol B (4) de las partes sereas de Ia planta. Estos dltimos se
extrajeron de diferentes poblaciones de Pigueria wrinervia Cav.

En 1977 Bohlmann y Zuwita aislaron un terpeno con esqueleto similar al carquejilo (5a). Al
mismo tienpo Gonzdlez y Jiménez,(1977) aislaran ¢ hicieron cl estudio quimico del trinervinol
(6), ¢l cual ticne un sistema tricfclico que se propuso con esqueleto del rosano.

Eu 1981 R. Sangaiali y Krishna hicieron una revisidn de In estructura asignada a otro monoterpeno
aislado El())r Bohimann y Suwita realizando la sfntesis de los éicres metflicos derivados del fenélico
(58) y (Sb).

En 1983 Jiménez y Gonzdlez establecieron la estructura qufinica del trinervinol por datos
espectroscépicos como el isopimara-8 (14)-en-3-b,15,16,17-tetraol (6)

En 1983 Soriano y Jiménez por estudios de rayos X confirmaron la estructura molecular det
piguerol A y establecieron su estructura cristalina (7).

En 1984 Rubio y Jiménez realizaron un estudio de la estructura clectrénica del Piguerol A y
Piquerol B, cuyo objetivo principal fué determinar la correlacién de su estructura con las
propiedades quimicas y biol6gicas que manifiesta (8y 9).

En 1985 Chavarin y Jiménez realizaron modificaciones qufmicas al piquerol A por reacciones de
esterificacién y de elerificacion y establecieron que se produce un cambio de conformacién del
anillo de seis miembros al sustituir los hidrégenos de los grupos hidroxilo por grupos més
voluminosos, Finalmente un andlisis més detallado de este comportamlento fue realizado por
Jiménez y col. (1986) quienes establecieron la conformacidn preferida del piquerol A (9) y lade
sus derivados.
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Figura 2, Metabolitos secundarios aisladas de Piqueria trinervia , Cav y férmulas
que confirman la estructura quimica del Piquerol A.



2.4. ACTIVIDAD BIOLOGICA,

La planta Pigueria trinervia Cav crece aislada formando poblaciones mds o menos puras, lo cual
sugicre la posibilidad de que tenga accion alefopdtica al inhibir el crecimiento de otras especies a
su alrededor. Gonzdlez de la Parra y col., (1981) deseriben los bioensayos que hicieron para probar
cl efecto alelopdtico del Piguerol A y Piquerol B, demostrando que inhiben la germinacion de las
semillas de cspecies que se desarrollan en las zonas en fa que crece P, trinervia. Se probé esa
actividad en semillas de 6 especies de pastos y el porcentaje de inhibicion fue alto, del 50 al 100 %
Las concentraciones de piquerol que se wtilizaron fucron de 50,100,150 y 200 mg/l. En el mismo
cnsiayo el piquerot A mostid ser nuds activo en la inhibicion del crecimiento de rafces, mientras que
¢l piquerol B tuvo un efecto inhibitorio en el crecimiento det tatlo pero en las rafees fué nulo e
incluso estimulé su desarrollo a muy bajas concentraciones. El extracto de 1a hoja causé una
inhibicién de 504 95 % en las radfeutas de las semiltas probadas.

De igual forma se prob6 ta actividad inhibitoria del piquerol A (Gonzélez de Ya Parra y col., 1980)
en semillas de interés econdmico (frijol, mafz, trigo, pepino, ribano, acelga, col , nabo y cebolla)
resultando que para todos Jos casos el piquerol A es un potente inhibidor de la germinacion en una
concentracion de 100 ppm, ademds de preseniar una actividad de tipo reversible, lo que indica que
el piquerol A podrfa aplicarse como conservador en Ia latencia de las semillas lo cual seria iitil
para su almacenamiento y transporte. Igualmente el piquerol A inhibe la formacién de raices de
cebollas (Taboada, 1989) y ajos (Rubluo 1. 1990) en concentraciones de 50y 100 mg/l. Este efecto
es de interés para la conservacién de estas especies en almacén, como también para la
conservacion de germoplasma.

En 1990 Cruz y col, determinaron que ta H-ATP asa, enzima de interés en el sistenia de transporte
de las membranas del protoplasto'y plasma era inhibida por el monoterpeno piguerol A'y su
derivado diacetato de piquerol, pues el transporte y sistema enzimdtico Jocalizado en Ia membrana
celular puede ser un sitio posible de Ia accion de los productos naturales. Este efecto se probd con
fracciones microsomales de Ipomoea purpurea L. Los resultados mostraron que el porcentaje de
inhibicién radicular fue total con 50 ppm de diacetil piquerol y con piquerol A fué de 72.9 %.

Cruz-Reyes y col. (1989) demostraron la accién del piquerol A como molusquicida, probandolo
con 8 especies de caracoles pulmonados y se observd que a una concentracién mfnima de 5 ppm,
el porcentaje de mortalidad fué de 60 - 100 % y a una concentracién de 50 ppin todos los
ejemplares muricron en un perfodo de 24 hrs. Por lo que ¢l piguerol A es considerado activo con el
90 % de las especies, por lo que podemos decir que el piquerol A es un producto molusquicida de
amplio espectro, ya que actia sobre otros grupos de caracoles importantes, como son algunos
limnacidos transmisores de faciola hepftica y tambien sobre pardsitos de peces, aves y otro
hdespedes gastrépodos de agua dulce transmisores de numerosas especies de tremétodos pardsitos
de peces , aves y otros hiiespedes vertebrados.

Jiménez y col.en 199} probaron la actividad insecticida del piquerol A en larvas de Spodoprera
Jrugiperda (gusano cogollero del mafz), cuyo porcentaje de mortalidad fué de 73.3% en dosis de
150 g /4 ml. En larvas de Aedes aegypti (mosquito transmisor de la fiebre amarilla) en una
concentracién de 500 ppmi causd el 100 % de mortalidad en 24 hrs., lo que motivo probarlo en
larvas de Culex quinguefasciatus (inosquito doméstico) eausando una mortalidad del 100 % en
una dosis de 443 ppm en el tiempo de observacién de 24 hrs.



Gonzdlez de la Parra y col. (1991) detenminaron la actividad acaricida del piquerol Ay piquerol 3
en garrapatas de Boophilus microplus.. En México es ¢l mds comin de los eclopardsitos que causa
serios problemas en el sector ganadero y por lo tanto en la economia del pais. Los resultados de los
bioensayos probaron que ambos piqueroles A y BB previenen Iy ovoposicion, Li actividad acaricids
del piquerol A causa ¢l 100 % de mortalidad en Tarvas de garrapatas en una concentracion de 300
mg/ml., después de 3 dias de observacién. Este efeeto es similar al que se produce por la actividad
acaricida de compuestos sintéticos organofosforados como conmaphos y diazinon. De igual
manera Gonzgles de 1a Parra y col., probaron que la toxicidad de ambos piqueroles en ¢l hombre
es moderada,

Ganzdlez de la Parra y col., en 1992, probayon el electo inhibitorio del piquerol A sobse el
crecimiento de epimastigotes de Tripanosoma cruzi agente causante de Tripanosomiasis
americana 6 enfermedad de Chagas, la cual aleety a millopes de personas en América Latina y
Asfa.

En el estudio in vitro de su posible inhibicion de epimastigotes de 7. cruzi. se emplearon diferentes
concentraciones de Piqueral A. El electo inhibitorio se presemd en una concentracion de 200
mg/ml, en 4 dias de observacidn, estos datos de concentracién son similares a los reportados para
Ofloxacin (compuesto sintético) que inhibe el crecimiento de epimastigotes de 7. cruzi en un
80 %.



2.5. APLICACION DE LA BIOTECNOLOGIA VEGETAL EN LA
PRODUCCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS.

La biotecnologia vegetal actualmente permite el cultivo in vitro de cualquier parte de Ta planta
desde una célula simple hasta un téjido v organo bajo condiciones asépticas y controladas, lo cual
induce al investigador a orientir las respuestas morfogéneticas deseadas ya sea hacia a
regencracion de plantias ¢ maximizar a produccion y acumulacion de metabolitos scenndagios.

Entre fas ventajas que hacen atractivo el cultivo de células vegetales para fa abtencién de
metabolitos secundarios sobre los pracedimientos tradicionales de cultivo cabe destacar lo
sigiente:

1.-Independencia de los factores ambientales, tales como clima, pestes, situacion geogrifica, ete.

2.-Sistema de produccion definido con mayores posibilidades de control (cudnto, cudndo y
dénde),

3.-Produccién mids consistente en cuanto a la calidad y rendimiento del producto.

4.-Posibilidad de incrementar los rendimientos con respecto a los obtenidos por el cultivo de la
planta completa.

5.-Finalmente el de evitar la destruccidn de poblaciones de plantas silvestres o cultivadas,
permitiendo el desarrollo de sistemas sustentables de producciéi,

Por lo tanto, la Biotecnologia Vegetal permite establecer sistemas de produccién estrictamente
controlados debido al mancjo de las condiciones de cultivo y dentro de los aspectos a considerar
que son copvenientes a revisar son:

2.5.1. ORIGEN DEL EXPLANTE.

Generalmente se considera que las células son totipotenciales, lo que quiere decir que cualquier
célula debe poder producir las caracteristicas de Ja planta madre en condiciones de cultivo
apropiadas. Bajo este esquema se ha planteado por conveniencia el de iniciar los cultivos a partir
de plantas con altos rendimientos. Sin embargo en I préctica los resultados reportados en diversos
trabajos son contradictorios, atin en investigaciones de la misma especie. Por ejemplo Zenk y col.,
1977 (Citado en Mantell, 1983) al estudiar la respuesta de Catarantus roseus, observaron que
plantas hiperproductoras produjeron cultivos con altos rendintientos, en contraste con Roller, 1978
{Citado en Mentell, 1983) que no encontr relaci6n alguna entre el contenido de serpentina en
callos y el de Jas plantas de las que fucron originados. Sin embargo algunos reportes indican que
bajo el principio de totipotencialidad cualquier parte de Ia planta, hojas, tatlos, puntas #picales,
meristemos, etc., lienen un sistema de transporte o bien pueden ser el sitio de sfntesis de
metabolilos secundarios, por lo tanto ¢s recomendable tomar como explante aquél que produzca
una mayor cantidad del producto deseado.

2.52. FACTORES NUTRICIONALES.

El éxito de los métodos de cultivo in vitro es debido entre otros factores al nicjor entendimiento de
los requerimientos nutricionales de las células vegetales. Para satisfacer los requerimientos
nutricionales de células cultivadas in vitro es necesario suministrarle cada uno de Jos componenles
orgdnicos ¢ inorgdnicos que requieren, faclores que se discuten a continuacién.



a).- MEDIO DE CULTIVO

Las condiciones de euhltivo tanto {isicas como quimicas pueden ser manipuladas con ¢f fin de
permitir la expresion del metabolismo secundario de las plantas. Fntre fas condiciones quiinicas ¢l
principal factor inveluerada para la obtencion y expresion de metabolitos secundarios es el mediao
de cultivo y se clasifican en medios de crecimiento celular y medios de mantenimiento los cuales
inlluyen en Ja sintesis del producto, ya que la formulacion del medio no solamente afecta fa
iniciacion del cultivo, sino también Ia velocidad de crecimiento en terminos de productividad.

Los principales componenies del medio del eultivo son:

a). Macronutricntes (N, P, K, Ca, Mgy S)

b). Micronutrientes (Fe, Mn, Zn, B, Cu, Mo y Co)

¢). Fuente de carbono (sacarosa, glucosa, etc.)

d). Fuente de nitrogeno (NO3, NH4, glutaimato)

¢). Vitaminas y ammodcidos (tiamina y glicing, bisicamente).

Para mantener un medio adecuado de cultivo de célnlas el cual determinard Ia velocidad de la
divisién celular es necesario agregar reguladores de crecimiento (George and Serrington, 1984).

b).- MACRO Y MICRONUTRIENTES.

El efecto de nutrientes empleados en el medio de cultivo asociados al crecimiento celular tanta del
metabolismo primario como el secundario ha sido revisado por Dougall en 1980 (citado por
Mantell, 1983) y considera principalmente a los siguientes:

h.1) Fuente de nitrégeno. Se ha reportado que ki cantidad de nitrégeno (NH4* y NO3-) afecta
la sfntesis del metabolisino secundario, pero no hay un patrén consisiente que emerja. Eutre las
diferentes fuentes de nitrégeno a varias concentraciones se ha utilizado una gran variedad de
fuentes de nitrégeno en el medio de cultivo de células vegetales, desde fuentes inorgdnicas como
nitrato y amonio hasta una variedad de aminocidos y mezclas complejas de éstos. Por ejemplo; la
relacidn amonio/nitrato en el medio M9 para Ia produccidn de shikonina es 0/6.7, si ésta se cambia
a 1/6.7, 1a sntesis disminuye mds del 90 % sin afectar el crecimiento celular (Yazaki y col,
1987).

Figueiredo y col, (1991) consideran que fa cantidad de nitrégeno en ¢} medio es detenminante en
la produccion de metabolitos secundarios y que la cantidad de amonio en el medio, en algunos
casos puede ser téxico para las células. Durzan y col., (1987) informan que en los cultivos de
células en suspensién que crecen en un medio que conticne NH4 y NO3 como fuente de nitrégeno,
la velocidad de absorcién de amonio y nitrato depende de 1a concentracién de potasio en el imedio

y determinan que a bajas cantidades de potasio hay una absorcién més reducida de NO3- y NH4+.

b.2) Fuente de fosfatos.- Se ha reportado que 1a concentracién de fosfato suministrado al medio
de cultivo tiene un efecto en la formacién de metabolitos secundarios, ya que el fosfato cs
asimilable durante los primeros dfas del ciclo de crecimiento, en donde inicialmente es
z;lgrg;x;cnado en Jas vacuolas y posteriormente es distribuido para la divisién celular (Ukaji y col,
Knobloch y Berlin (1981 y 1983) al trabajar con cultivos de Catarantus roseus y Nicotiana
tabacum, mostraron que bajos niveles de fosfatos en el medio de induccidn incrementan la



produccidn de metabolitos secundarios, ammentando fa triptaming, alcaloides inddlicos, nicotina y
fenoles. Recientemente s¢ encontrd que al incrementar Ly concentracion de fosfato se induce y
cleva la sintesis de antraquinona en Guaytde vernan (Strobel y col, 1990), mientras que ¢l
contenido de antocianings no es afectado por la concentracidn de fosfato en £ millii (Yamamoto
y col., 1989).

Por otro lado, se ha sugerido gue el efecto general de usar bajos niveles de foslatos, para Ia
biosintesis de metabolitos secundarios, pueden lener como resullado una disminucion de las pozas
de losfato internas y este efecto baja la carga energética celular y desreprime ba sfnlesis enzimidtica
de los metabolitos secundarios (Loyala, 1990). Aunque también hay reportes que indican el efecto
contrario, por ejemplo Matsumoto y Obi (1982) (Citado por Loyola, 1990) muesiran que al
incrementar tres veees la concentracion de fosfato en cultivos de C. roseus se presentd un
aumento en el crecimiento celular y contenido de digitoxina,

h.3) Fuente de carbono.- De forma general se ha demostrado gue la naturaleza y la calidad de Ja
fucnte de carbono afectan ¢l rendimiento del producto y de forina particular, ei incremento en los
niveles de sacarosa tienden a mejorar la sintesis del producto. Las mejores fuentes de carbono
u;udas son: sacarosa, glucosa, fructosa, Jactosa, manosa y alnidén (George and Slerrington,
1984).

En 1987, Smith y col. mostraron que el contenido de catarantina aumenta en presencia de sacarosa
y s¢ incrementa al doble con lactosa, esto también se presenta con Iy produccién de antocianing en
Daucus carota donde hay un ligero aumento en presencia con sacarosa y lactosa. Sin embai o,
hay casos donde no se produce ningin cambio en el contenido del metabolito, como es el caso de
Digitalis purpurea en donde en presencia de sacarosa, glucosa y arabinosa se encontrd la misma
cantidad de digitoxina (Hagimori y col.1982).

Otro caso donde el nivel de concentracidn de sacirosa es determinante para la produccién celular
es en los cultivos de Achillea millefolium, pues altas concentraciones de sacarosa dan buen
rendimiento de biomasa al inicio del cultivo pero disminuye progresivamente después de varios
subcultivos (Figueiredo y col ,1991). Finalmente, Battat y col. (1989) mencionan que altos niveles
de sacarosa promueven {a produccion de fenoles.

253, REGULADORES DE CRECIMIENTO.

Se sabe que los regnladores de crecimiento tienen un efecto sobre el metabolismo primario y
sccundario de las plantas, por lo que la gran mayorfa de los cultivos celulares presentan un
requeriiniento absoluto de ellos. Una gran cantidad de estudios muestran que tanto los reguladores
de crecimiento de tipo auxfnico como ¢l de tipo de citocininas y su concentraci6n intervienen tanto
en la diferenciacién en el crecimicento de cultivos celulares como en la acumulacidn 6 produccidén
del metabolito, (Loyola, 1991).

El efecto de la auxina en In sintesis de metabolitos secundarios ha sido investigado en numerosas
especies. En gencral el AlA, la auxfna natural, parece ser ia mds favorable en la sfntesis y
acumulacidén de productos secundarios (Kim y Chang, 1990) que ANA y 2,4-D, auxinas sinteticas.

Sin embargo, un gran numero de especies cultivadas in vitro tales como Catharantus roseus
(Merillon y col.,1986), Nicotiana tabacum (Sahai y Shuler, 1984), Lythospermun erythorizon
(Hoekstra y col.,1990) entre otras sintetizan altas cantidades de metabolito secundario cuando son
expuestas a bajas concentrnciones de 2,4-D.

En casos excepcionales, el tipo de auxina y su concentracién en el medio se ha reportado que
pueden tener o no efecto en la produccidn de metabolilos secundarios y por consecuencia se



considera que otros son Yas factores que linitan I biosintesis o bien, da como resudtado Ja
morfogénesis. Esto se observa en caltivas de Svoploia paviflora (Tabata, 1972 5 George 'y
Sherrington, 1984).

Las citacininas (un grapo de regulidares de crecimiento diferentes a las wwxinas) uanifiestan un
efecto diferencial, dependiendo del metabolito y el origen de la linea celular (Constabel, Shyluk y
Gamborg (1971), ritado en Vasil 1987) George y Sherrinton (1984) reportan que un nivel
ligeramente elevado de cinetina tiene w efecto estimulante sobre Ja produccidn de antociuning en
cultivos de Scopelia maxima, En contraste, Shio y Otha (1973) encontraron que niveles elevados
de cineting suprimen totaimente fa sintesis de alcatoides en cultivos de N. tabacum. Sali y col.
(1984) mencionan que fa cinetina incrementa los polifenoles en callos de N, tabacum, pues
estimula la formacion de lignina en los callos, ademds informin que f cinetina tiene una funcion
importante pues facilita el balance entre la division celular y o praduccidn. Sin ewbargo
Kimmersley y Dougail (1980) demuestran que con altos niveles de citocinina endégena se producen
agregados celnfares y hay una inhibicién en la acumulacion de antocisning que esta relacionada al
tamaiio de los agrepados.

En otros estudios fas auxinas son aplicadas en combinacion con las citocininas en fos cultivos y su
efecto es limitado para ¢l metabolismo secundario pues tambien sc consideran los niveles
enddgenos de ambas reguladotes de crecimiento contenidos en la planta. Un cjemplo de ello son
los cultivas de Solanum aviculare en donde se establecieron los niveles de concentracion de
auxina-citocinina en el medio para la produccién de células en suspensidn y obtencion de
esteroides (Mantell, 1983).

También se ha argumentado que la asociacién célula-célula y la produccion de caracteristicas
morfolSgicas diferentes pueden jugar (junto con la actividad de los reguladores de crecimiento)

una parte clave ea el desarrolla de sistemas que sinteticen metabolitos secundarios (Lindsey y
Yeoman, 1983),

Los datos que indigucn un efecto clare de los reguiadores de crecimiento sobre la sntesis de
metabolitos secundarios son escasos, Existen varios problentas cn esta drea priniero la
concentracién efectiva del regulador de crecimiento en las células vegetales estd por debajo de los
lmites de deteccién, Otro problema es que hay pocas datos disponibles que indiquen ¢l destino del
regulador, una vez que se ha aplicado al medio en los cultivos celulares. Finalmente estd la
ausencia de un modelo biogufmico de accién de los reguladores de crecimiento. Esto indica que
hay una necesidad urgente de tesier una mejor comprension de Ja bioquimica de la accidn de los

ieguladores de crecimiento para futuras manipulaciones para que nio se realice de manera empirica
(Layolay col,, 1990).

2.5.4, OXIDACION

Lo oxidacién es un problema que presentan algunas especies, particularmente Jas especies
tropicales en cultivo in vitro. Tanto los explantes como los tejidos celulares adquieren un aspecto
café o negro que inhibe el crecimiento celular y finalmente mueren. La oxidacién es mds severa en
especies que contienen altos niveles de taninos o hidroxifenaoles, en explantes obtenidos de
plantulas maduras o bien por la presencia de elevados niveles de auxina en el medio (Robechault y
Martin, 1976, citado en George y Sherrington, 1984), También ocurre por la reaccidn entre las
enzimas oxidativas tales como la polifenoloxidasas, tirosinasas, sustratos de tirosina y o-
hidroxifenol como el dcido clorogénico. Estas generalmente se encuentran en diferentes



compartimientos dentro de fa célula y ésta al ser seccionada se liberan dichas sustaucias
provocanda la oxidacién y toxicidad del tejido. Esto probablemente se debe a los enlaces
reversibles de hidrogeno en las protefitas, donde los fenoles son oxidados a compuestos quindnicos
activos, los cuales se ciclizan y polimerizan y Jas protefnas ya oxidadas forman compuestos
melaninicos (Gorge y Sherrinton, op.cit.).

Ll control de fa oxidacion en los explantes bien puede hacerse removiendo los compuestos
fenolicos producidos mediante un pretratamiento de las semillas o explantes sumergiendo estos
dltimos en agua y agitacion continva de tal forma que se puedan remover ¢ inhibir los compuestos
fendlicos, o bien transfiriendo los explantes o fa biomasa dafiada por ¢l efecto de oxidacién en un
intervalo de 3 o 4 semanas a medio fresco adicionado de antioxidantes como dcido ascorbico o
dcido citrfco, en una concentracion de 100 mg/l, Jos cuales reducen ln actividad de la peroxidasa
(Standarti y col.[1990. Citado en Herman, 1991). Se puede emplear polivinilpirrolidona en una
concentracién de 0.2 a 2.0 %, para inhibir la formacidn de polifenoles y taninos en  los cultivos
(Gorge y Sherrinton, 1984). También se ha empleado nor-leucina para controlar la oxidacion,
Barnum y Meyer (1983), la utilizaron para evitar Ia oxidacién en cultivos de células de tabaco,
logrando suprimir la actividad de la catecoloxidasa, causante de la oxidacion celular y su
inhibicién en el crecimicnto.

Finalmente cabe sefialar que de acuerdo con Standarti y Romani (1990), los antioxidantes pueden
influenciar positiva 6 negativamente cn los cultivos dependiendo del tiempo de aplicacién de
éstos.

De igual forma se ha observado que la oxidacién de los cultivos se incrementa por 1a influencia de
la luz, por lo que se recomienda que una forma de evilar la inhibicién de crecimiento y muerte
celular de los explantes afectados es reduciendo In intensidad de luz o colocarlos en oscurnidad total
(Herman, 1991).

Eslas formas de evitar o prevenir la oxidacién in vitro no siempre son aplicables ni efectivas en
todas las especics y en algunas plantas este problema puede ser mds grave.

25.6. EFECTO DE LA LUZ.

De acuerdo a la literatura consullada es evidente que la produccién de metabolilos secundarios de
cultivos en suspensién se ve influenciada por la calidad e intensidad de Ia luz, o bien, cultivos
celulares que son expuestos a oscuridad total, la cual es requerida para la expresién de la
biosintésis y crecimiento celular,

Norton y col., 1991 muestran que la Juz tiene un efecto marcado en la formacién de la goma de
guayule en los callos, que si éstos son expuestos en oscuridad, En contraste con Figueiredo y col.,
1991 quienes reportan que la oscuridad total promueve el crecimiento de los cultivos en
suspensién de Achillea millefolinm, con un alto grado de diferenciaclén celular y menos oxidacién
que los cultivos mantenidos en fotoperiodo. Sin embargo, Goleniowski y col. (1992) demuestran
que en cultivos de Ambrosia tenuifolia, no hay diferencias significativas en la produccién de
lactonas sesquiterpénicas si los cultivos de células en suspensin se encuentran expuestos a una
intensidad luminosa o en obscuridad.

Existen cullivos que son crecidos inicialmente en oscuridad total y posteriormente son puestos en
condiciones de intensidad luminosa constante o bajo la irradiacién de luz ultravioleta y éstos
incrementan la produccién de metabolitos secundarios, Un ejemplo ¢s en la produccién de
antocianina en cultivos de células en suspensién de Centaurea cianus ('Takeda y col., 1991),



2.5.7. SISTEMAS DE CUL'TIVO DE TIJIDOS VEGETALES PARA
LA OBTENCION DEE METABOLITOS SECUNDARIOS
(ESTABLECIMIENTO Y DESARROLLO DEL CULTIVO).

Para 1a obtencién de metabolitos sccundarios, la primera expresidn de crecimicnto es un callo
(agregados celulares, los cuales crecen de forma desorganizada de cualquier parte de la planta) que
sugiere que éste no corresponde a un tejido totalmente desdiferenciado si no que persisten
mecanismos de regulacion inherentes al tejido que le dié origen (Street, 1977)

El cultivo de callos permite una proliferacién continua que hace posible la repeticion de ciclos de
seleccién de células y del subcultivo de éstas con cl contenido enriquecido del metabolito de
interés. Esto es posible lograrlo por un proceso controlado de nutricntes en ¢l medio de cultivo, los
reguladores de crecimiento y la manipulacion de los pardmetros del medio ambiente.

Generalmente el callo tarda de 3 a 8 semanas para alcanzar un tamafio suficiente dependicndo de
la expresidn genética del tejido en particular y de las cantidades relativas del regulador de
crecimiento. También depende de la velocidad de crecimiento de la diferenciacién celular. Una
vez que se establece el cultivo se evalua el crecimiento celular y se caracteriza el cultivo, mediante
curvas o cinéticas de crecimiento, las cuales siguen el mismo comportamiento de las curvas de
crecimiento bacterianas y constan de las siguientes ctapas:

1. Induccidn. El indeulo injcia su crecimiento (en ndmero y tamaiio, fase lag).

2. Proliferacion cclular. Se incrementa la masa celular (fase exponencial),

3. Induccién de la desdiferenciacidn celular {fasc estacionaria),

4. Envejecimiento y pérdida de la capacidad de crecimiento acelerado (fase de
desaceleracién),

Para obtener un cultivo de células en suspension, el callo formado se transfiere a un medio liquido,
¢l cual se coloca en agitacién a bajas revoluciones aproximadamente entre 80 a 120, rpm estos
cultivos consisten en agregados celulares de 2 6 mds células y de células individuales y sn

crecimiento s¢ ve influenciado por un intercambio gaseoso promovido por agitacién. (Figueiredo y
col.,, 1991).

A partir de Jos cultivos de células en suspension s posible una recuperacién ficil de los
metabolitos sintetizados ya que éstos se acumulan en las vacuolas de las células en lugar de ser
expulsados al medio de cultivo (Dodds y Roberts,1982). Sin embargo reportes recientes indican
que algunos metabolitos son excretados al medio de cultivo si se modifica el pH def mismo, lo que
le hace ser un sistema con un mejor rendimiento y fécil de manejar (Wagner y col., 1991).

La mayorfa de los cultivos en suspension alcanzan su méxima densidad celular entre 18 y 25 dias,
aunque existen cultivos activos que entre 6 y 9 dias {legan a esa fase ¢ igualmente hay cultivos
lentos donde esta etapa se alarga més. Por lo tanto, los rendimientos obtenidos en cuanto a la
produccién de biomasa son variables. Esto se debe principalmente al régimen del cultivo, (lo que
incluye Ja formulacién de nutricntes en el medio, los reguladores de crecimiento, ete.) que mejore
el crecimiento celular, la velocidad de divisién y los niveles de sintesis de metabolitos
secundarios, En lo que se refiere a esto dltisno, existen reportes donde se menciona que la sintesis
de melabolitos estd tipicamente disociada del crecimiento celular, (Figueiredo y col., 1991),



El crecimiento celular puede expresarse cuantitativamente como:

L. Peso fresco 6 Peso seco.

2. El niimero de células por unidad de volumen

3. Contenido de protefna 0 DNA.

4. Viabilidad celular.

5. Indice mitdtico.

6. Conductividad del medio de cultivo.

1. Componentes det medio, ejemplo: Carbohidratos, nitrato o fosfato.

Estos pardmetros estan relacionados por cambios ded metabolismo celular en el erecimiento
(Street, 1977 y Dodds, 1982).

2.5.7.2). RENDIMIENTO DEL PRODUCTO Y MEJORAMIENTQO DEL
SISTEMA DE PRODUCCION.

Esta es una de las facetas mds importantes en el desarrollo de un proceso biotecnoldgico, donde el
producto debe presentar ventajas en términos de concentracién y productividad, comparado con
los sistemas de produccién tradicionales.

En los reportes sobre cultivos de células en suspensién para la produccién de metabolitos
secundarios deseados no se han podido definir claramente las condiciones de cultivo para su
desarrollo, pucs en algunas especics es necesario que existan asociaciones morfol6gicas en donde;
a) El desarrollo del tejido u 6rgano es, hasta el inomento un requerimiento absoluto. b) donde el
cultivo se caracteriza, por algun grado de diferenciacién celular y ¢) donde no se presentan sefiales
aparentes de desarrollo o diferenciacién y el cultivo tiene ln apariencia de un grupo de células
meristemdticas. A pesar de ello, se estd avanzando de forma acelerada, dado que cuando es
necesario cierto nivel de organizacién para que la sfntesis del metabolito se presente se pueden
emplear cultivos de 6rganos, como ¢s e} caso de cultivo de raices. O bien, crear sistemas de
células vegetales inmovilizadas. La optimizacién del medio a travéz de la manipulacién de los
nutrientes, los reguladores de crecimiento en niveles Gptimos y la adicién de preculsores ( como
elilcillogr;s)fﬁngicos 6 enzimas entre otros) son estrategias para aumentar los rendimientos (Loyola y
col. 1994),

La seleccién del sistema apropiado consiste primero ¢n tener una poblacién con altos rendimientos
del producto y desarrollar estrategias para lograr, inediante el uso de herramientas biotecnolégicas,
incrementar la produccién como se muestra en la figura | (Rubluo y col., en preparacién).



El crecimiento celular puede expresarse cuantitativamente como:

1. Peso fresco 6 Peso seco.

2. El nimero de células por unidad de volumen

3. Contenido de proteina 0 DNA.

4. Viabilidad celular.

5. Indice mitdtico.

6. Conductividad del medio de cultivo.

7. Componentes del medio, ejemplo: Carbohidratos, nitrato o fosfato.

Estos parimetros estan relacionados por cambios del metabolismo celular en el crecimiento
(Street, 1977 y Dodds, 1982).

2.5.7.2). RENDIMIENTO DEL PRODUCTO Y MEJORAMIENTO DEL
SISTEMA DE PRODUCCION.

Esta ¢s una de las facetas mds imporantes en ¢l desarrollo de un proceso biotecnol6gico, donde
roducto debe presentar ventajas en términos de concentracién y productividad, comparado con
os sistemas de praduccién tradicionales.

En los reportes sobre cultivos de célufas en suspensién para la produccién de metabolitos
secundarios deseados no se han podido definir claramente lus condiciones de cultivo para su
desarrollo, puus en algunas especies es necesario que existan asociaciones morfolégicas en donde;
1) El desarrollo del tejido u dérgano es, hasta el inomento un requerimiento absoluto. b) donde el
cultivo se caracteriza, por algun grado de diferenciacién celular y ¢) donde no se presentan seiales
aparentes de desarrollo o diferenciacion y el cultivo tiene {a apariencia de un grupo de células
meristeméticas. A pesar de ello, se estd avanzando de forma acclerade, dade que cuando es
necesario cierto nivel de organizacién para que la sintesis del metabolito se presente se pueden
emplear cultivos de Grganos, cono es el caso de cultivo de raices. O bien, crear sistemas de
células vegetales inmovilizadas. La optimizacién del medio a travéz de la manipulacién de los
nutrientes, los reguladores de crecimiento en niveles éptimos y la adicién de preculsores ( cono
elilcill(g;:)fﬁngicos 6 enzimas entre otros) son estrategias para aumentar Jos sendimientos (Loyola y
col. .

La seleccién del sistema apropiado consiste primero en leter una poblacién con altes rendimientos
del producto y desarrollar estrategias para lograr, mediante el uso de herramientas biotecnolégicas,
incrementar Ja produccién como se muestra en la figura ! (Rubluo y col., en preparacién).



2.6.- ESTUDIOS BIOTECNOLOGICOS DE LA FAMILIA COMPOSITAE.

Numerosas compuestas poseen un gran valor ccondmico, destacan las que sirven para la
extraceion de aceites coméstibles como Carthamus tinctorius (cirtamo), Helianthus annuns
(girasol), o las comestibles Cichorium endivio (escarda), Cichorium intybus (achicoria), Cynara
scolymus {alcachofn), Lactuea sativa (lechuga), ete., y en otros casos las ormamentales, Dahlia
spp, Crysanthemum spp., Gazania spp., Senecio spp.. ete. (Rzedowski, 1972).

La importancia en la industria de a familia Compositae como fuente de metabolitos secundarios
de interés comercial es grande ya que se emplean como saborizantes, en las fragancias, en Jos
farmacos y como pesticidas (Tabla 2) los cuales lian sido reconacidos desde hace ya varias
decadas (Warner, 1977). Actualmente se han incrementado ¢l mimero de investigaciones de
nucvos compuestos activos de algunos miembros de la familia, Sin embargo en biotecnologfa
vegetal existe una escasa informacién en la produccién de metabolitos secundarios. La tabla 2
muestra algunos ejemplos. En el caso de la plama Pigueria, estudios in vitro a la fecha no se han
reporiado, .

Hasta donde sabemos, la especie Pigueria trivervia Cav. no ha sido explorada por las
herramienias de la biotecnologfa vegetal y si consideramos el potencial biologico de esta especie y
en particular sus actividades biolégicas, el piquerol A podrfa colocarse en el mercado como un
posible agroqufmico de origen natural. Esto pondrfa a la planta en peligro de extincion ya que para
la extraccién de piquerol A por métodos fitoquimicos convencionales se requerirfa de 9.7
toncladas de planta para obtener un kilogramo de piquerol A (Jiménez, comunicacién personal).
Por lo tanto, es necesario crear estrategias para satisfacer una posible demanda en ¢l mercado de
agroqufmicos y a la vez de preservar el recurso genético.

In base a ésto en el presente trabajo se trata de establecer las condiciones de cultivo de tejidos
vegetales (callo y células en suspensién) de diversos explantes de 1a especie Pigueria trinervia
Cav., para la produccidn de piquerol A.



TABLA 2

COMPUESTOS ACTIVOS OBTENIDOS IN VITRO DE ALGUNAS

COMPUESTAS
- BSPECIE . ], COMPUESTO " [ "CUL. inyitro |- REFERENCIAS ]
Echinacea purpurea | Polisacaridos con acti- | Células en suspensién | Wagner y col. (1988)
vidad inmunoldgica
Carthamus tinctorium alfa-tocoferol Células en suspension Gan y col. 1990
Tagetes pautula Tiofenos liairy roots Buiteaar y col 1991
Atractyloides Aceijtes esenciales | Células en suspensidn [ Chen'y col. 1991
macrocephala
Taxacum officinale Aceites esenciales | Células en suspension Hook y col. 1991
Cenlaurea cyanus Antocianina Células en suspensidn | Kakegaway co. 1991
Pharthenium Hule Callo Norton y col. 1991
argentatum .
Arica montana | Polisacaridos con acti- | Células en suspensién | Trautman y col. 1991
vidad inmunolégica
Stevia rebaudiana Esteviosidos Células en suspensidn | Streidner y col. . 1991
Achillea millefolium Accites esenciales | Células en suspension | Figueiredo y col. 1991
Artemisia annua L. Flavonoides Células en suspensién | Chiung-S, y col. 1992
Ambrosia tenuifolia Lactonas Callo Goleniowski y col,
sesquiterpenicas 1992
Artemisia annua L fitosterol y Ac. Chlulas en suspension Kiny col. 1992
arteanuico
Artemisia absinthium | Aceites esenciales Hairy roots Kennedy y col. 1993




3. OBIETIVOS.

1. Establecer las condiciones de cullivo in vitro de diversos explantes
{hojas, entrenudos y seceiones de raices jévenes) para la inducion de
callo y células en suspensioén de la planta Pigueria trinervia Cav.
Evaluando los siguientes pardmetros:

4y, medio nutritivo.

b). reguladores de crecimiento y su concentracién.
c). condiciones ambientales de cultivo..

2. Cuantificacién de piquerol A en las diversas respuestas de cultivo
invitro, & los tralamientos experimentales.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1. MATERIAL BIOLOGICO.

En la presente investigacion se ntlizaron semillas de Pigueria trinervia Cav., las cuales se
recolectaron sobre L corvetera al Ajusco, kni 12 de México D.F., en octubre de 1989,

Parte de este lote de semillas se almacend en un sobre de papel manila para disponer de forma
continua del material.

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.a. Desinfestacion y germinacion de las semiilas,

La mayoria de las plantas se encuentran normalmente contaminadas por microorganisimos yue no
son patogénicos ¢n condiciones normales. Sin embargo al estar expuestos en un medio
enriquecido, el crecimiento de los micioorganismos es acelerado a n grado al que puede limitar
el desmrallo de eélulas vegetales. Debido a ésto, se prefiere emplear como fuente de material
vegeltativo a pléntulas abtenidas de semillas germinadas bajo condictones asépticas, Las técnicas y
los productos utilizados para la desinfestacion superficial de tas semillas, varfan de acuerdo a las
condiciones en que se desarrolla la planta y a la disponibilidad de los desinfestantes. Diversos
compuestos quimicos han sido utilizados para la desinfestacién, como las soluciones de
blanqueadores comerciales a base de hipoclorito de sodio (Villegas, 1985).

Para efectuar la germinacion de las semillas en condicianes de asepsia, éstas fueron sometidas a
diferentes tratamientos con una solucién de cloralex comercial en distintas concentraciones (5 a 30
%, viv) ¢ intervalos de tiempo (10 a 20 minutos) en agitacién contfnua, como se indica en la
tabla 3.

TABLA 3. TRATAMIENTQS DE DESINFESTACION DE LAS SEMILLAS DE
Pigueria trinervia Cav.

5 20
10 20
15 15
20 15
30 10
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Las semillas siempre fueron enjuagadas 4 0 5 veces con agua destilada estéril hasta eliminar el
exceso de cloro. Bajo condiciones asépticas, en una campana de flujo laminar previamente
desinfectada con aleohol etflico industrial al 96 % y en ¢l drea estéril proporcionada por la Tlan
del mechero Bunsen se sembraron las semillas desinfestadas en frascos gerber de 120 mil que
contenian medio basal MS (Murashige y Skaog; 1962) en un volwinen de 30 mi por cada uno. Se
colocaron 5 semillas por frasco, con un ndmero de (rascos de 5 por ratantiento y un total de 25
semillas.

‘Todos los frascos se incubaran a 27 & 19C en fotoperiodo de 16 hrs, uny intensidad luminosa de
2000 lux y 8 hrs oscuridad.

4.3. - Mrdios de culfivo.

4.3.z.- Composicién y preparaciin.

Los medios de cultivo empleados fucron los de Murashige y Skoog (1962) y Knudson C (1946),
denominados MS Y KC respectivimente (Anexo 1),

Los medios de cultivo fueron suplementados con los reguladores de crecimiento dcido 2,4-
diclorofenoxiacélico (2,4-D), cinetina (K) y dcido 4-clorofenoxiacético (4-CPA), en diferentes
concentraciones, como sc muestra en Ja tablas 4 y 5.

TABLA 4, CONCENTRACION DE 1.OS REGULADORES DE CRECIMIENTO
ADICIONADOS A 1.LOS MEDIOS : MS Y KC EN LOS QUE SE
DESARROLLARON LOS EXPLANTES HOJA, ENTRENUDO, RAIZ
Y BIOMASA DE PIQUERIA TRINERVIA CAV.

= 2
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TABLA 5. CONCENTRACION DE LOS REGULADORES DE
CRECIMIENTOEN MEDIO MS EN LAS QUE SE
DESARROLLARON LOS CALLOS DE ENTRENUDO.

TRATAMIENTO [ REGULADORES DiE CRECIMIENTO (mp/l)
T - -
i K 2.0 N
2 24D 05
3 R:24-D T 2035
4 K:4-CPA K
5 K 4-CPA X

Los medios se prepararon de la sighiente forma: en una parrilia de agitacién se colocd un vaso de
precipitados con un volumen de agua destilada de aproximadamente igual al 50 % del volumen
final del medio de cultivo. Se adicionaron primero las soluciones stock de macro y
micronutricnies, posteriormente se adicionaron Jos repuladores de crecimiento de acuerdo a las
tablas 4 y 5. Se incorpord la sacarosa (3 %) y cuando ésta se disolvid, se llevd @ un volumen
determinado con agua desiilada, el pH se ajusté 0 5.6 6 5.7 y finalmente se agregé el agar (8 gi/l).
El medio de cultivo ya preparado se vacid en frascos gerber de 120 mi, agregando 30 ml de medio
nutritivo a cada uno, Estos se esterilizaron en un antaclave a 21 lb/pug.2 de presién, 121°C por 15
minutos.

En los experimentos de cultivo en suspensidn se emplearon matraces de 125 ml y el medio de
cultivo se preparé en la forma antes descrita, omitiendo la adicién del agar,

Para la recuperacién de callo oxidado se emplearon como antioxidantes dcido ascérbico y nor-
leucina en upa concentracién de 100 myg/l, que se adicionaron al inedio de cultivo.

4.4.- Diseceion de los explantes y método de siembrn.

Sec tomaron de las pldntulas genninadas in vitro los siguientes explantes :

Hojas de 2 y 4 meses de edad de aproximadamente 0.5 a 1.0 cm de longitud eliminando hojas de
los extremos terminales.

Secciones de tallo (entrenudo) de 2 meses de edad, se disectaron fragmentos de 0.5 y 1.0 cin. de
longitud, evitando cortar zonas de yemas axilares.

Secciones de rafces de 2 meses de edad de la pldntula de 1.0 cm de longitud.

La siembra de los explantes se realizé en el dreu estéril de una campana de flujo laminar, se
introdujo el material requerido para fa siembra de los explantes que constd de frascos con 30 i
medio de cultivo adicionado de los reguladores de crecimiento de acuerdo a la tabla 4, cajas petri
previamente esterilizadas y de instrunental; se utilizaron navijas de acero inoxidable, bisturf y
pinzas. las cuales se¢ sumergieron en un frasco que contenia etanol al 96 %. Antes de su utilizacién
se flamearon y se dejaron enfriar en agua destilada estéril.
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La discecion de los explantes se realizd sobre las cajas petri estériles, colocando 5 explantes por
cada frasco con un nimera de repearicion de 5 por tratwmento.

4.5, - Condiciones de Cultivo,

Se emplearon 2 condiciones ambientales para crecer los cnltivos,

1). A 272 °C. En fotoperiodo ()6 hy huz, 2000 [ux de intensidad luminosa y 8 hs.
oscuridad).

7). A 2712 °Cy enoscuridad.

Para lograr esta segunda condicidn, los frascos se cubrieron con papiel aluminio y
s¢ mantuvicron en eajas cerradas para evitar la filtracion de la Juz.

4.6, INDUCCION ¥ ESTABLECIMIENTQ DE CALLO Y CELULAS EN
SUSPENSION.

4.6.0. Peterminacion de las condiciones de eultivo in vitre para la abiencidn de callo.

Con el fin de establecer las condiciones de cultivo in virro de callo y células en suspension de la
planta Piqueria trinervia Cay., para la produccién de piquerol A, se emplearon 3 tipos de
explantes : Hojus, enlrenudos y secciones de rafz de plintulas de 2 4 4 meses de edad y se
sembraron en medio de cultivo MS adicionado de los reguladores de ciccimiento como se muestra
en la tabla 4. Los explantes se cultivaron en {as condiciones ambientales de cullivo de {otoperiodo
y oscuridad.

Inicialmente para fa induccidn de calla se realizaron 6 experimentos. Cada experimento se formé
de 16 tratamientos cada mto con 3 repeticiones (frascos) y con 5 explantes por cuda frasco. Se
ewplearon un (otal de 400 explantes por cada experimento. En el disefio del tralamiento hormonal,
{os reguladores de crecimiento se utilizaron de tal manera que hubiera una auxing y una citocinina
o bien una de ellas produciéndose asf todas las posibles combinaciones entre los niveles de las
concentraciones de los reguladores de crecimienlo. Lo mencionado con anterioridad en ténminos
esladfsls'l)c%s se reftere a un diseiio de tratamiento factorial 4x4, completo y balanceado (Cochran y
Cox., 1990).

En base a los resultados oblenidos de cstos primeros experimentos, se realizaron otros més para
determinar las condiciones del cullivo in vitro y produccién de piquerol A a partir de explantes de
P. trinervia, con un total de 26 experimentos, asf como 2 experimentos para evaluar fas curvas de
crecimiento en medio semi-solido y liquido (Anexo II),

4.6.b. Establecimiento de las cInéticas de crecimiento en medio semi-sélido y liquido.
4.6.b.1.- Curva de crecimmiento en medio semi-sélido.

La curva de creciimiento se establecié con callo generado a partir del cuarto subcultivo,
proveniente del tipo de explante entienudo que fue desarrollado en frascos de cuitivo de 120 m,

conteniendo cada uno 30 m} de medio MS suplementado con 2 mg/i de K, 100 mg/l de dcido
ascérbico como antioxidante y en condiciones de fotoperiodo.
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La curva de calibracion se hizo empleando como estandac interno una salocidn de nonano de
concentracion conocida (7.22 x 102 mg/mi), adicionando diferentes concentraciones del estandar
de piguerol A, taminima fué de 0.00001 mg/mi y a nvixima de 1.0 mg/ml. A partiy de la curva de
caltbyacian, se caleniaron fos factores de respuesta para ¢l pigoeral Ay del estandar inferno, ¢l
cual sirvio de referencia y con estos faciores se enanificaron Lis muestras.

Se identificd el piguerol A al tomar como refevencia el tiempo de reiencidn (Tr), reliriendose al de
la sefial del estandar. Previamente se realizo Ja cramaiografia a una muesta de piguerol A puro
para determinar las condiciones de operacidn def cromatografo mencionadas con anterioridad. El
tiempo de retencion registrado para el estandar y las muestras fué de ; Tr = 3.53 ( Anexo 111)

Para tadas las determinaciones se cimplearon las mnestras sin purificar. Se agregaron 50
microhtros de cloroformo y de esta salucidn se tomd una alfenota de 2 microlitros que se inyectd
al cromatGgrafo de gases. Se realizaron tres inyecciones a cada una de Yas muestras para obtener
repradueibilidad. La cuantificacion del piguerol A se reporta como mg/mg de peso fresco ( se
realizg la cuantificacidn en peso fresco, debido a que en peso seco, el terpeno se pierde o
exponerlo al calor, ademds fas muestras eran muy pequeiias  en cantidad de biomasa de
aproximadamente 1350 mg ).

4.8. Establecimiento del cultivo en suspensiou,

Los cultivos de células en suspensién proporcionan una poblacidn de células redativamente
homogénea, accesible a sustancias quimicas aplicables exdgenamente. La mayoria de los cultivos
cn suspensién se obtienen transfiriendo una masa de callo friable a medio liquido de la misma
composicion gue el usado para el crecimiento del callo. En el primer subcultivo se remueven los
agregados grandes del indeulo inicial.

Para cada linca celular, hay un tamaio de indculo mfnimo abajo del cual el cultivo no crece. El
crecimicnto de los cultivos en suspensién, puede ser monitoreado midiendo uno ¢ mds de los
siguientes parimetros: volumen del paquete celular, nimero de células, peso fresco, peso seco,
contenido de protefna o DNA y viabilidad celular (Morvis, 1985).

Para iniciar la determinacidn de la curva del cultiva en suspension se lomd callo ya establecido,
que se origind a partir del explante entrenudo, en condiciones de cultivo de fotoperiodo, en medio
MS adicionado de 2 mg/l de K. y dcido ascorbica (100 mg/l) como antioxidante,

Se partié de un inéculo inicial de aproximadamente 2 £ 0.3 gr de callo y sc depositaron en
matraces crlenmeyer de 125 ml que contenian 25 ml de medio nutritivo (MS), adicionado de la
misma concentracién de K que le dio origen al calio. Los matraces (120) se colocaron en una
plataforma de agitacién a 90 rpw, en condiciones de cultivo de fotoperiodo.

Para la curva de crecimiento se tomaron 6 matraces del cultivo a diferentes tiemypos y se evaluaron
los siguientes pardmetros:

4.8.1- Peso fresco : El cultivo de células en suspensi6n se filtré sobre un papel filtro de peso
previamente conocido, El peso real se obtuvo por diferencia de pesos.
Peso fresco (Pf) = Pesode la muestra - Pesu del filtro
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4.8.2.- Peso secn @ Se obtuvo ded mismo paguete cefular gue se empled para peso fresco, ésie se
mntuvo en un homo desecador por 48 hrs @ una temperatura consiante de 60 °C.

Ll peso real se tomd como Ta diferencia entre la perdida de ta humedad del peso fresco y peso
seeo,

4.8.3.- Extraceion de piquerat A de las eélulas en suspensian,
4.8.3.2.- Para células en suspension se realizd e la forma yo deserita.

4.8.3.0.- Para ¢l medio de cultivo. A cada muestra se agregaron 10 ml de cloroforme para extracer
la fase orgdnica del medio, éste se homogeneizo y se filted ¢ dsie proceso se realiza 3 veees). Al
filtrado se le secd con suifato de sodio anhidro. Finalmente se evapord el cloroformo en rotavapor
y fa muestra se pesé para cuantifivar el contenido de piquerol A por THA y C.G.

4.8.4.- Anilisis de Piguerol A por Cromatografia de gases.
Seempled el cromatoprafo de gases Hewlet(-Packard. 588¢ B,

En este equipo se emplearon las siguientes condiciones:

- Detector de ionizacion de flama.

-Columna metil 5 % fenil silicon, 25 m x 0.35 mm de silice tundida.

- Gas acarrcador : Nitrégeno; 2 mlAninito.

- Split | : 50.

- Temperatura programada : 100 - 160 a 10 °C/minuto, hasta 240° 10 °C / minuto.

« Temperatura del inyeetor detector 270 °C.

El piquerol A, se cuantificd a partir de una curva de calibracisn, Jara la cual se empled nonano
como estandar interno en una concentracién conocida de 7.22x10°< myg y se utilizaron diferentes
concentraciones del estandar de piquerol A (0.0000) a 0.1 mg). Para cada wna de las
concentraciones sc obtuvo ¢l drea bajo la curva para obiener la concentracidn de piquerol A de
cada muestra,

Para cada una de las determinaciones se emplearon muestras sin purificar, se les agregé 50
microlitros de la solucién de cloroformo que contenia el estandar interno y de esta solucién se
tomd una alicuota de 0.5 microlifros, que se inyectason al cromatografo (se realizaron 3
inyecciones por cada muestra). Se identific el piquerol A, tomando como referencia, el tiempo de
refencion referido a la sefial originada con el estandar (Tr = 5.0).

El procedimiento de extraccién y deteccién del piguerol A también se realizé a toda la biomasa
obienida (callo, estructuras globulares y rafces pilosas) generada en todos Jos experimentos.

Finalmente, en una de las muestras para obtener la curva de crecimiento de células en suspensién
se observaron pequefios cristales. A ésta muestra sin purificar se le hizo cromatograffa preparativa
(CCF) para separar los cristales de piquerol A. La placa (5i02) de 10 x 4 cm , se colocd en una
carara de elucidn que contenfa 8:2 Acctato de etilo : hexano. E! revelado de la placa se realizé
asperjando sobre clla (solo en 1a parte lateral izquierda) una soluccién de sulfato cérico (CeS04 ).
La extraccidn de la parte correspondiente al piguerol A (de acuerdv a su Rf) se realizé con CHCI3
gue al evapararjo di6 lugar a Ja formacion de cristales (6 mg) que permiti6 jdentificar el piquerol
Apor I HRMN,
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4.9. Andlisis estadistico de los dafos,

Para ¢l andlisis se wilizo ef paquete estadistico SPSS -PC y b captura de datos se realizd con ¢l
procesador de palabras WordStar (versién 6.0).

EnJos difereates diserios experinientales se determinicon los parimetros estadisticos bisicos:

La media, la varanza y Ia desviacion estdndar y se vealizaron diferentes métodos de andlisis de
varianza para obtener una comparacion estadfstica entee dos o mis tratamientos los cuales fueran
asignados aleatoriamente en cada experimento para confinmar o refutar la hipotesis de la no
diferencia entre sus medias.

Para definir formalmente las respuestas preliminares se efeetuaron pruebas de homogeneidad de la
varianza para detenninar e} efecto de repeticiones en los experimentos realizados. Estas
indicanron que fueron las adecuadas por experimento. Esto nos permitié realizar Jos andlisis de
varianza para analizar el eiecto del tipo de material vegeral, reguladores de. crecimiento y su
concentracion, asf como las condiciones de cultivo sobre 13 praduccidn de biomasa y piquerol A.
Al detectar diferencias significatinas entre watamientos se efectué wna praeba de comparaciones
mfnimas de Duncan para determinar e} mejor tratamiento de cada experimento.

Los andlisis de varianea probados fueron:

a). Disefio Completamente Aleatorio. - Este es Ia forma mds simple del audlisis de varianzo ¢
implfca e estudio de una variable dependiente por medio de une variable independiente.
El modelo esta representado por la siguiente ecuacion matendticn:

Xij = u 4 G+
En donde: u es 1a media global del experimento o poblacional, ti ¢s un pardmetro Gnico para e (-

ésimo tratamiento llamado el efecto de! tratamicnto y Eijes un componente del error aleatorio.
Cuando i = I hasta i = t niimero de traluientos y j= 1. hasta j = r ndmero de repecianes.

b). Diseito en Blogues. - Este permite reducir el error experimental en los casos en donde la
aleatorizacitn es restringida para una de las variahies estudiadas. Asf la variable que puede afectar
los resultados experimentales se separa en blogues y dentro de cada bloque se distribuyen al azar
los tratamientos a estudiar.

El modelo esta representado de la siguiente forma:

Xii=u+r1i+Bj+Ey

En donde: u es media del experimento, t es efecto de tratamientos, B es efecto de blogues, E,
efecto del error experimental. Cuando y = | hasta y = t mimero de tratamientos y j = | hastaj=r
mimero de repeticiones,
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¢) Cuadrado Latino, 1n este disenio L aleatonizacion de fas muestrag esta restriingida debido a que
seagrapan en colomnas y renglones. Este diseiio controla das tnenies de varscion ademis del
efecto de tratunientos. Presenta Ta desventajia que el nimery de colnmnas, renglones y
rratamicntos deben de ser ipuales en un diseiio bafanceado.

En jos disenos desbalanceados se estudian mds de dos fuentes de vartacion con el fin de conacer ¢l
electo de todas Jas variables en forma integrada. LEn si s una combinacion de dos sistemas de
hlogues.

B modelo para el andlisis de varianza se estima de la siguiente forn:
I I3
X=U414+84 Y+

En donde @ w es la media del experimeto, tes el efecto de tratamientos, B es el electo de renglones,
Y el efecto de columnas y E el efecto del error.

d) Biseiio factorial con interacciones (dobles, wiples y cundruples). s un disefio que pennite
estudiar el efecta de dos o mds variables de manera independiente y €n wdas sus posibles
combinaciones, s decir estidia al mismo tiempe el efecto de cada variable por separadu y todas
las interacciones entre las variables estudiadas, pero sole se debe interpretar aquellas que presente
un significado real.

Existen dos mancras de expresar el disefio {aciorial:

1.2 x 2 Significa un factorial con dos factores y cada faclor a dos niveles.

2.2 ? El exponente indica que son dos factores y la base indica que cada faclor sc estudia a dos
niveles.

Estos modelos se wiilizaron para determinar si la variable independiente presesita o no un efecto
significmivo sobre fa respuesta evaluada y se puede concluir si el efecto de la variable
independiente es: Significativo (*), si a = 5 %, allamente significativo (**),sia =1 % o no
significativo (N.S.). En funcién de la hipétesis de no diferencia y refutada si:

Festimda > F a,k-1/N-k

en donde F a k-1/N-k es ¢l punto de porcentaje de la distribucién F, con el nivel de confianza alfa
y la relacién entre k-1 grados de libertad y N-k grados de libertad.

Para cada uno de los disefios experimzntales se le realizé la “Prueba de homogeneidad de la
varianza de Bartlett.” La cual es una determinacién de la variabilidad en las observaciones a través
de un andlisis de varianza y cs una relacién algebraica, por lo que se requiere comprobar que la
suposicion ;

Yi =uttitFa,

es vilida; de ser asf, entonces el procedimienta para el andlisis de la varianza es una prueba exacta
de la hipdtesis de no diferencia entre las medias de los tratamientos. Sin embargo, en Ia préctica tal
suposicién no siempre se mantiene con exactitnd, por lo que la validez del modelo debe ser
evaluada mediante pruebas denominadas exigencias del andlisis de la varianza. La mds importante
de ellas es la homogencidad, que expresa la iguadad de la varianza en todos los (ratamientos,
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La prueha de Bartletf, involucra elementos estadisticos cuya distribucion muestral est
estrechanminete relacionada can la distribucion de X2 con n-1 grados de libertad, cuando Jas n
muestras aleatorias pravienen de poblaciones normales independientes y se expresa por:

Sp= (- DS/ N-a

Donde Si2es la varianza muestral de la poblicidn de Lui-ésima.

N es el nimera de todas las muestras

a es el niimero de tartamicntos

nes el nidmero de repeticiones

p es proporcional a las diferencias entre las Si2 | pero s cero cnando todas Jas $i2 son iguales, por
lo tanto, la hipdtesis de no homogencidad no serd refutada cuando

X205 X1

X2, u-1 es el punto de Ja probabilidad de la distribucién X2 con un nivel de confianza a y a-1
grados de libertad

Prueba de comparacién multiple de Duncan

Es una prueba para determinar el mejor tratamicnto despues de haber detectado cn el andlisis de
varianza diferencias significativas entre los tratamientos. Las comparaciones se realizan entre
todas las medias, considerando que las medias se arreglan en orden crecicnte.

Esta prueba es la mds empleada dentro de las disponibles porque wtiliza diferentes rangos para
cada comparacién dependiendo del espaciamienco que existe entre las medias a comparar. Es la
prueba mds exigente porpue utiliza valores de Q mds pequefios

En el andlisis de datos las variables consideradas fueron aquellas que favorecieron el crecimiento
celular {' produccién del metabolito, como son : Peso fresco de la biomasa y cuantificacién del
piquerol A, bajo Ias condiciones de cultivo que les dieron origen explante, callo, estructuras
globulares, medio de cultivo, condiciones anibientales de cultivo (fotoperiodo y oscuridad),
cinelina y auxfia y su concentracion (0 a 3 mg/l) de cada uno de los (ratamientos en
experimentacién (Anexo I1).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1 Efecto de las condicianes fisicas y quimicas de cultive en la induecion de biomusa
para ka produccion de piquerol A.

Inicialmente se estudié el efecto sobre Ja induccion de callo y la produccnion de piquerol A de fa
concentracion de los reguladores de crecimiento 2,4-Dy K 7 (1, 2 y 3 mg/l, solas y en sus
posibles cambinaciones), el medio de cultivo (MS) y lis condiciones ambicentales de collivo
(fotoperfudo y oscuridad), sobre tres explantes (hoja, entrenudo y secciones de raiz).

Las tablas 6, 7 y 8, muestran los resuitados de Ja induccion in vitro de cada uno de los explintes de
fa planta P. rrinervia Cav cultivados en medio MS adicionado de la combinacion de los
reguladores de crecimiento en concentraciones de 0 a 3 ing/i en un tiempo de observacién enire 2
a4 meses.

Enla tabla 6 y en la figura 3, se presentan la respuesta morfogénetica de los entrenudos, Jos cuales
fueron cultivados en medio MS adicionado de los reguladores de crecimiento 24-D y K en
concentraciones de 0 a 3 mg/l. Ahf mismo se observa que en los iratamientos suplementados con
cinetina sola no hubo formacion de estructuras globulares, en cambio tuvo Jugar la formacion de
callo con un porcentaje promedio de proliferacion det 88 % en condiciones de fotoperfodo y 72.6
% en oscuridad, a 1a vez se present6 ¢l desarrolio de pldntulas (figuras 3a y 3b), en condiciones
ambientales de fotoperiodo. En los tratamientos donde se us6 la combinacion auxina/citocinina se
ariginaron estructuras globulares (figura 4) con un porcentaje de proliferaccién promedio de 74.75
% en fotoperiodo y 63.25 % en oscuridad como se muiestra en ta tabla 7. Toda la biomasa (calloy
estructuras globulares) originada por los explantes de entrenudo se vié afectada por oxidacién y
consecuentemente su crecimiento.

Los problemas de oxidacion son frecuentes en cultivos de tejidos in vitro de vegetales dado que al
ser disectada 1a planta existe un desprendimiento de compuestos fenélicos y estos compuestos en
exceso afectan la diferenciacién celular del tejido. Tambien se menciona que los compuestos
inductores de la diferenciacién celular, como son los reguladores del crecimiento en ocusiones
favorecen la sintesis de estos compuestos y como consecuencia son perjudiciales para las células
del tejido vegetal. Existen reportes de que ¢l 2,4-D favorece la produccidn de compuestos
fendlicos en cultivos in vitro ¢ interviene en Ia ruta biosintetica ¢ induce la produccién de estas
sustancias (Golenjoswki y col. ,1992),
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TABLA 6

FIRCTO DITLOS REGULADORES DE CRECIMIENTO Y ST

CONCENTRACION SOBRE LA PRODUCCION DE BIOMASA

(CALLO Y ESTRUCTURAS GLOBULARES ) DEL EXPLANTE ENTRENUDO
__DE PIQUERIA TRINERVIA CAV., CULTIVADAS IN VITRQ, EN MEDIO MS

TRATAMIENTO (my/1) FOTOPLERIODO OSCURIDAD

K 24D %Y | PROLIFERACION | %' | PROLIFERACION

DE BIOMASA 2 DE BIOMASA2

0 0 100 Est. globulares + 100 Est. globulares +

0 I 100 | Est. globulares + 04 Est. plobulares +

0 2 92 Est. globulares + 68 Est. globulares +

0 3 96 Est. globujares + 60 Est. plobulares +

1 0¥ 84 Callo +++ 68 Callo +++

| ] 84 Est. globulares + 72 Est. globulires ++

I 2 84 Est. globulares + 76 Est. globulares +

| 3 76 Est. globulares + 76 Est. globulares +

2 0* 88 Callo +++ 76 Callo +++

2 | 100 [ Est. plobulres ++ 76 Est. plobulres ++

2 2 80 Est. globulares + 72 Est. globulares +

2 3 100 Est. globulares + 76 Est. globulaies +

3 0* 92 Callo + 88 Callo +

3 1 88 Est. globulares + 100 Est. globulares +

3 2 96 Est. globulares + 100 Est. globulares +

3 3 100 Est. globulares + 72 Est. globulares +

‘Tiempo de observacién : 2 meses.

Condiciones ambientales de cultivo: Fotoperfodo y oscuridad

1 : % de prolifreracion = No.de explantes que originaron respuesta / No.de explantes totales.

2 : Proliferacién de biomasa: +  : Pobre (< 500 mg. Pf.)

++ : Moderada (500 - 1000 mg. Pf.)

+44

* : Regeneracién de pldntulas.

: Buena (> 1000 mg. Py
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FIGURA 3. RESPUESTA MORFOGEWETICA DE LOS EXPLANTES DE ENTRENUDO DE
P. trinervia Cav., CULTIVADOS EN MEDIO MS ADICIONADO DE
K Y 2,4-D EN CONCENTRACIONES DE 0 A 3 mg/l.
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a) 4 pewznag b) 6 semanas ¢) 8 semanas

FIG, 3a. VESPIESTA MOXFOGENETICA DE P, TRINERVIA GAVL . A PARTIR nv
EXPLANTES DE ENTRENUDO CULTIVADAS EN MEDYO M5, ADICIONADO NE
I omg/l de K.

a) 1 semana b) 2 semanas ¢) 4 semanas

FIG. 3b. DESARROLLO DEL CALLO A PARTIR DE EXPLANTES DE ENTRENUDO EN MEDIO
MS ADICIONADO DE 2 mg/1 DE K EN CONDICIONES AMBIENTALES DE FOTOPERIODO.



FIG. 4. ESTRUCTURAS GLOBULARES DESARROLLADAS POR EL EXPLANTE
HOJA CULTIVADOS EN MEDIO MS ADICIONADO DE LOS REGULA-
DORES DE CRECIMIENTO 2, 4-D, (2 wmg/l) Y K (1 mg/1)
EXPUESTOS EN CONDICIONES AMBIENTALES DE FOTOPERIODO
(8 SEMANAS DE OBSERVACION).



Una respuesta morfogénetica simifar se presentd con los explantes de seeciones de raiz (tabla 7). A
diferencia de que la mayor parte de la biomasa generada por estos explantes fué severamente
afectada por oxidacion tanto en condiciones de fotoperiodo como de oscuridad. Los poreentajes de
proliferacion de callo promedio fué de 89.3 % en fatoperiodo y 72.0 % en oscuridad, los callos
generadas eran de apariencia compacta con una coloracion amaritla ascura y de lento crecimicnto
y confonne pasd el tiempo se observd que 1a biomasa (catlo y estructuras globulares) se oxidaban
mils aceleradamente sin registrar ya un crecimiento en un tiempo de observacion de 4 meses, por
{o tanto despuds de este perfoda se reatizd fa extraceidn y cuanilicacion de piquerol A.

TABLA 7
[EFECTO DE TOS KiSGULADORES DE CRECIMIENTO Y ST CONCENTRACION
SOBRE LA PRODUCCION DL BIOMASA (CALLO Y ESTRUCTURAS
GLOBULARES) DEL EXPLANTE DI SECCIONES DE RAVZ DE Pigueria irinervia
Cav., CULTIVADOS IN VITRO EN MEDIO MS.
TRATAMIENTO (mp/) FOTOPERIODO " OSCURIDAD
K 24D % T |1 PROLIFERACION | % T T PROLIFERACION
DE BIOMASA 2 DE BIOMASA 2

0 0 0 Est. globulares - 0 Est. plobulares -

0 | 100 Est. globulares + 100 Est. globulares -

0 2 100 Est, globulares + 100 Est. globulares 4

0 3 96 Est. plobulares + 76 Lst. plobulares -

1 0¥ 96 Callo ++4 68 Callo ++

1 ] 92 Est. globulares + 76 Est. globulares +

1 2 92 Est. globulares + 72 Est. globulares +

1 3 96 Est. globulares 4+ 76 Est. globulares 4

2 0* 92 Callo 44+ 16 Callo ++

2 ! 84 Est. globulres ++ 76 Est. globulres 4+

2 2 88 Est. globulares + 100 Est. globulares 4

2 3 84 Est. globulares -+ 04 Est. globulares +

3 0¥ 80 Callo + 72 Callo ++

3 1 92 Est. globulares + 100 Est. globulares +

3 2 100 Est. globulares 4 100 Est. globulares +

3 3 92 Est. globulares + 100 Est, globulares +

Tiempo de observacién : 4 meses.
! : % de prolifreracién = No.de explantes que originaron respuesta / No.de explantes totales.

2 : Proliferacién de biomasa: - :Nula,
+ : Pobre (< 300 mg. Pf.)
++ : Moderada (300 - 500 mg,. Pf.)
+++ : Buena (500 A 800 mg. Pf.)
* : Formacion de callo,
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L tabla 8 muestra fos resultados morfogenéticos obtenidos para los explantes de hojas cultivados
en medio MS adicionado de los reguladores de ercimiento 2,4-D v K en concentraciones de 0 a 3
mg/l, después de 2 meses de observacion, en todos Jos tratamientos probados hubo ta formacion de
estructuras globukares definidas con un porcentaje de proliteracian pronedio de 67.2 % en
condiciones de fotoperiodo y 45.7 % en oscuridad.

Estas estracturas sugerfan que se trataha de callo embriogénico (embriones soniticos) por lo que
se tomo la decision de utilizay la hiomasa para la vealizacion de otros experimentos cuya finalidad
fué Ja de inducir la embriogénesis samdtica que es un via alterna para la produccidn a gran escata
de ta planta y por consiguiente la det metabolito sin afectar fas poblaciones silvesties.

TABLA 8

S EFECTO DE 1.OS REGULADORES DE CRECIMIENTO YSU ™
CONCENTRACION SOBRE LA PRODUCCION DE BIOMASA
(ESTRUCTURAS GLOBULARES ) DEL, EXPLANTE HOJAS (JOVENES)

DE PIQUERIA TRINERVIA CAV., CULTIVADAS IN VITRO, EN MEDIO MS

T TRATAMIENTO tmglh) FOTOPERIODO OSCURIDAD ‘

K 24-D % 1| PROLIFERACIONDE | % T | PROLIFERACION
BIOMASA2 DE BIOMASA 2

0 0 4 Est. globulares + [{] Est. globulares -

0 1 0 Est. globulares - 0 Est. globulares -

0 2 0 Est, globulares - 0 Est, globulares -

0 3 0 Est. globulares - 0 Est. globulares -

] 0 84 Esi, plobulares ++ 32 Est, plobulares ++

] 1 96 Est. globulares 44 32 Est, globulares ++

] 2 92 Est. globulares ++ 72 Est, plobulares ++

I 3 92 Est. globulares ++ 72 1 Esl. globulares ++

2 0 92 Est. plobulares ++ 64 Est. globulares ++

2 I 88 Est. globuires + 64 Est. globulres +

2 2 88 Est. globulares + o4 Est. globulares +

2 3 84 Est. globulares -+ 64 Est. globulares +

3 0 88 Est. globulares ++ 04 Est, plobulares ++

3 l 88 Est. globulares + 64 Est, globulares +

3 2 88 Est. globulares + 64 Est. globulares +

3 3 92 Est. globulares ++ 76 Est. globulares ++

Tiempo de observacidn : 2 meses.
1: % Profiferacién : No. de explantes que originaron respuesta/ No. de explantes totales.

2 : Proliferacion de biomasa :

- :Nula,

+ : Pobre (< 500 mg Pf.)

4+ Moderada (500 - 1000 mg, Pf.
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En base a los resultados presentados en las tablas 6 y 7, la induccidn de callo y su proliferacion fué
mds estable al emplear entrenudos cultivados en medio MS adicionado de 2 y 3 mg/l de K
expuestos en fotoperiodo y oscuridad. El callo obtenido de estos tratamientos fué de apariencia
disgregable con una coloracion amarilla verdosa transiucida con un vapido crecimiento (fig. 5).

Por otro Iado hay que mencionar que Jos callos obienidos o partir de los explantes de entrenudo y
de secciones de rafz sintetizabin piquerol A en una cantidad cansiderable pues era detectable por
TLC (Ancxo 1V). A diferencia de las estructuras globulares obtenidas en donde solo en algunos
tratamientos se detectd piqueral A.

Los primeros resultados se muestran en 1a tabla 9 cuyo anilisis de variapza mostré un cfecto
significativo para todas lus variables consideradas. Ademds de presentar homogeneidad de la
varianza presenté para repeticiones diferencias altamente significativas,

La produccién de bionasa no se vidé afectada al interactuar los tres tipos de explantes con las
condiciones ambientales, ocurrid lo misimo al interactuar fa variable que involucra a los explantes
con la cinetina, Sin embargo el efecta de las auxinas al interactuar con los tres explantes presentd
diferencias altamente significativas (tabla 9). Las condiciones ambientales no tuvieron efecto de
interaccidn en presencia de ambos reguladores de crecimiento. Pero Tn accién combinada de
ambos reguladores de crecimiento mostraron altos niveles de significancia, no obstante en la
interaccion entre ¢l tipo de explante, las condiciones ambientales y los reguladores de crecimiento
no fué importante y no presentd difereancias significativas a diferencia del efecto de interaccion
entre Jos tres tipos de explante y ambos reguladores de crecimiento en donde mostrd diferencias
altamente significativas.

En vista de lo anterior se procedié a realizar un andlisis de diferencia minfima significativa
utilizando Ia prueba de Duncan (tabla 9-A). Esta mostré que en concentraciones de 0, 1y 2 mg/l
de K y en los tratamientos con | mg/l de 2,4-D, empleando como fuente de material vegetal los
entrenudos es donde se registrd la mayor produccién de biomasa (callo y estructuras globulares) Ia
cual fue de 3713.34 mg. el cual incluso se presenté en un grupo aislado (tabla 9-A).
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FIG. 5. CALLO DESARROLLADO POR EL EXPLANTE ENTRENUDO, CULTIVADO
EN MEDIO MS ADICIONADO DE 3 mg/l DE K, EXPUESTOS EN
FOTOPERIODO (7 MESES DE OBSERVACION).



TABLA 9

Anilisis de vasianza para determinar el efecto de 3 tipos de explantes (hojas, entrenido y raiz),
2 comdiciones  ambientales de cultivo (fotoperiodo y oscuridad), reguladores de erecimiento
(K, 2.4-D) y su concentracién (0 a 3 mg/ ) sobre Ia produccion de biomasa.

FACTORIAL EN BLOQUES CON INTERACCIONES TRIPLES

Fuente de rados | Suma de* Cuadrado- | .+ F- 0 F 7 Tablas.
.. Variacién. ) : .-+ Ciadrados . Medio: . -| : Calculada Gk
Tipo d:}explame 2 66015024.00 [ 33007512.00 | 38.17838 [3.02-4.76 **

VD)

Cond.Amb.(V2) 1 4742085.554 | 4742085.554 | 5484968 ]3.86-6.70 *
Cinetina (V3) 3 17893049.95 1 5964349983 | 6.898709 12.62-3.85 **
Auxina (V4) 3 27938365.52 | 9312788.507 | 10.771706 ]2.62-385 **
che{jci)oncs 4 159401103.3 | 39850275.81 46.09312 [239-3.56 **

(V5
Interacciones
VIixV2 2 1818156.911 909078.456 1.051492 [3.02-4.76 N. S
~VIxV3 6 6348330,008 | 1058055.035 | 1.223807 |2.12-2.85 N.S

V1x V4 6 37945330,095 | 6324221.683 | 7.314958 |2.12-2.85 **

Vix V3 3 3381201.424 | 1127067.14] 1.303631 }2.62-385 N.S

V2x V4 3 2271718.913 757239.638 0.875867 [2.62-3.85 NS

V3ix V4 9 36743847.641 | 4082649.738 | 4.722227 {1.90-246 **

VixV2xV3 6 7233689.083 | 1205614.847 1 1394483 12.12-2.85 N.S
VIxV2xV4 6 7376372.561 | 12293954271 1.421989 [2.12-2.85 N.S
VIxVix V4 18 40306975.690 | 2239276.427 | 2.590076 [1.60-192 **
V2xV3ix V4 9 7122736.182 | 791415.131 0.915396 11.90-246 NS
Error 398 | 344094980.368 | 864560.252
Total 479 770632967 4

¥ significatvo al 5 %

* * Altamente significativo al 1 %
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TABLA 9-A

Prucha de Duncan del andlisis de varianza para de terminay el efecto de la - interaceion entre los
3 tipos de explantes (hojas, entremida y raiz), la combinacion de los reguladores de evecinento
(K, 2.4-D) y su concentracion (0 a 3 mgfl ) sobre 1a praduccion de hiomasa,

Tratamicitos “TMedias (mg) | clasificacian *

Bxplante | Conc, 24-D.[ ~ Cone. de X'} Froauceidn de biomasa ] ™ Grupos de medias |
se¢ de ruiz 0 mg/l 0 mg/l N0 Al ]

hojit Tmg/l 0mgll 1620 Al b T
eptrentido 3 my/l “Omgl 667.33 a bl ]

hoja O mg/l 2 mg/l 920.19 alblctd ]
sec de rafz | 0 wp/l 2 g/l 111280 a[blcidlce]
entrenudo I mg/l 2 mg/l 14:16.79 a{bleldlel
entienudo 1np/l 3 opii 164165 blectdlel |
curenudo | Omed | 3mpil 2139.92 cldlel
entrenudo 0 mg/l 1 mp/l 235271 dle f’j
entrenudo I mg/ 0 mg/l 2531.7) 4o telt
entrenudo 0 mg/t 2 mp/l 3713.34 f

¥ Las {iterales significan la clasificacidn entre los grupos de medias

El andlisis de varianza (disefio factorial aleatorio con interacciones cuadruples) que se muesira en
Ia tabla 10 para analizar cf efecto las condiciones de cultivo sobre 1a produccion de piquerol A
indicd que con respecto a los tres tipos de explanies se presentaron diferencias sigmficativas y
alamenie significativas en la evaluacion de las condiciones ambientales y para la cocentracién de
la K. En Ia evaluacién de la concentracién de auxina no presentd diferencias significativas,

En la tabla 10 también se observan diferencias significativas en Ia interaccién entre el material
vegetal con las condiciones de cultivo y en la interaccién con la concentracién de fa auxina, La
interaccién entre el tipo de explante con respeato a la concentracién de la K inostraron niveles
altamente significativos, lo mismo se presentd en la interaccién de Jas condiciones de cultivo con
respecto # In concentracién de K. Pero en la interaccién de las condiciones de cultivo con la
concentracidn de la auxina no se presentaron diferencias significativas, lo mismo ocurre en la
interaccidn de las concentraciones de ambos reguladores de crecimiento, Cuando se practican
inkeracciones triples con las variables involucradas se observan niveles altamente significativos en
la interaccién entre el tipo de explante, las condiciones de cultivo y la concentracién de la K, s
presentan diferencias significativas en la interaccién que implica el tipo de explante, la
cocentracion de 2,4-D con la concentracién de K. En la interaccion de las 4 variables implicadas
enel andlisis no muestran niveles significativos.

Para establecer con precisidn ¢l efecto de las condiciones de cultivo sobre Ia produccién de
piaquerol A se practicé la prucba de Duncan a las variables que muestran niveles altamente
significativos y significativos.
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La tabla 10-A presenta la prueba de Duncan para la interaceién triple entre ¢l tipo de explante, las
condiciones de cultivo y la concentracion de la citocinina, Esta prueba nostrd que en los
tratamientos donde se wilizd como explante secejones de entrenudo y fa cancentracion de 3 wg/l
de K en condiciones de fotoperiodo Tue el tratamientos que registrard una mayor produceion del
metabolito (0.34 mp/ng PN, el cual incluso forma un solo grupo claramente diferente
estadisticamente del resto, Hay que recordar que en estas condiciones de cultivo a respuesta
morfogenética obtenicda fué callo friable de buenas caracteristicas (tabla 6).

Laabla 10-B presenta fa pricba de Duncan que ivolucra k interaceion entre el tipo de explante y
las concentraciones de K con Ta auxina: Esta mostrd que en los tratamientos donde se utilizo como
explante secciones de entrenudo y ka combivacidn de 3 mg/l de Ky 1 mg/l de 2,4-D forma un
grupo con una cantidad del metabolito de 0.27 mg/mg PL Sin embargo una vez mids el mejor
tratamiento fue con 3 mg/l de K y su produceidn de piquerol A fue de 0.42 mpg/mg P, este forma
un solo grupo diferente al resto (tabla 10-B).

TABLA 10
Andlisis de varianza para determinar el efecto de 3 tipos de explantes (hojas, entrenudo y raiz),
2 condiciones ambientales de cultivo (fotoperiodo y oscuridad), reguladares de crecimiento

(K, 2,4-D) y su concentracién (0 a 3 mg/ ) sobre la produccién de piquerol A,

FACTORIAL ALEATORIO CON INTERACCIONES CUADRUPLES

_++ Fuente de cuadrado F - Tablas
*Variaeién . it ) S %V %
Materiales (V1) 2 219 110 4544 13.02-476 *
Cond. Amb,(V2) ] .165 165 6.830 386-670 **
Cinetina (V3) 3 333 B 4.602 2.02-385 **
Auxina (V4) 3 410 037 1.523 2,62-385 NS
Interacciones
VIix V2 2 158 079 3.2806 3.02-476 %
VixV3 6 .504 .084 3.480 2.12-285 *¥
VIxV4 6 A07 068 2811 2.12-2.85 ¥
V2x V3 3 316 105 4.372 2.02-3.85 **
V2x V4 3 .061 020 0.848 2.62-385 NS
VIixV4 9 283 031 1.304 1.90-2.46  N.S
VIxV2xV3 6 A85 081 3.350 2.12-285 **
VixV2x V4 6 291 050 2.053 2.12-2.85 NS
VIixV3IixV4 18 19 040 1.650 1.60-192 *
V2ZxV3ixV4 9 268 .030 1.236 1.90-2.46 NS
VI V2 Vi'V4 18 684 038 1.576 1,60-192 " NS
Error, 384 9.259 .024
Total 419 14.268 .030
*significativoal 5 % ** Altamente significativo al 1% N.S No significativo
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TABLA 10-A

Prucba de Duncan para evaliar el efecto de la interaceion entre el tipo de explante, condiciones
ambicntales de cultivo y la concentracion de la K sobre la produccion de piguerol A.

“Tratamientos

Medias

Prod. Piquerol

Clasificacion ¥

Fxplante

Cone de R ™1

Cond. de Coltivo (mg/mg Pl)
haoja Towoperiodo Ol 00 a
cntrentido oscuridad T'mg/l 001 a
cntrenudo oscuridad T Zmgh X0 ATy T
entrenudo oscuridad Tmgh™ " (X0 a ™
entrenudo fotoperiodo Fmg/l 0.04 ]
" hoja Totoperiodo Zmgh V05 d -
hojat lotoperiodo Imgh 005 A
entrenudo fotoperiodo Jmgll 0.34 5

Prueba de Duncan para evaluar cl cfecto de ja interaccién entre el

* Las literales significan los grupos de imedias

TABLA 10-B

concentracién de Ja K con 2,4-D sobre la produccién de piquerol A.

tipo de explante, la

~Tralamiento

; o E
Fxplante Concde K Conc e 34D | mgmg PT —
enlrenudo Omg/l Omg/l 00 a
entrenudo Tmgll I'mgh 0.0] a
entrenudo 2mg/l O mg/t 0.03 a
entrenudo I'mg/l 0 mg/l 0.6 a
hoja 3mglt 2 mg/t 0.10 a
hoja 2mgil 3 mg/l 0.10 a
entrenudo Imgll I'mgit Q.27 b
entrenudo 3 mgll Omg/l 042 c

* Las literales significan los grupos de medias
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De o expuesta con anterioridad nos dlevan a confirmar que el entrepudo cultivado en medio MS
adicionado de 1y 2 mg/l de K tienen efecto en ta produccion de biomasa y en combinacidn los
reguladores de crecimiento en concentracion de 1 mg/t de 2,4-1 con 3 mg/l de K ejercen un cfecto
en la produceidn de piquerol A (tabla 10-A 'y B). Esto nos indica que tenemos un sistema de dos
fases, una en fa cual es necesaria fa presenccia de Ta citocinina (K) para indueir la diferenciacion
celular y otra en fa que fa cambinacion de Ia concentracion de los reguladores de crecimiento
(2,4-D [ K) y en especial de 1a cinetina siendo ¢sta la que influye en ta praduceidn del ietabolito.
Por Jo tanto hay que sefialur que existen reportes de la literatura en dopde se manifiesta que la
interaceion de ambos reguladores de crecimiento promueven Ia diferenciacion celular y que estos
no actlian por sf safos en los cultivas in vitra de plantas, por lo que es necesivio adicionar la
cantidind optima de ambos veguladores de crecimiento a estos cultivos (Figueiredo y col., 1991).
Sin embargo, existen tejidos los cuales contienen suficiente auxina endégena que puede interactuar
con {a citocining exdgena v viceversa y favorecer la diferenciacion celular como el metabolismo
secundario ( Mantel, 1983 y George and Serrington, 1984). Por otro lado existen sistemas de
cnltivo in vitro para la produceidn de metaholitos secundarios en que primero se estiablecen Jas
condiciones de cultivo que involueran principalmente el medio de cultivo y la concentracion de
reguladores de crecimiento adecuados para inducir I proliferaccién celnlar ¢ incrementar Ja
cantidad de biorasa para posteriormente pasar a otro sistema en otras condiciones de cultivo que
favorezean el metabolismo secundaria

(Vasil, 1987),

Por otro lado, como ya se ha mencionado, los explantes de hoja, entrenudo y secciones de rafz en
presencia de cualquier concentracion de la auxina generaron estructuras globulares bien definidas
semejantes a embriones sonxdticos. Esta respuesta morfogenética (ué mds reproducible en los
explantes de hoja, estas estructuras se subcultivaron en medio MS sin Ja adicién de los reguladores
de crecimiento y con la adicién al medio de cuiltivo de K en concentraciones de 1, 2y 3Img/l de
acuerdo a los tratamientos originales (formando los experimentos 7, 8, 9 y 10, anexo 1) con el fin
de que se expresara la embriogénesis somdtica,

Las estructuras al inicié del subcultivo presentaban una coloracidn violeta en sus puntas que
posteriormente desaparecia dando una coloracion amarilla blanquecina lo que indicaba que
posiblemete se trataba de una sefial la cual nos manifestaba el pricipio de un proceso de iniciacion
meristemdtica sin embargo, en ambos tratamientos al cabo de 12 semanas de observacién las
estructuras globulares meristemdticas se vieron afectadas por el fendémeno de oxidacién y después
de un segundo subcultivo en medio MS adicionado de 4cido ascorbico como antioxidante y en los
tratamientos donde la K se encontraba en una concentracién de | mg/l y en algunos tratamientos
donde no se encontraba presente dichas estructuras dieron lugar a la formacién de raices pilosas
(hairy roots) de forma abundante como se muestra en la figura 6 y en las siguientes 4 semanas de
observacion a partir de éstas se formé callo friable con una coloracién blanquecina y en
proliferacién libre de oxidacién tanto en condiciones de fotoperfodo como de oscuridad. Sin
embargo, después de 2 semanas el callo formado se oxido de forma rédpida y solamente uno de los
tratamientos en medio MS sin reguladores de crecimiento que mostraba estructuras globulares
perfectamente definidas después de 5 meses generé embriones somdticos (figura 7), sin llegar a
desarrollar una planta completa.

Estos resultados concuerdan con los reportes de Saunders y col., (1987) quicnes describen que en
los explantes de Phaseolus vulgaris se identific que’el 2,4-D es un agente que induce la
formacidn de estructuras globulares (preembriones) describiéndolos como formas aberrantes de
cmbriones somidticos, pero a 1a vez inhibe el desarrollo de embriones viables pues al removerlo del
medio en forma gradual no se favorece la formacién de la embriogénesis somdtica. Sin embargo
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Nessler y cal, (1982 y 1989) infarman que las estructuras globulares denominadas coma
meristemoides tienen la capacidad de crecer y diferenciarse, ya sea para Ia formacién de brotes, al
remover la auxina del medio y adicionando I eitacining, o formar embriones somdticos con ¢l
desplazamiento de Ia citocinina del medio de cultivo y que ademds en este paso es donde hay una
alia acumulacidn de alcaloides marfinicos en cultivos en suspension de Papaver somniferium .

Debido a 1o variabilidad morfogenética que se origing de fas estructuras globulares pravenientes
del explantes de hoja acompaiiada del procesa de oxidacian el cual afectd el crecimienio de $a
biontasa en las condiciones de cultivo mencionadas originando en algunos casos que la biomasa
tomara una coloracion café ascuro y su pesa fué disminuyendo por Jo tanto se realizé el andlisis de
extraccidn y deteccidn del metaholito por TLC. Las estructuras globulares oxidadas no sintetizaron
el metabolito. Por lo tanto no se realizé un andlisis de varianza que nos dewcrminara et efecto de las
candiciones de cultivo en la obtencién de biomasa y produccidn de piquerol A,

Los tratamicmtos donde se determing la contidad del metabolita fueron en donde la K sc
¢ncontraba en una concentracidn de 1 mg/l y enun tratamiento donde na se encontraba presente.
La cantidad de piquerol A cuantificada fué 4.4 x 102 mg/mg Pfy 3.2 x 102 mg/mg de Pf y fué
en fa etapit de transforntacidn de raices pilasas a calla, donde se cuantificd el terpeno a diferencia
de lus estructuras globufares, en las cuales no se encontré piquerol A en ninguno de los
tratamicntos.

Cabe hacer mencién que ¢l callo generado de los explantes de hoja era disgregable y en constante
proliferacidn, por lo tunto, se podrfa decir que si se estandariza el sistema del proceso de
transforntacién de estructuras globulares a raices pilosas y de estas a callo controfando la
oxidacién y detectando en que parte del proceso existe una mayor frecuencia de aparicisn de
piquerol A, éste serfa un buen sistema de optimizar [a produceién de piquerol A.

En base a estas respuestas podemos concluirr que las condiciones de cultivo in vitro para la
formacién de callo de P. trinervia Cav., son : Explante entrenudo, medio de cultivo MS,
adicionada de 2 mg/! de K cultivados en condiciones de fotoperiodo la cantidad de biomasa
registrada fue 3713.34 mg Pf (tablas 6 y 9-A) El callo obtenido en estas coudiciones fué de
apariencia disgregable y en continua proliferacién (figura 5). Para la produccién del terpeno es en
medio MS adicionado de 3 mg/l de K, la cantidad de piquerol A fue de 0.345 y 0.42 mg/mp Pf
(tablas 10-A y B) y en la combinacién de | mg/l de 2,4-D y 3 mg/t de K cuantificando una
cantidad de 0.27 mg/mg P{.

En cuanto a Ja formacién de embriones somdticos viables es necesario realizar un estudio mds
profundo de las condiciones de cultivo que los originan y como salen de los objetivos de nuestro
estudio no se le dié ningiin seguimicnto adecuado pero ha sido objeto de estudio del laboratorio.

Para la generacion de pléntulas de los explantes de entrenudo, se Jes dié un seguimiento con la
finalidad de observar si eslas se desarrollaban como plantas completas y poder ofrecer un método
de propagacion in vitro, Estos datos no se muestran en el presente trabajo por considerarlos fuera
de los objetivos propueslos pero tambien ha sido objeto de ¢studio en el laboratorio, sin embargo
si podemos canfirmar que el método de propagacidn ensayado origind plantas vigorosas (figura 8).

A partir de estas respuestas se realizaron una seric de experimentos para establecer las condiciones

de cultivo in vitro de callo, principalmente porque Ia mayor parte de Ja biomasa obtenida estaba
afectada por oxidacién,
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FIGURA 6. RAICES PILOSAS DESARROLLADAS POR ESTRUCTURAS GLOBULARES,
GENERADAS A PARTIR DEL EXPLANTE DE HOJA, ORIGINALMENTE

CULTIVADO EN MEDIO MS + 1 mg/1l K (2 MESES) Y SUBCULTIVADO
EN MS SO0LO (2 MESES DE INCUBACION),



E;sx Ea SRR

FIG. 7. FORMACION DE EMBRIONES DESARROLLADOS POR LAS ESTRUCTURAS GLOBULARES
GENERADOS A PARTIR DEL EXPLANTE DE HOJA, DESARROLLADOS EN MEDIO MS,
SIN LA ADICION DE REGULADORES DE CRECIMIENTO, EXPUESTOS EN FOTOPE-
RIODO (5 MESES DE INCUBACION) .



FIG. 8.

PLANTA DE PRIQUERIA TRINERVIA, OBTENIDA A PARTIR
DEL EXPLANTE ENTRENUDO, CULTIVADO EN MEDIO MS
ADICIONADO DE 2 mg/l DE K. TIEMPO DE INCUBACION
8 MESES.



5.2, Efecto de los medios de cultivo, reguladores de crecimiento y condicianes ambicentales
de cultivo sobre Ia biomasa oxidada generada a partir de los explantes de hoja,
entrenudo y raiz,

Para evitar la oxidacidn de ln blomasa generada de los tratamientos experimentales, inicilmente
se empled deido ascdrbico como antioxidante, el cual no tuvo efecto al exponer I biemasa
oxitlada de los explantes de hoja, entrenudo y raf2 en las condiciones de cultiva que les dieron
origen después de un mes de observacion.

Posteriormente, se empled como antioxidante en ¢l medio de cultivo nordeucina, cuyo poder
como antioxidante fué probado por Bamun and Mayer (1983) quiencs logravon disminuir la
actividad de 1a catecol-oxidasa, enzima promotora de oxidacion en céhilag de Tabaco. En nnestro
caso, despuds de 12 semanas se observa que ésta na ejercid efecto sobre la biomasa oxidada
proveniente de explantes de entrenudo y secciones de rafz caltivados ¢n medio MS. Al mismo
tiempo, parte de esta biomasa se subcultivé en medio KC, considerado como un medio pobre ¢n
nutrientes pues de acuerdo a Phillips y Hershaw (1977), citados por Figueitedo (1990) la
disminucién de nutrientes en ¢} medio reduce Ja sintesis de vormpuestos fenclicos a nivel celular en
cultivas in vitro. Esto ocurre  mediante un mecanismo en e} cual el iejido oxidado inicia un
proceso de adaptacion y de mantenimiento a nivel biosintetico, logrindose en algunos casos una
nueva proliferacidn cellar libre de oxidacidn. Resultados similares han sido descritos pov George
and Serrington (1984) y lo recomiendan para revestir el proceso de oxidacién. Otro méiodo que se
recomienda para evitar la oxidacion es el de incorporar un antioxidante al medio de cubtivo 4 bien
del subrnhivo periddico de Ja biomasa oxidada 6 ¢l de exponer los cultivos vegetales en
condiciones de oscuridad (otal de tal manera que se evita en algunos casos 1a sfntesis de fenoles y
con clo ¢l proceso de oxidacidn de los explantes (Loyola y col., 1995).

Especiffcamente en nuestro caso, parte de la biomasa oxidada (callo y estructuras globulares) de
los explantes de hoja, entrenudo y raiz al ser expuesta en medio MS y KC adicionado de las
conceniraciones hormonales de 0 a 3 mg/l de 2,4-D y K y empleando nor-leucina como
antioxidunte, después de 3 meses de observacién y de haber realizado subcultivos cada 20 dias en
las mismas condiciones de cultivo, no registraron incremento en la diferenciacién de 1a biomasa
oxidada lo que quiere decir que el medio de cultivo y el antioxidante no tuvieron influencia sobre
la diferenciacién celular.

Sin embargo cuando los callos formados por los explantes entrenndo y rafz subcultivados en los
medios de cultivo MS y KC adicionados de 4cido ascorbico como antioxidante, el formado por el
explante entrenudo cultivado en medio MS, se recuperd de la oxidacién después de un cuarto
subcultivo, el cual se realiz6 cada 20 dias generando un callo de apariencia disgregable con una
coloracidn amarilla verdosa translucida (figura 5), pero con un crecimiento lento en comparacién
de Jos callos compactos generados del explante de rafz, subcultivados en medio MS y KC. Estos
callos no se recuperaron de la oxidacién (ffgura 9), a pesar del subcultivo perfodico a un medio
con antioxidante, por lo que se tomé la determinacién de analizar toda la biomasa (callo y
estmgt\}{as globulares) generada por estos tratamientos para detectar y cuantificar la presencia del
metabolito.

En la tabla 11 se presenta el andlisis de varianza (factorial aleatorio) para determinar el efecto de
los medios de cultivo (MS y KC), los 3 tipos de muierial vegetal (hojas, cntrenudo y raiz), 2
condiciones ambientales de cultivo (fotoperiodo y oscuridad), reguladores de crecimiento (K, 2,4-
1) y su concentracion (0 a 3 mg/l ) sobre la produccion de biomasa oxidada, Este mostré que los
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tres tipos de explantes, presentaron diferencias significativas con respecto a la produccién de
biomasa, Los medios de cultivo (MS y KC) mostraron niveles altamente significativos, sin
embargo ta concentracién de los reguladores de crecimiento y las condiciones ambientales no
preseptaron niveles significativos, tampoco se observa que existiera interaccion entre estas
variables evaluadas. Por lo tanto al realizar la prucba de Duncan (tabla 11-A) para observar ¢l
efecta de los tres tipos de explantes sobre 1a produccién de biomasa notamos que con cualquicr
de estos materiales se obtiene ka diferenciacion celular, siendo las hojas las que dieron una mayor
cantidad de biamasa la cual fue de 2233.7294 mg PI (tabla H-A).

Para determinar e efecto de los medios de cultivo sobre la produceidn de biomasa se observaron
de forma directa los valores de las medias (tabia 11-B) debido a que solo tenemos 1 grado de
libertad y no es posible realizar Ia prueba de Duncan para esta variable. Los valores de las medias
indican que el medio MS ¢s el que origing una mejor respuesta en la produccién de biomasa. Esto
nos indica que la biomasa oxidada subcultivada en el medio KC permanecié en un estado de
latencia o sea que al emplear este medio no se dié un proceso de adaptacién de la biomasa ni se
observé un crecimiento de 1a misma por lo cual el medio no tuvo un efecto significativo para
evitar la oxidacién y que ademds el antioxidante (dcido ascorbico) posiblemete tampoco gjercid un
efecto a considerar sobre Ja bioinasa oxidada puesto que si tomamos en cuenta el tiempo durante cl
cual se realizaron los subcultivos realmente no se observé crecimiento de esta. Esto nos conduce i
pensar que el fendémeno de nxidacién es dificil de controlar en la planta P. rinervia en las
condiciones ambientales propucstas.
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TABLA 11

Andlisis de varianza para determinar el efecto de Jos subcultivos de §a biomasa oxidada generada
de los 3 tipos de material (hojas, entrenudo y raiz) sobre Jos medios de cullivo (MS y KC),
adicionados de los reguladores de crecimiento (K, 2,4-D) y su concentracion (0 a 3 mg/l ) en 2
condiciones ambientales de cultivo (foloperiodo y oscuridad), sobre la induccidn de nueva

biomasa.

FACTORIAL ALEATORJO PARA BIOMASA

i Sumade; R F " Tablas
GL. ¥ drado: ‘ o Calevlads -} - 5% 1% -
Malerial veg, 2 22901180.60 11450590.3 34319 302-4776 *
Cond. amb, ] 132.76 132.76 0.00004 386-6.70 N.S
Cinelina 3 686643.36 228881.12 0.0686 2.62-385 N.S
Auxina 3 10955953.72 3651984.57 1.09455 2.62-3.85 N.S
Medio de cul. I 87113685.41 87113685.41 26.1092 380- 670 **
Interacciones
Vix\V2 2 177540.58 88770.29 0.026061 3.02-4.76 N.S
VIixV3 6 244140542 406900.9 0.122 2.12-285 NS
V2x V3 3 2298906.33 766302.11 0.22967 | 2.62-3.85 N.S
V2 x V4 3 45727545 165758.48 0.04968 2.62-3.85 NS
V2x VS5 { 726513.70 726513.7 02177 3.86-670 N.S
V3ix V4 9 !25[42;9.01 1390469,89 0.41674 1.90-2.46 N.S
V3'V5 3 1601783.87 533927.96 0.16003 2.62-385 N.S
Vix V4 6 1812379.60 302063.27 0.09053 2,12-285 N.S
Error 340 |1134414520.235|] 3336513.205
Total 383 1799036328

* significativo al 5

%

** Altamente significativoal 1% N.S No significative

TABLA11-A

Prucba de Duncan para determinar el efecto del subcultivo de la biomasa oxidada generada de los
explantes (hojas, entrenudo y secciones de rafz) sobre Ia induccién de nueva biomasa.

ccciones de ralz A41.946 a
Secciones de entrenudo 1002.6363 b
Secciones de hoja 2233.7294 c

* Las fiterales s

gnifican la clasificacion entre Tos grupos de medias
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TABLA 11-B

Lifecto del medio de cultivo (MS y KC) en la produceidn de biomasa oxidada

Pratamientos ~ . - - ‘Medias
o - Produc, biomasa (mg)
‘MS 223374
RC 1722916

En la tabla 12 se presenta el andlisis de varianza (cuadrado fatino en bloques) para determinar el
efccto que tuvo fa biomasa oxidada generada de 1os 3 tipos de material vegetal (hojas, entrenudo y
raiz), al ser subcultivada en los Jos medios de cultivo (MS y K2), modificados por Ja adicion de
los reguladores de crecimiento (K, 2,4-D) y su concentracion (0 a 3 mg/t ) expuestos en 2
condiciones ambientales de cultivo (fotoperiodo y oscuridad), sobre 1a produecidn de piquerol A,
En esa tabla se observan ceros en 1a colunna que comprende la suma de cuadrados y en la de
cuadrado medio, esto se debe a que el programa estadfstico que se wtilizé para realizar este andlisis
no nos permitié aumentar ef nimero de decimales pero sin embargo realizd todos los calculos
correspondientes para determinar el valor de F calculada y el error. Esto nos permiti6 obtener los
valores de Ia F de tablas (Fa k-1/N-k) a niveles de significancia de 1 y 5 %.

Del andlisis de varianza (cuadrado latino en blogues) para evaluar la produceién de piquerol A de
la biomasa oxidada podemos apreciar que unicamente Ia concentracién de la cinetina presenta
diferencias significativas. Los tres explantes, las condiciones ambientales de cultivo, la
concentracién de la auxina y los medios de cultivo mostraron no tener efecto sobre la produccién
de piguerol A pues no se observan niveles significativos, Para poder determinar especificamente el
tratamiento que origina la mejor respuesta observamos Jos valores de las medias en ja tabla 12-A'y
venios que el tratamiento que contiene 1 mg/l de K es donde se presenta la mayor cantidad del
metabolito yesde 1.1 x 10 -3 mg/mg Pf.

La prueba d¢ Duncan no se realiz6 debido a que no tenemos el valor del cuadrado medio. Por otro
lado hay que mencionar al respecto que en el culivo de células en suspensién de plantas
superiores la oxidacién reprime totalmente a nivel biosfntetico la produccién de metabolitos de
interés (Pierik, 1995). Posiblemente a ello se deba el bajo rendimiento del metabolito presente en
la biomasa oxidada del experimento.
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TABLA 12

Andlisis de varanza para determinar el efecto del subcultivo de Ia biomasa oxidada generada a
partir de Jos 3 tpos de material vegetal (hojas, entrenudo y raiz), en los medios de cultivo (MS y
KC) adicionados de los reguladares de crecimiento (K, 2,4-D) en su concentracion (0 a Imgh).
expuestos en 2 condiciones ambientales de culiivo (fotoperiudo y oscuridad), sobre la produccion
de piquerol A,

CUADRADO LATINO EN BLOQUES

~ Fuentede | Sumade ] Copdrado, | o} F o Tublus
g :‘Ya:ipi;jén .| GL. | Cuadrados _M&:_dio 5% 1%
~Fpode |2 000 0 507 A6
explante N.S
Cond, amb. I (00 000 0.031 3.86 - 6.70
. N.S
Cinetina 3 .000 000 2.930 202-385 *
Auxing 3 000 (K00 0.009 2.62 - 385
N.S
Medio de cul. I 000 000 1.928 3.86 - 6.70
NS
Repeticiones | 47 001 (00 2.173 147-171  *
*
Error 327 003 000
Total 383 004 000
* significativoul 5 % * ¥ Altamente significativo al 1 % N.S No significativo

TABLA 12-A

Efecto de Ja concentracién de la K sobre ta produccion de piquerol A cuantificado
a partir de la biomasa oxidada.

% o
Tmg/l 0.0011
2 mg/l 0.0000
Tmg/ 0.0000
Total 0,0003




5.3, Lfecto de los reguladores de erecimienio y su coneentracion sohre la diferencisgcidon
de callo y produecion de piguerol A,

Para incrementar la proliferacion de callo proveniente de entrenudos, éste se subeultivo en los
siguientes tratamientos;,  cmpleando 2,4-D (0.5 mg/l) y su andlogo 4-CPA (1 y 2 my/l) por
separado y combindndolos con K (1 'y 2 mg/l). Esto se realhizo con el fin de verificar si realmente
era necesaria 1a interaccion de auxing, citocinina para incrementar la prodiferaceion celular o bien
si existia la suficiente auxina enddgena para mantener el desarrollo del calio,

108 resultados se presentan en la tabla 13 y figura J0.

TABLA 13

EFECTO DE LOS REGULADORES DE CRECIMIENTO (2,4-D, 4-CPA ¥V K) SOBRE LA
INDUCCION DE CALLO DX P. irinervia Cav.

Frecuencia - T
Tratamiento de induccidn Asprcto del callo
de calle
Awina | Cinellna -
(mgh) | (mg/)
1} K + Callo verde, Iriable, poco crecimiento tigeramente
1.0) oxidado
[\ K 4+ Calio verde fniable de buen crectmiento, ibre de
2.0) oxidaci6n.
24D 4} ++ Callo friable, crecimiento moderado y ligeramente
(0.5) oxidado
2,4-1) k 44+ Callo Triuble, crechmentoTewto 'y Tigeramente oxidado
0.5) (2.0
4-CPA, k =+ Callo conipacto, escaso y oxidado
(1.0) (2.0
4-CPA k ++ Calln compacto, escaso y oxidado
(2.0) *.0)

Proliferacion de biomasa por frasco (3 repeticiones); +  : Pobre (< 3.0 gr. Pf)
++ :Moderada (3.0 - 4.0 gr. PI.)
+++ :Buena (>4.0 gr. Pf))
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Conto se observa en la tabla 13 ¢l crecimiento del callo se presento en todos Jos tratamientos, sin
embargo en los tratamientos donde existia l cinetina sola es donde hubo un mayor crecimiento de
catlo seguido de Jos tratamientos donde se empled L auxina sola y en la combinacidn de K con
unit concentracion de 2 mg/l 'y 2,4-D en concentracion de 0.5 mg/l., el callo generado fué de
apariencia friable con una coloracidn verde - amarilla y blanco ligeramente oxidado, istos callos
al subcultivacrse siguicron presentndo las mismas caracteristicas. Sin embargo en los
tratamientos donde se empled 4-ZPA (hondlogo del 2,4-D, su efecto como regulador es menor
que ¢l 2,4-D en cultivos in virro) en concentraciones de 1y 2 mg/l combinado con K el callo
presentd lento crecimiento su apariencia era compacta, de color wuarilto a café con oxidacidn,

st0s resuliados nos indican que es posible que existan niveles de auxina endégena en los tejidos
que permite manener el erecimiento activo celular pero que i Ja vez es necesario adicionar auxing
iniciando con niveles de concentracion minimos hasta lograr una interaccién ptima de auxina-
cinetina de manera que se favorezca el crecimiento del callo.

Golenioswki y col., (1992) reportan que el nivel de concentracién de la hormona endogéna es
insuficienie para mantener la diferenciacion celular, por lo que ¢s recomendable la adicion de otro
regulador de crecimicnto, una vez establecido el sistema de induccién de callo de tal manera que
exista un balance hormonal auxina / ¢itocinina y se incremente la proliferacion celular y a Iy vez
promueva fa formacidn del metabolito.

Al realizar el andlisis de varianza para determinar ¢l efecto de 2 tipos de auxina (2,4-D y 4-CPA)
en concentraciones de 0.0, 0.5y 1 mg/l y K en concentracién de | y 2 mgAl y condiciones
ambicentales de cultivo (fotoperiodo y oscuridad) sobre la produccion de callo (tabla 14), sc
encontrd un efecto significativo con respecto a la concentracion de la cinetina a diferencia de las
otras variables evaluadas las cuales no mostraron niveles de significancia. Lo mismo sucede
cuando interactuan las condiciones ambientales con la concentracién de la K y la auxina. Sin
embargo cuando interactuan ambas concentraciones auxina / cinetina se ohserva un efecto
altamente significativo, lo que no se ve cuando hay una interaccién entre la concentracién de la
cinetina con el tipo de auxina o bien la concentracién de la auxina con el tipo de auxina no sc
observan niveles de significancia. Tampoco se detectaron niveles de significancia en las
interacciones triples y cuadruples que evaluan estas variables.

En vista de lo anterior se prdctico una prieha de Duncan Ia cual se presenta en la tabla 14-A para
determinar el efecto concreto de la interaccién de las concentraciones de auxina / cinetina. La
prueba mostré que efectivainente el tratamiento que contiene 1y 2 mg/l de K en ausencia de la
concentracién de la auxina y en la interaccion de la K (1 y 2 mg/1) con 0.5 mg#l de 2.4-D es donde
ejercid un mejor efecto en el crecimiento del callo, con un produccidn de 4056.17 g de Pf.

48



FIG. 10. PROLIFERACION DE CALLO A PARTIR DEL EXPLANTE ENTRENUDO EN MEDIO MS
ADICIONADO DE K (2 mg/1), 2,4=D (0.5 mg/l) Y &-CPA/k (1:2 mg/l)
RESPECTIVAMENTE, EN CONDICIONES DE CULTIVO DE FOTOPERIODO EN UN
MES DE OBSERVACION)



TABLA 14
Anilisis de varianza para determinar el efecto de 2 tipos de auxina (2,4-D y 4-CPA) en 3
conecentraciones (0.0,0.5y 1 mg/l ) y K, su concentracion (1'y 2 mg/l) y condiciones ambicntales
de cultivo (fotoperiodo y oscuridad) sobre la produccidn de biomasa (callo).

FACTORIAL ALEATORIO

~Fuentede - | Grados | Snmade;: | Cuadipdo: oo JE Tablas
. Voriacién.. . | . .de |  Coadrad ada 5% 1%

Cond, Amb.(V]) ) 887838.11 | 8K7838.1] 408-7.31 N.S
Cinetina (V2) _ ] 14922859.03 | 14922859 408 -7.31 ¥
Auxina (V3) | 2 5691065.79 | 1897021.9 408731 NS

Tipo de auxina 1 00 0 0 0 NS
(v4) -
Interacciones
Vix V2 i 893595.13 | 893595.13 38 4.08-731 NS
VIix V3 3 51020.69 1 17006.90 01 2.84-431 NS
VIix V4 0 0 ( 0 0 0 NS
V2x V3 2 27005644.63 | 13502822 5.81 323-518 **
V2. x V4 0 0 0 0 0 0 NS
V3x V4 0 0 0 0 0 0 NS
VixV2x V3 2 60236.32 | 30118.16 .01 3.23-5.18 NS
V] xV2x V4 0 0 0 ] 0 0 NS
VIxV3x V4 0 0 0 0 0 0 NS
V2x V3ix V4 0 0 ] 0 0 0 NS
VI V2 V3 V4 0 0 0 0 0 0 NS
Error 28 05078644.84 ] 2324237.3
Total 41 115169888.9 030 |
*significativo al 5% * * Altamente siguificativo al | % N.S  No significativo



TABLA 14-A

Prucba de Duncan para evaluar el efecto de ta concentracidn de tos reguladores
de crecimiento (K y 2,4-D) sobre Ja produccidn de callo,

Tratamientos aMedms o 1 Clasificacién *

Conc. K (mg/l) Cong, 2,4-D (mg/l) -Praduc; callo (ing) -

2 1.0 0.0 i

| 0.0 498.40 ath

2 2.0 1358.60 Aafbfec

| 1.0 1789.15 bl ¢

1 2.0 2003.43 bl ¢

] 0.5 2146.29 blcld

2 0.5 3096.37 ¢l d

2 0.0 4056.17 d

* Las literales significa Ta clasificacion de los grupos de medins

Ll andlisis de varianza ( factorial aleatorio) para determinar el efecto de 2 tipos de auxina (2,4-Dy
4-CPA) en wres concentraciones (0, 9.5 y | mgh) y K, a dos concentraciones (1 y 2 mg/) y
condiciones ambieatalesde cultivo sobre Ja produccidn de piguerol A, se muestra en Ja tabla 15. El
andlisis mosird que Jas condiciones ambientales, la concentracidn de auxina como el tipo de
auxina y la cinetina no ejercen un efecto directo sobre la produccién del metabolito. Sin embargo
en la interaccidn entre la concentracion de la auxina y la K. si presentaron niveles significativos,
mientras que fas interacciones dobles, triples y cuadruples de las variables evaluadas no mostraron
niveles significativos

Al observar los valores de las medias de forma directa en el andlisis de la interaccidn entre los
niveles de coucentracién de Jos reguladares de crecimiento nos revel§ que con 2 mg/l de Ky en
ausencia de la auxina es donde se obtiene la mayor produccién del metabolito y fué de

1.0 x 10 2 mg/ng Pl (la prueba de Duncan no se realizd debido a que no se tiene el valor del
cuadrado medio).

Esto nos lleva a confirmar que la K juega un pape) importante en la produccién de biomasa y de
piquerol A. Al mismo liempo pensamas que e‘l tejido diferenciado debe tener la suficiente auxina
enddgena que interactda con fa cinetina exdgena para inducir la proliferaccién celular y a la vez
que ya establecida la diferenciacidn celular es necesario adicionar una cantidad dptima de auxina
para que ¢l tejide continue la diferenciacién celular. Este mismo proceso se observé en la
mduccidn de callo de Ambrosia tenuifpolia (Golenioswki y col. 1992) con la variante de que solo
emplearon 2,4-D para inducir la proliferacion celular.
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TABLA 15
Andlisis de varianza para determinar el efecto de 2 tipos de auxina (2,4-D y 4-CPA) en 3
concentraciones (0.0, 0.5 y 1 mg/l) y K. su concentracion (1 y 2 mg/l) y condiciones ambientales
de cultivo (fotaperiodo y oscuridad) sobre ta produceidn piquerol A,

FACTORIAL ALEATORIO PARA PRODUCCION DE PIQUEROL A

“Fuente de |- Grados Sumade | Cuadrado B BB Tablas
cion. 10 .de . | Cuadrados | . Medio ] Calcu b} Yo
toow b Libertad: | - I RSN P
Cond. Amb.(V1) I .00 00 4,20-7.64 N.S
Cineting (V2) ] 00 00 3,78 420-7.64 NS
Auxina (V3) 3 00 .00 2.09 3.34-5,45 N.S
"Tipo auxing (V4) 1) . 0 0 0 0 NS
Interacciones
VixV2 1 00 00 A3 420-7.64 NS
VIx V3 .3 .00 .00 41 2.95-457 N.S
V1 x V4 0 0 0 0 0 0 NS
V2 xV3 2 00 00 457 1334-545 ¢
V2x V4 0 0 0 0 0 0 NS
V3 V4 0 0 0 0 0 0 NS
VIxV2xV3 2 k) 00 0.93 3.34-545 NS
VIx V2x V4 0 0 0 0 00 NS
Vix VixVv4d U 0 0 0 0 0 NS
V2x V3 x V4 0 0 0 0 0 0 NS
VI V2 V3 V4 0 1] 0 0 0 O NS
Error 28 .00 00
Total 41 0004
* significativo al 5 % * * Allamente significativo al | % N.S No siguificativo
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54, Determinacion de ba enrva de crecimiento de callo en medio semi-sdélico,

Las figuras 11y 12 muestran el crecimiento def callo, evaluado como peso fresco y seco, en ¢l
medio MS suplementado con 2 mg/l de K, expuestos en fotoperiodo. En dichas graficas se observa
la fase de adaptacion y crecimiento. La mayor acumulacion de peso fresco se presentd a los 75
dfas sin Hegar a observar claramente la fase de muerte celular. Tambicn se muestran las
caracterfsticas de la cinética de crecimicnto como es la velocidad especifica de crecimiento, el
tiempo de duplicacion celubar y el consumo total de sacarosa en ¢l medio de cultivo (% Fuente de
carbono = Biomasa total en gr/IFuente de carbono suministrada, en gr., Fowler., 1982).

Las caracteristicas del crecimiento celular de Pigueria trinervia Cav., en medio semi-sélido, son
las siguientes:

M = dx/dt . 1/x =M (1/dias) = 0.0459
d =In2/M = 15.10 (dias)
Donde :
*M : Es la velocidad especifica de crecimiento celutar.
dx/dt = crecimiento celular (Pf) con 1especto al tiempo ( en dias).
td : Tiempo de duplicacion (dias).

El consumo de sacarosa al final del crecimiento fué de 8.65 % en un tiempo de 90 dias, la cual es
relativamente poca, comparativamente a otros cultivos. Goleniowski y col. (1990) mencionan que
el consumo de sacarosa esta relacionada con Ia velocidad de crecimiento del cultivo y en optimos
niveles se favorece la acumulacién del metabolito. Sin embargo, Figueiredo y col (1991) en el
cultivo en suspensién de Achillea millefolinm indican que niveles elevados de sacarosa .
disminuyen la velocidad de crecimiento y promueven la formacién de fenoles ¢ inhiben la sfitesis
de metabolitos.

En la figura 13 y 13a se observa un punto a los 45 dias donde hubo una acumulacién mayor del
metabolito cuya produccién fué de 7.2 x 10 *2 mg/mg Pf. Este punto se consideré para evaluar Ja
cinética de crecimiento del cultivo de células en suspensién de P. trinervia y aumentar Ja
produccién de metabolito.

5.4.1. Determinacién de la curva de crecimlento del cultivo de células en suspensidn.

Para obtener un cultivo de células en suspensidn, el callo formado se trasfirié a un medio de
cultivo liquido, el cual nos proveyé un cultivo en suspensién homogéneo, lo que implica que hay
mayor difusién de los nutrientes en ¢l medio, de los reguladores de crecimiento y del contenido de
oxfgeno entre atros factores a considerar, de tal manera que se incremente ¢l crecimiento celular y
por consiguiente fa acumulacién de metabolitos.

El éxito de establecer un cultivo en suspensidn va a depender de la disgregacidn del callo, El callo

empleado para establecer et cultivo en suspensi6n presentaba estas caracterfsticas y se partié de un
inéculo inicial de 2 £ 0.3 gr, cultivados en medio MS adicionado de 2 mg/l de K y en fotoperfodo.
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La figura 14 muestra el crecimiento celular expresada como peso tresco (ing) y se observa que en
fos primeros 10 dias bubo un crecimiento acelerado de la biomasa y T mixima acumulacion de
peso fresco fué entre 60 y 80 dias, sin observarse charamente 1 fase estacionaria. A diferencia de
fat figura 1S, a cual mwestra el peso seco (mp/myg P donde se observa que hubo un crecimiento
acclerado y posieriormente se mantuvo semi-estacionario, posiblemente debido af alta contenido
de agua en fas células, por lo que no se establece claramente su cinética de crecimiento.

Hay que sefalar que el erecimicnta es mds aeelerado en el cultivo en suspensidn, lo que indica que
hay uma mejor adaptacion de las células al sistema en suspensidn. Cabe hacer natar que el cultivo
forma una suspension fina sin la presencia de agregados celutares,

Las earacterfsticas del crecimiento celular de Pigueria trinervia Cav., en el medio liquido son las
siguicntes:

Velocidad especifica de crecimicnto (M) = dx/dt. 1/x = w (1Adias) = 0.0120
Tiempo de duplicacion (td) = 1n 2/M = 57,762 (dias)

La cantidad de sacarosa consumida durante el eultivo en suspensida fué de 21.3 %, a los 100 dias.

Estos resultados muestran que el cultivo es muy lento en su crecimiento en relacidn & otros
cultivos en suspensién donde ¢l tiempo de duplicacidn es mds corto, pero a la vez ¢s comparable
con cultives que crecen a la misma velocidad como se observa en la tabla 16 y se debe
principalmente a fas caracterfsticas del cultivo, como es el volumen def cultivo, In disgregacion
celular, def oxfgeno suministrado, la cantidad de sacarosa entre otros pardmetros principalmente
{(Kreis y Reinhard, 1989).

TABLA 16. COMPARACION DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTQ Y
EL TIEMPO DE DUPLICACION EN CULTIVOS EN SUSPENSION.*

Nicatiana tabacum 0.046
Malus clunmunis . 0.022
Morinda citrifolia 45.0 0.015

Coleus blumei 53.0 0.013
Catharanthus roseus 720 0.010
Digitalis lanaia 120.0 0.006

* Kreis y Reinhard (1989).

De acuerdo a fas figuras 13 y 16, se observa que el contenido de piquerol A fué mayor en el
cultivo en suspeasion de células de P. trinervia Cav y fué de 1.44x10-! mg/mg Pf a los 40 dias a
diferencia del cultivo en medio semi-sélido, 1a cual fué de 7.2x102 mg/mg Pfen 45 dias.
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En cuanto a ki cuantificacion del metabolito, que se excretd al wedio de cultivo (igara 17y 174),
ta mayor cantidad promedio que se registrd fué de 7.8x102 mp/my Pl Esta caracteristica de
excretar el metabolito al medio de cultivo hace que este sca up buen sistema de produceidn pues se
facifitarfa ¢l praceso de recuperacion. Esta no ha sido observado en otros sistemas de cultiva in
vitro debido a que los metabolitos secundarios cn las vacuolas de tas plantas pero sin embargo
existen reportes en Ja literatuya donde se menciona que controlando et ph det medio nutritivo las
céhulas exeretan el metabolito al medio (Loyola y col., 1990)

Finalmente para confirmar la presencia de piguerol A en todos los experimentos reatizados una de
las muestras de los puntos evaluados en a curva de crecimiento del cultivo en suspension
cristalizo espontamecamente, estos cristales fueron purificados por TLC preparativa, obteniendo 6
wg. de cristales a los cuales se les hizo un espectro de THRMN. Los espectros obtenidos se
muestran en la figura 18. El espectro (A) fué hecho con CDClS, al (B) se le afiadi6 1)20 para
intercambiar os protones de fos grupos hidroxitos de fa moléeula por deuterio y establecer que
existen esos grupos -OH * -OD en la molécula, mmbos espectros corresponden a los cristales de la
muestra obtenida in vitro y el espectro (C) corresponde al estandar de piquerol A (cristales puros).
Los espectros A y B sirvieron para identificar que realmente era piquerol A ef que se cuantified en
todas 1as muestras experimentales, ya que se observan tas siguientes seiales en los tres espectros :
6.06 (2H, m, H2 ¢ H3), 5.8 (1H, ), 5.4 (1H, d, H4), 5.27 (2H, d, HT), 4.45 (2H, m, H1Q), 3.6
(14, d, HS), 1.8 (3H, s, H9) ppm, se observa una seiial en 7.3 ppm que corresponde a CDCls.
Ademds se observan unas seiales en los espectros A 'y B que no aparecen en el espectro (C) a 1.3
y 0.85 ppim que se deben a la presencia en mayor proporcién de un hidrocarbure de alto peso
melecular que se obtiene del proceso de separacidn y pusificacidn que se hizo al extracto de las
células en suspensidn con cloroforme y que fué por cromatografia en capa fina preparativa (8i07).
Cabe aclarar que las sefinles correspondientes a la muestra in vifro son muy pequenias y presentan
rvido debido a fa cantidad de la muestra (6.0 mg). Sin embirgo, se observa una total semejanza
con las seiiales con respecto o espectro de una tiwestra estandar de piquerol A puro (40 mg).
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FIG.13 CINETICA DE PRODUCCION DE PIQUEROL A EN CALLO DE P. trinervin EN MEDIO MS CCN 2 mg/t DE K.
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FIG. lé CINETICA DE PRODUCCION DE PIQUEROL A DE CELULAS EN SUSPENSION DE
P. trinervin EN MEDIO MS CON 2 mg/l DE K.
28 % DE SACAROSA CONSUMIDA.
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FIG. 17 CINETICA DE PRODUCCION DE PIQUEROL A EN EL MEDIO DE CULTIVO (MS, 2 mg/l K)
DE CELULAS EN SUSPENSION DE LA PRIMERA TRANSFERENCIA DE CALLO DE P. trincrvia.
28 % DE SACAROSA CONSUMIDA. .
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F1G. lP. COMPARACION DE ESPECTROS DE RESONANCIA MAGNETICA NUGLEAR
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CONCILUSIONES Y PERSPECTIVAS.

De los experimentos realizados y de su andlisis estadistico podemos concluir que s¢
encontraron las condiciones de cultivo para la formacion de callo de P. trinervia Cav., y son :
Explante entrenudo, medio de cultivo MS, adicionado de 2 mg/l de K cultivados en condiciones de
fotoperiodo (2000 lux, 16 hrs luz y 8 hus oscuridad), la cantidad de biomasa registrada fue 3713.34
mg PrL Para la produccién del terpeno es en medio MS adicionado de 2 mg/l de K la cantidad de
piquerol A cuantificada en estas condiciones fue de 1.1 x 10 2y con 3 mg/l fue de K de 0.345 y
0.42 mg/mg Py en la combinacion de | mg/l de 2,4-D y 3 mg/l de K se cuantific6 una cantidad
de 0.27 mg/mg Pf

Los diferentes experimentos realizados en a preseme investigacion demostraron la
importancia que wvo ta Ky su coneentracién sobre la induccion del callo originado a partir de
explantes de entrenudo de fa planta P, trinervia Cav y en fa produccién del metabolito. Los
diseqios experimentales efectuados definieron y conerctaron esta aseveracion.

De acuerdo a las cinélicas de crecimiento, el cultivo de células en suspension
mostré una velocidad de crecimiento mayor que el cultivo de callo en medio seii-sélido, en este
sistema se tuvo una produccién de piquerol A de 7.2 x 10 -2 mg /mg Pf. En ¢l cultivo en
suspensién presenté un mayor contenido del metabolito (1.44 x 10 1 mg /mg Pf), ademds éste ¢y
excretado por las células al medio de cultivo, lo que le hace ser un buen sistema de produccion y el
nyis adecuado para continuar los estudios de obtencidn del metabolito de interés o una escala
mayor.

Otro sistema que se propone para la produccidn de piquerol A es emplear el callo 6
las raices pilosas generadas en el proceso de transformacién de las estructuris globulares formadas
del explante hoja cultivadas en medio MS adicionado de K en concentracién de 0 a 3 mg/i o en
ausencia de los niveles de concentracién en donde se obtuvo 4.4 x 10-2y 3.2 x 10-2 mg/mg Pf de
piquerol A. O bien generar raices pilosas a través de una transformacién genética con la infeccién
de Agrobacterium rhizogenes a la planta o partes de ella, de tal manera que se pueda incrementar
la produccidn del metabolito

Por otro lado si se estandarizard la técnica de embriogénesis somdtica tomando en
cuenta los resultados obtenidos durante el desarrotlo del trabajo, esto gencrarfa una forma de
reproducci6n vegetativa y al ntismo tiempo la posibilidad de generar un método de mejoramiento
genético de la especie y consecuentemente de obtener lincas celulares hiperproductoras del
metabolito ya sea por técnicas tradicionales o de ingenierfa genélica. Ademds esta técnica de
micropropagacion garantizarfa la conservacién de la especie,

Finalente, podemos decir que el modelo generado para P. trinervia Cav cs
factible de Ilevar a cabo para increnmetar la produccién del terpeno basandose en la técnicas de
biotecnologfa vegetal. Aun considerando que Ia planta es silvestre y que no hubo una seleccién de}
material genético de la planta utilizada para el establecimiento de los cultivos lo cual es un
pardmetro importante para establecer un sistema de cultivo in vitro. En el presente trabajo se ha
demostrado que en los diferentes explantes, condiciones de cultivo y concentraciones de los
reguladores de crecimiento el metabolito se esta sintetizando in vitro independientemente de las
respuestas de diferenciacién cejular obtenidas.
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Hay que recalear que el objetive del presente trabajo fue de aprovechar la planta
P. trinerivia Cav lacual es una de Ias plantas silvestres mexicanas mifs estudiadas desde el punto
de vista ftoguimico pues se han purificado y caracterizado varios de sus metabolitos secundarios
(ver figura 2) y sc conuce la actividad bialagica de algunos de cllos principalmente del
monoterpeno piguerol A, al que se le han encontrado diversas atividades biolégicas (ver tubla 1).
Por o tanto su potencial de aplicacién es amplio particularmente en ¢l desirollo de nnevos
agraquimicos, por elto podifa ser una especie cotizada en el mercado. De esta forma con el
presente proyecto se dit inicio a estudios delt apravechamiento integrat de este recurso.

Las perspectivas de este trabajo, se concluyen también de la figura 1, en Ia cual se
plantea la optimizacion del sistema basados en las experimentos preliminares, esta aptimizacidn
incluye las diversas fuentes que influyan en la diterenciacion celular: medio de cultivo,
reguladores de crecimiento, su concentracion, ef explante, las condiciones fisicas de cultivo y
particularmente de atras metodologias como es fa transformacidn genélica, variacion somaclonal,
mutantes inducidos y el uso de elicitores.
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ANEXQO 1

MEDIOS DE CULTIVO

MEDIO MS KC ]
SALES (mg/l) (mg/l)
| MACRONUTRIMENTOS |
NHANO?3 1650.00 -
KNO3 1900.00 2020.00
CaCl2.2H20 440.00 -
MgS04. 71120 370.0¢ 738,00
KIH2P0O4 170.00 272,00
NaH2P04.H20 - .
Ca(NO3)2 - 1000.00
NaNO3 2040,00
(NH4)2504 - 500.00
MICRONUTRIMENTOS
KI 0.830 -
HIBO3 6.20
MnS04.4H20 220
MnS04.H20 -
ZnSO4.H20 8.6 -
Na2Mo04. 2020 0.25 N
CuS04.5H20 0.025 -
CoCI2.6H20 0.025 -
EDTA-sal disodica 37.3 -
FeS04.7H20 27.8 -
Glicina 2.0 -
SACAROSA. 300 25.0
H 5.7 5.8
VITAMINAS
Inosito) 100.00 -
Pindoxina 0.50 0.5
Acido nicotinico 0.50 0.5
Tiamina 0.10 -
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SAL

ANEXO I,

EXPERIMENTOS REALIZADOS PARA ESTABLECER LAS CONDICIONES DL
CULTIVO IN VITRO DE P. TINERVIA CAV'Y LA PRODUCCION DE PIQUEROL A

(STR 1
B

E’bl

DEBK

HU
A BIBLOTEC!

- No, Jfratamiento | Total U.E | - Explante y Medinde | Regulodores |
Experin pol G | tamafode UB b cultivel o ode ]
o rimento | tratamiento | - - o crecitlento
- L o {n .
1 16 80 Hojas Jovenc MS 24D K1 Fotopenodo
explanies 012y3
7 16 §0° ] Hojas Javenes MS 24D K oscundad
explantes 01.2y3
3 16 80 Entrenudo MS 24-D-K'1 Fotoperiodo
S explantes 01,2y3
[ i6 80 Entrenudo MS 24D-K oscuridad
5 explantes 04,2y3
3 6 80 Sec.Rafz MS 24-D-K 1 Totoperiodo
5 explantes 012y3
[} o 80 Sec.Rafz MS 24D-K oscurtdad
5 explantes 0,1,2y3
T 10 80 Biomasa * MS 24D-K | Fotopenodo
lalg 01.2y3
] 16 30 “Biomasa * MS™ 24D K oscunidad
la3g 012y3
9 16 30 Blomasa * MS 24D K| Totoperiode
lalg 012y3
10 16 30 Biomasa * M3 240K oscuridad
lalg 01,2y3
It 16 48 Biomasa***17a MS 2,4-D-K 1 Fotoperiodo
. 0,12y3
12 lo 48 Biomnasa***Ta M 24-D-K oscundud
2g. 0,12y3
13 16 48 Biomasa***[a KC 24-D-K “otopenodo
2. 01,2y3
14 16 43 Biomusa***T a KC 24-D-K oscundad
2. 0 1,2y3
15 1 3 anllg ** MS ninguna Fotopenodo
Og.
16 1 3 Cazl[(()) . MS ninguna oscunidad
.0g.
17 1 3 Callo ** MS k Fotoperiodo
2.0g. 208,
18 T 3 Callo ¥¥ ™S k “oscuridad
2.0g. 208
19 T ~ 3 Cnllo T MS 4-CPA-KT Toloperiodo
2.0g. 20y2.0
20 1 3 Cnllo > MS 4-CPA-K oscuridad
2.0p. 20y20
21 | 3 Callo ** MS 24D Yotopertodo
2.0p. 0.5
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22 | 3 Callo ** MS 24D oscundad
2.0p. 0.5

23 ] 3 Callo ** MS 4-CPA-K|™ Totoperiodo
2.0p. 10 y 2.0

21 | i} Callo ** MS 4-CPA-K oscuridad
2.0g. 1.0 y 20

25 ] 3 Callo ** MS 24D- K TFotoperiodu
2.0g. 0.5- 2.0

26 1 3 Callo ** M5 24-D-K oscundad
2.0, 0.5-2.0

2T 1 48 Callo ** MS k Fotopenodo
2.0p. 20p.

28 1 % Callo ** MS k Fotoperiodo
2.0g. 2.0p.

U.E : Unidad experimental = 1 fraso conteniendo explantes ¢ una cantidad de biomasa (callo y
estructuars globulares).

Tamaiio de U.E. : Nomero de explantes por repeticién (1 {rasco) y cantidad de biomasa expuestos
a lus difrentes condiciones de cultivo.

Condiciones ambientales de cultivo: Fotoperiodo 16 hrs, 2000 lux y 8 hrs oscuridad y oscuridad.

* : Fstructuras globulares desarrolladas por explantes de linjas jovenes (experimentos |y 2). Se
wmé una submuestra de 1 8 3 grs. para observar ¢l desarrollo en parGicular de ésta a csas
condiciones de cullivo (experimenios 7 al 10).

** : (Callo generado del explante entrepudo (experimentos 3 y 4), cuyas condiciones iniciales de
culiivo Jueron: Medio MS adicionado de 2 mg/l de K en fotoperiodo y oscuridad, se tomé una
submuestra de 2.0 grs, originando 3 unidades experitnentales por tratamiento (experinientos 15 al
26).

*+4: Biomasa (estructuras globulares y callo) generada de explantes de secciones de rajz
(experimentos 5 y 6). Se tomé una submuestra de 0.5 a 2 grs originando 48 unidades
experimentales por tratamiento (experimentos 11 al 14).
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