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Resumen.

La presente investigación describe el estudio de la producción de

sesquiterpenos por la adición de un elicitor fúngíco de Aspergillus niger en los

cultivos de células en suspensión de la planta Psacalium peltatum

Psacalium peltatum es una planta medicinal que forma parte del conjunto de

plantas medicinales conocido como complejo matarique. Utilizado para el

tratamiento de diversas enfermedades. La planta fue colectada en el municipio de

la Estanzuela en Pachuca, Hidalgo. México.

Para obtener los compuestos sesquiterpénicos se realizó un fraccionamiento

químico de las raíces de la planta mediante diferentes técnicas cromatográficas.

La naturaleza química de los compuestos obtenidos fue confrrmada a través de

diferentes análisis espectroscópicos, espectrométricos, punto de fusión y Re. Los

sesquiterpenos de los cultivos de callo y de células en suspensión fueron

analizados por cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC).

Los cultivos de callo fueron establecidos a partir de explantes de hojas,

provenientes de plantas aclimatadas en condiciones de invernadero. Los cultivos

de callo obtenidos fueron de color negro y blanco, desarrollados en los medios de

cultivo sólido MSC 1 y MSC2. Ambos medios de cultivo fueron modificados en

función del medio de cultivo base de Murashige y Skoog, 1962 (MS). Adicionados

con 2 mgL-I de ácido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4 D), 0.3 mgL-I de 6­

bencilaminopurina (BAP), 1 mglz! de sulfato de adenina, 100 mgL-¡ de ácido

ascórbico y una mezcla distinta en concentración de vitaminas y aminoácidos

utiliza en el medio de cultivo base MS.

El establecimiento de los cultivos de células en suspensión, se obtuvo con el

callo blanco en el medio de cultivo MSC2. La biomasa máxima del callo blanco en

peso seco fue de 12.7 gL-¡ con un tiempo de duplicación (td) de 9.9 días y una

velocidad específica de crecimiento (11) de 0.07 días-l.
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Los cultivos de células en suspensión se establecieron en matraces de 150

mL con 60 mL de medio MSC2 y con 4 g en peso fresco de callo. Los matraces se

pusieron en un agitador bajo condiciones de obscuridad a una temperatura de

25± 2°C y 100 rpm. El crecimiento del cultivo celular se caracterizó por su peso

seco con inóculos de 1.5 y 10 mL en diferentes tiempos. El medio de cultivo

MSB, favoreció el incremento de biomasa. El medio de cultivo B5 , y la adición del

homogenado fúngíco de Aspergülus niger, favoreció el incremento de

sesquiterpenos.

En conclusión, la adición del homogenado fúngíco de Aspergillus niger a los

cultivos de células en suspensión favoreció el incremento del acetato de maturina

de 0.2407 a 0.810 gL-l en peso seco, no así de la maturinina ni del angelato de 3­

4 dehidro 14-maturinol.
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Summary.

The present research describes the study on sesquiterpene production, by

addition of a homogenate fungíc elicitor of Aspergillus niger in the plant cell

suspension cultures of Psocolium. peltatum

Psacaliuni peltatum is a medicinal plant, that belongs the matarique

complex and use it for treatment different illness. The plant was collected in the

municipio of Estanzuela in Pachuca, Hidalgo, México.

In order to obtain the sesquiterpene compounds was performed a chemical

fractionation of the plant roots usíng different cromatograpíc techniques. The

chemical nature of the compounds obtained was conftrmed through different

spectroscopics and spectrometrics analysis with meltíng point and Re. The

sesquiterpene compounds in the callus and cell suspension cultures was

measured by hígh performance liquid chromatography (HPLC).

The callus culture were obtained from the plant leaves, that was acclimated

in controled greenhouse conditions. The callus culture obtained were black and

white, growíng in MSCl and MSC2 media cultures, modificated from Murashige

and Skoog, 1962 (MS) media culture. MSC 1 and MSC2 cultures were additioned

with 2 mgL-l of 2,4 diclorofenoxiacetic acid (2,4 D), 0.3 mgL-l of 6­

bencilaminopurine (BAP), 1 mgL-l of adenine sulfate, 100 mgL-l of ascorbic acid

and a mixture of vitamines and aminoacids concentration of the MS base media

culture.

The cell suspension culture was obtained with the white callus in the MSC2

media culture. The maximum biomass in dry we íght ofwhite callus was 12.7 gL-l

with duplicating time of 9.9 days and a specific growth speed (11) of 0.07 days-'.

The cell suspension cultures were grown in 150 mL flasks with 60 mL of the

liquid media MSC2 with 4 g of callus. The flasks were shaked in dark conditions

at 25± 2°C and 100 rpm. The growth of cell suspension culture was measured by

13



dry weíght in inocules oí 1.5 and 10 mL at different times. The best cellular

growing was obtained with MSB media culture MSB. The B5 media culture and

the adition oí Aspergillus niger fungíc homogenate were used to obtain a

sesquiterpene production.

In condusion, the addition oí Aspergillus niger fungal homogenate in the cell

suspension cultures enhanced the production oí acetate oí maturin from 0.2407

to 0.810 gL-I dry weíght, but not the maturinine nor the angelate oí 3-4 dehidro

14-maturinol.
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l. Antecedentes.

1.1. Metabolitos secundarios de plantas.

Las plantas presentan una variedad de compuestos químicos que

habitualmente se clasifican en primarios y secundarios. Los metabolitos

primarios son substancias necesarias para los procesos fisiológicos del

metabolismo celular básico e incluyen azúcares, aminoácidos, lípidos y ácidos

nucleícos entre otros, que son acumulados en semillas y órganos vegetativos

(Balandrin y col. , 1985; Wink, 1990; WalIer y col., 2001) .

Los metabolitos secundarios son compuestos derivados del metabolismo

primario, que se pueden dividir en tres grandes grupos: terpenos, fenoles y

compuestos nitrogenados (Figura 1). Los metabolitos secundarios son

reconocidos por no desempeñar un papel esencial en los procesos de fotosíntesis,

respiración, transporte de solutos, translocación y síntesis de proteínas,

asimilación de nutrimentos, formación de carbohidratos, proteínas y lípidos. Sin

embargo desempeñan un papel ecológico fundamental con una amplia

distribución en el reino vegetal y una heterogeneidad química que varía de una

planta a otra. Con vías metabólicas complejas altamente reguladas por un gran

número de enzimas, las cuales presentan reacciones que se activan o inhiben

genéticamente en respuesta a diversos estímulos externos derivados de los

diferentes factores ambientales, como los mecanismos de señalización química en

los diferentes procesos de polinización, comunicación con microorganismos

simbiontes, depredación, competencia, defensa, deshidratación, disponibilidad de

nutrimentos, material de reserva y protección contra los rayos ultravioleta

(Balandrin y col., 1985; Wink, 1990; Eisner y Meinwald, 1995; Turlíngs y col. ,

1995; Stowe y col., 1995; Meinwald y col., 1998, Taiz YZe íger, 2002).

La biosíntesis de los metabolitos secundarios está relacionada con el

proceso de diferenciación vegetal. Sintetizándose principalmente en las raíces

para transportarse en ocasiones a lugares diferentes por el floema o el xilema y

acumulándose en pequeñas cantidades en vacuolas, tricomas glandulares de las
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1990; Banthorpe, 1996; Gershenzon y Kre ís, 1999; Waller y col., 2001) .
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Figura l. Diagrama modificado del origen biosintético de los principales
metabolitos secundarios con interés comercial producidos por plantas (Taiz y
Zeíger, 2002).
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1.1.1. Importancia de los metabolitos secundarios de plantas para la
industria.

Los metabolitos secundartos de las plantas son fuente de consumo en la

industria alimentarta, agrícola y farmacéutica con un costo por gramo supertor a

lo que se obtiene de los metabolitos prtmartos.

Debido a la complejidad estructural que tienen es posible utilizarlos como

prototipos en la síntesis de nuevos farmacos con actividad biológica importante

(Balandrtn y col. , 1985; Moros y col. , 1985) .

Entre los prtncipales metabolitos secundartos de importancia farmacológica,

se encuentran las quinonas con actividad antícancerígena, antibacterial,

antlinflamatorta, antiparasitarta y cicatrizante. Las antocianinas con propiedades

antioxidantes. Los lígnanos como antícancerígenos y antlinflamatortos. Los

flavonoides con propiedades antlinflamatortas, antíalerg énícas, antíhepatotóxicas,

antiulcerantes y antivirales. Los alcaloides con una diversidad de propiedades

biológicas, como antícancerígenos y analgésicos. Así como los terpenos: mono,

sesqui, di, triterpenos, esteroides y cardenólidos que representan el grupo más

abundante en plantas con propiedades medicinales como antimicrobianas y

antlinflamatorias (Harborne, 1991; Banthorpe, 1996; Bruneton, 1999).

1.1.2. Terpenos.

Los terpenos representan el grupo de compuestos más abundantes en las

plantas con un número aproximado de 22,000 estructuras diferentes. Presentan

un origen biosintético a partir de dos rutas independientes de la unidad

precursora isopentenilpirofosfato (IPP): la vía del acetato/mevalonato y la vía del

1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato (DOXP), que es una ruta alternativa del piruvato

(Manitto, 1981; Luckner, 1984; Rohmer y col. , 1993; Eisenreich y col. , 1996;

Gershenzon y Kreis, 1999).
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1.1.3. Biosíntesis de terpenos.

La biosíntesis de los diferentes terpenos sugiere que la vía del mevalonato,

utiliza como sustrato tres moléculas de acetil coenzima A para formar el ácido

mevalónico (AMV) mediante la acción de la enzima hidroxil-metil-glutaril-CoA

reductasa (HMG-CoA reductasa) . La fosforilación del AMV por la enzima

mevalonato quinasa da origen al isopentenilpirofosfato (IPP) (Figura 2).

La vía alterna del piruvato utiliza como sustrato moléculas de gliceraldehido

3-fosfato (GAP) y al piruvato para formar la 1-desoxi-D-xilulosa-5-P a partir de la

actividad enzimática de la DüXP-sintasa, dando origen al IPP (Figura 3).

El IPP se isomeriza para formar el . dimetilalilpirofosfato (DMAPP),

intermediarios obligados en la síntesis de los diferentes terpenos. Una molécula

de DMAPP puede condensarse y unirse cabeza-cola con el IPP por la acción de la

enzima preniltransferasa. Esta unión produce el geranilpirofosfato (GPP) que da

origen a compuestos monoterpénicos formados por dos unidades isoprénicas

(Harborne, 1991 ; Banthorpe, 1996; Bruneton, 1999).

La unión de IPP al GPP por la enzima preniltransferasa da origen al

farnesilpirofosfato (FPP) molécula precursora de los sesquiterpenos formados por

tres unidades isoprénicas. Las polimerizaciones subsecuentes con este tipo de

reacciones pueden repetirse una y otra vez para producir una serie de ésteres de

pirofosfato o alcoholes alifáticos. Los ésteres libres de pirofosfatos formados a

partir de reacciones enzimáticas se les denominan geranilgeranil pirofosfato

(GGPP) y geranilfarnesil pirofosfato (GFPP), estructuras que por su tamaño

tienden a ciclarse.

Las moléculas de GGPP y GFPP dan origen a los diterpenos, formados por

cuatro unidades isoprénicas. También hay estructuras más complejas formadas

de 6, 8 o más unidades isoprénicas como los triterpenos, carotenos y politerpenos

(Figura 4) (Harborne. 1991 ; Banthorpe, 1996; Dewick, 1998; Bruneton, 1999;

Gershenzon y Kreis, 1999).
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Figura 2. Ruta metabólica del acetato/rnevalonato para la formación del
isopentenildifosfato (IPP) , unidad precursora básica formada de un
compuesto isoprénico (es) de 5 carbonos, que origina los diferentes
tipos de terpenos.
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1.1.4. Regulación espacial de la biosíntesis de terpenos.

Experimentos realizados para observar la regulación espacial de la

biosíntesis de los terpenos con moléculas marcadas sugieren la posibilidad del

intercambio de moléculas de IPP entre el citosol y los plastidios.

La ruta del acetato/mevalonato provee las enzimas necesarias para la

biosíntesis de sesquiterpenos, triterpenos y politerpenos en el citosol.

La ruta alterna del piruvato que da origen a los hemiterpenos volátiles,

monoterpenos (borneol) , diterpenos (taxol, ginkolido) plastoquinonas y carotenos

(licopeno), se lleva a cabo en los diferentes plástidos como los cloroplastos,

cromoplastos y leucoplastos (Figura 5) (Ramos-Valdívía y col. , 1997; Lichtenthaler

y col., 1997; Lichtenthaler, 1999). La explicación sobre el origen de la ruta alterna

del píruvato, refiere que los cloroplastos que provienen de las cianobacterias

conservaron la vía I-desoxí-Dvxílulosa-é-P de origen bacterial para la formación

de IPP en la evolución de las células eucarióticas hospederas (Lichtenthaler,

1999).

Citoplasma

3 Acetil-CoA
'-V

HMG-CoA
'-V

Mevalonato
'-V

IPP
'-V

DMAPP < > FPP

Sesquíterpenos ,¡1\
Esteroles y X 2

Triterpenos
Politerpenos

FPP

. ?(,.

Plástido

GA-3P+piruvato

l-demct'~D-xilulosa-5P
W

IPP

~
DMAPP

¡¿ ~
GPP GGPP

Monot~rpenos 1

Figura 5. Regulación espacial sugerida en la biosíntesis de los terpenos en
plantas superiores, entre el citosol (vía del acetato/rnevalonato) y plástidos (vía
alterna del piruvato).
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1.1.5. Sesquiterpenos.

Los sesquiterpenos son compuestos derivados de los terpenos, tienen 15

átomos de carbono y comprenden más de 200 diferentes estructuras. Se

clasifican de acuerdo con el tipo de núcleo y grupo funcional que presentan

(Manitto, 1981).

Por ejemplo, los sesquiterpenos con el núcleo tipo furanoeremofilano

presentan actividad hipoglucémica (Alarcón-Aguilar y col ., 1997) y analgésica

contra la migraña (Zhang y co1., 1998). Los sesquiterpenos con el grupo funcional

lactona poseen la mayor actividad farmacológica de interés como:

antlinflamatorias (Abad y col., 1994), antioxidantes (Bork y co1., 1997),

antihistamínicas (Bruno y col., 1998), antimicrobianas (Tan y col., 1998),

antibacterianas y antífúngícas (Bruneton, 1999).

Otro tipo de sesquiterpenos poseen actividad antiúlcerante (Yoshikawa y

co1. , 1993), antimalárica (Sy y Brown, 1999), antitumoral, antiviral, citotóxica,

inmunosupresiva, fitotóxica, insecticida y hormonal (Cane, 1999).

Los sesquiterpenos capsidiol y risitina son fitoalexinas con actividad

antimicrobiana, producidos por Nicotiana tabacum (planta del tabaco) (Heldt,

1997).

22



1.2. Producción de metabolitos secundarios mediante cultivo de tejidos
vegetales.

Los metabolitos secundarios con propiedades medicinales conforman el

grupo de compuestos más investigados en los últimos años, debido a los avances

alcanzados para obtener e incrementar la producción de los diferentes

metabolitos secundarios mediante las diferentes técnicas de cultivo de tejidos

vegetales (Zenk, 1991; Ravishankar y Rao, 2000) .

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales tienen sus bases en la propiedad

de la totipotencialidad que caracteriza a las células y tejidos de las plantas. Este

concepto fue propuesto en el año de 1838 por Schwann y Schleiden, que refiere

la capacidad que posee cualquier célula y tejido vegetal de formar todos los tipos

celulares y de expresar el total de su potencial genético en la síntesis de un

producto a semejanza de la célula madre en condiciones de cultivo apropiadas,

así como de generar en una planta completa (Funk y col., 1987; Lindsey y Jones,

1989; Pierik, 1997; Zhu y col., 2000).

1.2.1. Producción de metabolitos secundarios mediante cultivo de células en
suspensión. .

La técnica del cultivo de células en suspension que se lleva a cabo de

manera constante, ilimitada, uniforme y con posibilidad de escalar la biomasa a

biorreactores, favorece la produción de diferentes tipos de fármacos en la

industria farmaceútica (Tabla 1). También la técnica del cultivo de células en

suspensión es reproducible y un medio efectivo para la incorporación de

materiales precursores de las diferentes vías metabólicas que son dificiles de

administrar en la planta completa (Lindsey y Jones, 1989; Gerats y col. , 1991 ;

Payne y col. , 1992; Islam, 1996, Pedapudi y col., 2000). Sin embargo, en la

práctica los resultados reportados del rendimiento en producción son

contradictorios (Zhu y col. , 2000) , aún en investigaciones de la misma especie.

Por ejemplo, con la planta Catharanthus roseus (Vinca) se presentó un porcentaje

de acumulación diferente de serpentina en plantas hiperproductoras y en cultivo

de callos (Mantel1 y Smíth, 1983).
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Tabla 1. Rendimiento obtenido de diferentes metabolitos secundarios con
importancia farmacológica mediante el cultivo de células en suspensión (DiCosmo
y Misawa, 1995).

Especie Compuesto Actividad Rendimiento

biológica
Cultivo in vitTo Planta completa

(mgL-l; % en PS). (% en PS*).

Catharanthus roseus Ajrnalicina Antihipertensivo 400rngL-1

Taxus brevifolia Taxol 9.89rngL-1

Taxus cuspidata

Rauwolrza serpentina Ajrnalicina Antiarritmico 1600 rngL-1 0.3

Camptotheca acwninata Camptotecina Antícancerígena 0.00025% PS

Antihepatoma

Artemisia annua Artemisina Antímaláríco

Coptis japonica Berberina Antlinflamatorio 10% PS; 2-4

700rngL-l

Coleus jorskohlü Forskolina Cardiotónico

Papaver somniferwn Sanguinarina Antlmicrobiano 250 rngL-l

Dioscorea deltoidea Díosgenína Anticonceptivo 2.00¡Ú PS 2 .0

Panax ginseg Gíngenósídos Inrnunoestlmulante 0 .4%PS: 4.5

150 rngL-l

Uthospermwn Sikonina Antíbacteríal, 200/0 PS; 1.5

erythrorhizon antíúlcera, 1400 rngL-l

antihernorroides

*PS: peso seco.

1.2.2. Establecimiento y características de los cultivos de células en
suspensión.

El cultivo de células en suspensión requiere establecer los cultivos de callo.

El callo es una masa amorfa de agregados celulares en crecimiento continuo y

acelerado, que se obtiene de diferentes tejidos diferenciados como el mesófilo de

hoja, el tallo y la raíz, o bien de tejidos meristemáticos como el hipocótilo,

cotiledón y yemas apicales o laterales.

El cultivo de callo se obtiene mediante un proceso de desdiferenciación de

los diferentes tejidos vegetales en medios de cultivo apropiados, bajo condiciones
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controladas y estrictas de asepsia nutricionales y ambientales, que tienen la

ventaja de tener una proliferación continua al eliminar la incertidumbre de las

condiciones naturales de los suelos, el clima y los problemas de contaminación

por microorganismos (Vasil y col. , 1994).

Los cultivos de células en suspension se obtienen transfiriendo tejido de

callo a medios nutritivos en agitadores orbitales a 90 y 115 rpm, lo cual favorece

la dispersión y el crecimiento debido a un intercambio gaseoso por aireación del

cultivo (Figura 6) (Fowler y Rayns, 1993).

~-~~ .
fj~lj ~

4a 4b 4c 4d

Figura 6. Representación esquemática del establecimiento de los cultivos de callo
y de células en suspensión. Aislamiento del explante foliar, sobre un medio de
cultivo sólido (1), proliferación (2) y subcultivo del cultivo de callo (3).
Establecimiento de los cultivos de células en suspensión en matraces Erlenmeyer
(4-4d).

En el cultivo de células en suspension una vez que las células

monodispersas se han establecido, se llevan a cabo ciclos de crecimiento celular

característicos para cada especie con curvas de crecimiento sigmoideo, las cuales

siguen el mismo comportamiento de las curvas de crecimiento bacteriano (Fowler

y Rayns, 1993).
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La etapa de inducción se inicia cuando las células se siembran en medios

nuevos y presenta en un periodo muy corto de tiempo. Las células se preparan

para entrar en mitosis activando toda la maquinaria energética y enzimática para

la multiplicación celular. En la etapa de crecimiento celular exponencial la

división celular se dispara en forma logarítmíca y se incrementa la biomasa

inicial, la cual se ve limitada generalmente hasta que se consumen uno o más de

los nutrimentos presentes en el medio. Finalmente, la etapa estacionaria se

caracteriza porque disminuyen considerablemente las tasas de división celular y

se presenta el agotamiento de los nutrimentos con la subsecuente producción y

acumulación de metabolitos secundarios (Figura 7) (Shuler y Kargí, 1992;

Spencer y Rhodes, 1993).

3

1

Tiempo

Figura 7. Crecimiento sígmoíde de los cultivos de callo y de células en
suspensión. Caracterizado por la etapa de inducción (1), exponencial (2) y
estacionaria (3).

1.2.2.1. Ventajas y desventajas de los cultivos de células en suspensión,
para la producción de metaboHtos secundarios.

Las ventajas que presentan los cultivos de células en suspensión se

manifiestan cuando se utilizan en conjunto con diversas estrategias

bíotecnológícas, incrementando la producción y la concentración de los

metabolitos secundarios.
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Las estrategias b íotecnológícas utilizadas son: la selección de líneas

hiperproductoras, el tipo de cultivo, la alteración del metabolismo celular por

factores externos (Funk y col., 1987; Dómenburg y Knorr, 1995), la incorporación

de precursores de las vías metabólicas, la adición de elicitores (Dixon y col.,

1995; Dórnenburg y Knorr, 1995; Ni Y col., 1996; Bourgaud y col. , 2001;

Staniszewska y col., 2003), la inmovilización celular, la regulación enzimática, la

incorporación de genes (Goddjin y Pen, 1995), el uso de agitadores orbitales y de

biorreactores continuos y estáticos con diferentes formatos de proceso.

Las desventajas que presentan los cultivos de células en suspensión son la

baja o nula producción de metabolitos secundarios, debido a factores como: el

aumento en longitud y diámetro celular, la formación de agregados celulares, el

crecimiento celular muy lento, la elevada sensibilidad del cultivo al estrés por

agitación (Dórnenburg y Knorr, 1995), las diferentes velocidades del crecimiento

celular y de la formación del producto, el aumento en la concentración de

biomasa durante la fase de producción, las mutaciones que se acumulan a través

de los subcultivos, los cambios celulares por condiciones fisiológicas (Funk y col.,

1987), la separación del sitio de producción con el sitio de síntesis, la ausencia de

estructuras diferenciadas y de tejidos específicos, los problemas en el

escalamiento de los cultivos y en el tipo de elícítacíón empleada (Shuler y Hallsby,

1985; Shuler y Kargí . 1992; Scragg, 1994; Scragg, 1995, Rijhwani y Shanks,

1998).

1.2.3. Elicitación en los cultivos de células en suspensión para la producción
de metabolitos secundarios.

La elicitación es la estrategia bíotecnológíca que favorece la producción (Fu y

col., 1999) e incremento de metabolitos secundarios. mediante la adición de un

agente de estrés a los cultivos de las células en suspensión (Linden y col. , 2001;

Qian y col., 2004).

El agente de estrés es denominado elicitor y puede ser biótico y abiótico. El

elicitor abiótico es la temperatura, luz ultravioleta, sales inorgánicas, pH, y otros
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(Bourgaud y col., 2001). El elicitor biótico es un conjunto de moléculas de origen

biológico que induce la expresión de genes y la síntesis de compuestos

secundarios, en respuesta al estímulo que se origina por la presencia del elicitor

(D6rnenburg y Knorr, 1995; Prome, 1996; Dixon, 2001; Qian y col. 2004) .

Por ejemplo, para la producción del compuesto antiinflamatorio sanguinaria

se utilizó la adición de la bacteria Botrytis a los cultivos de células en suspensión

de la planta de amapola (Papaver somniferunñ (Reil y Berger, 1996). La

acumulación del compuesto aumentó cuando se utilizó además de la bacteria, la

eliminación hormonal en los cultivos de células en suspensión de otra planta de

amapola (Papaver bracteaiunñ (Fu y col. , 1999).

La elicitación no sólo produce y/o aumenta determinados compuestos

secundarios, en algunos casos promueve la producción de novo. Por ejemplo, la

producción de novo de los sesquiterpenos lubimina y solavetivona, en los cultivos

de raíces de HyoscyQJTU1S muticus (Fu y col., 1999); la producción de un

monoterpeno antífúngíco en los cultivos de células en suspensión de Piquería

trtnnenna (Saad y col. , 2000); así como la producción de la escopoletina que es un

compuesto cumaríníco con actividad antímutagéníca en los cultivos de Arruni

mqjus L. (árbol de ami) debido a la adición de la bacteria Enterobacter sakasaki

(Staniszewska y col., 2003).

1.2.3.1. Características del elicitor biótico.

La mayoría de los elicitores bióticos son componentes de hongos y/o

plantas con diferente naturaleza química, que se presentan en pequeños

fragmentos como los homogenados fúngícos que son las preparaciones de micelio

(Dixon, 1991; Ren y West, 1991). La razón por la cual se utilizan elicitores de

hongos es porque son los principales parásitos de las plantas, las cuáles han

desarrollado mecanismos complejos para detectar su presencia en sus tejidos

(DiCosmo y Misawa, 1995; Fu y col. , 1999).
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Los elicitores con el más amplio espectro de acción y que están

ampliamente distribuidos son los constituyentes de la pared celular de los

hongos: quitina, quitosan y glucanos. Por eso cualquier tipo de hongo

desencadenará la repuesta de estimulación. No obstante, si se trata de inducir

una respuesta restringida a un grupo de hongos, entonces es necesario emplear

especies asociadas con la planta (DiCosmo y Misawa, 1995).

La concentración del elicitor biótico es un factor que debe determinarse

experimentalmente en cada caso y que influye sobre la intensidad de la respuesta

(Barz y Mackenbrock, 1994). Usualmente se requieren entre 50 y 100 mg de

micelio para matraces de 250 mL con 50 mL de medio de cultivo (Facchini y

Chapell, 1992; Bohlmann y Eilert, 1994). Además de la concentración del elicitor

se deben optimizar las condiciones de los cultivos al utilizar fitorreguladores,

principalmente las auxinas que son reguladores del crecimiento y que tienen

influencia en dicho proceso, así como la iluminación. pH y temperatura (Eilert,

1987; Dixon, 1991).

El tiempo ideal de tratamiento es un factor estratégico para optimizar los

rendimientos del compuesto. El periodo mínimo de contacto para que la planta

reconozca al elicitor es muy breve, de 2 a 20 minutos y el efecto que resulta es

duradero (Kolattukudy y col., 1995). Después de que el sistema fue inducido, se

observa un incremento de la actividad biosintética. La acumulación máxima del

compuesto, ocurre entre las 12 horas y los cinco días de tratamiento y en general

declina rápidamente después de haber alcanzado su valor más alto (HahIbrock y

col. 1995).

Generalmente, después de inducir un proceso de síntesis, los estímulos

adicionales no incrementan la producción de metabolitos secundarios. En

algunos casos, los mayores incrementos de producción se obtienen de líneas

celulares con baja productividad inicial. En otros casos, los niveles de síntesis

son similares en todas las líneas celulares al final del proceso de inducción. La

cantidad máxima que un metabolito puede acumularse en las células, es
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regulada por la etapa de crecimiento en la cual fue inducido (Eilert, 1987; Holden

y Yeoman, 1994).

1.2.3.2. Aspectos bioquímicos del mecanismo de elicitación.

La elicitación de metabolitos secundarios en los cultivos de células vegetales

en suspensión forma parte del proceso de defensa activa que se expresa durante

la infección de la célula vegetal por un organismo patógeno.

El proceso de defensa activa se origina mediante el reconocimiento del

elicitor proveniente del organismo patógeno, con un sitio específico de unión de

origen proteíco en la membrana plasmática vegetal. Este componente activado de

la membrana plasmática de las células vegetales actúa como molécula sensitiva

(receptor del elicitor) y regulatoría que estimula factores de transcripción y

traducción que eventualmente llevan a la inducción de genes de resistencia

vegetal (R) para la producción y acumulación de proteínas relacionadas a la

patogenesís (PR) con la formación de compuestos secundarios como las

fitoalexinas que tienen propiedades antimicrobianas (Eilert, 1987; Peters y

Yerma, 1990; Creelman y Mullet, 1995; Yang y col., 1997 y Hammond-Kosack y

Jones, 2000; Hahlbrock y col., 2003), así como la formación de otros compuestos

del metabolismo secundario (Sudha y Ravishankar, 2002).

Por ejemplo, en el cultivo de células en suspensión de la planta de perejil

Petroselinum crispum al adicionar una fracción peptidica del hongo ñtopatógeno

Phytophthora sojae como elicitor. Se llevó a cabo el reconocimiento del elicitor, por

un receptor de la membrana plasmática vegetal, que estimuló rapidamente la

permeabilidad de la membrana al incrementar los flujos de entrada de los iones

H+ y Ca2+ y de los flujos de salida de los iones de K+ y Cl-. Este flujo de iones,

activó al gen específico de la mitosis Map cinasa y la formación de especies

reactivas del oxígeno (0-2, OH, H202), dependientes de la activación de la NADPH

oxidasa (Dórnenburg y Knorr, 1995). También se llevó a cabo la fosforilación y

desfosforilación proteica (Berglund y Ohlsson, 1995; Yang y col., 1997; Dangl,

1998; Delledonne y col., 1998) con la subsecuente activación de los genes y
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proteínas relacionadas a la patogenesis originando la formación de fitoalexinas y

compuestos de defensa (Hammond-Kosack y Jones, 2000) .

En algunos casos, se lleva a cabo la activación de moléculas mensajeras

como el etileno que es requerido para mediar la resistencia contra hongos

patógenos, y en combinación con el ácido salicílico, el cual se encuentra

normalmente en las células en una forma inactiva de almacenamiento como ácido

salicílico B-glucósido activan determinados genes que codifican para la enzima de

la quitinasa hidrolizando la pared celular del ñtopatógeno. En otros casos, es

liberado el ácido linolénico en respuesta a la alteración de los canales iónicos de

la membrana. Este ácido graso es el más abundante de la membrana vegetal y

que una vez libre es convertido en ácido jasmónico por un proceso dependiente de

una enzima lípooxígenasa (Bargabus y col., 2002), el cual induce los genes y

proteínas relacionadas a la patogénesís (Figura 8) (Creelman y Mullet, 1995;

Hammond-Kosack y Jones, 2000) .
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Figura 8. Modelo de activación de las diferentes respuestas de la defensa vegetal,
en el cultivo de células en suspensión de la planta de perejil (Petroselinum
crisputtú (Harnmond-Kosack y Jones, 2000) .
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1.2.3.3. Aspergillus niger como eUcitor biótico.

Aspergillus niqer es un hongo filamentoso, patógeno de plantas y

contaminante de alimentos, semillas y granos almacenados (Bennett, 1985). Es

causante de la enfermedad de aspergílosís en el humano (Walsh y Pizzo, 1988).

Este hongo tiene la capacidad de asimilar como alimento una enorme

variedad de sustancias, debido al gran número de enzimas que puede producir

para degradarlas. Por esta razón es utilizado en diverso procesos industriales

para la elaboración comercial de ácidos orgánicos como el ácido cítrico, oxálico,

glucónico y gálico además de enzimas como la amilasa, invertasa, lipasa y renina

(Herrera y UlIoa , 1998).

Aspergillus niqer fue utilizado para el incremento del pigmento indirubina en

los cultivos de células en suspensión de la planta de Polygonum tinctorium

(Marero y co1., 1997). También, para aumentar la concentración de los

compuestos antícancerígenos, shikonina en los cultivos de células en suspensión

de la planta de Amebia euchroma (Fu y Lu, 1999) y de plumbagina en el cultivo

de Plumbago rosea L. (Komaraiah y co1., 2002). Además de emplearlo como

biocatalizador en diferentes reacciones químicas con diferentes sustratos

(Asakawa y co1., 1991; Demyttenaere y Willemen, 1998; Kiran y co1., 2004).
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1.3. Psacalium peltatum.

1.3. l. Clasificación taxonómica de Psacalium peltatum.

Psacalium peltatum (H.B.K.) Cass. (Syn. Senecto peltíferus Hemsl.). Se

clasifica en la familia Asteraceae, tribu Senecionenae. Sinonimia principal:

Senecto peliiferús Hemsl.

La familia Asteraceae (Compuestas) es un grupo de plantas numerosas, con

aproximadamente 1535 géneros y alrededor de 23,000 especies conocidas. Se

estima que en México existen 2700 especies de compuestas, distribuidas en 323

géneros (Villaseñor, 1993). Para el género Psacalium; se calculan 36 especies

nativas con 6 especies de distribución amplia, 25 de distribución regional, 8 de

distribución local y 2 en peligro de extinción (Tumer y Nelson, 1998). También

hay 47 especies distribuidas desde el suroeste de los E. U. A. hasta Guatemala

(Barkley y col., 1996).

1.3.2. Descripción taxonómica de Psacalium peltatum.

La descripción taxonómica refiere que Psacalíum peltatum (H.B.K.) Cass. es

una planta herbácea perenne, subescaposa, erecta de 0.3 a 1.3 m. de ·alto. Con

rizoma grueso y raíces fasciculadas verticales.

Los tallos, hojas e influorescencias son densamente pilosos con pelos

multicelulares. El tallo principal es estriado-acanalado y meduloso, lanoso en la

base cerca de la raíz. Tiene de 3 a 4 hojas basales en roseta, con pecíolos de 6 a

42 cm de largo. Las hojas son principalmente peltadas con láminas

suborbiculares peltadas y palmatinervas, profundamente multilobadas, con 6 a 8

nervaduras principales, y de 7 a 9 lóbulos o dientes más pequeños. Las

cabezuelas tienen 20 o más flores, sobre pedúnculos de 0.3 a 2 cm de largo,

receptáculo plano y ligeramente alveolado. El color de las flores es crema a café,

de 14 a 21 mm de largo (Figura 9) (Robinson y Brettel1, 1973; Rzedowski y

Rzedowski, 1985).
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La localización que presenta la planta es variable y compleja, con variedades

según el lugar donde se colecta. Crece en el campo asociada a vegetación

perturbada de los bosques de encino y juníperos (Píppen. 1968).

Figura 9. Ejemplar de Psacalium peltatum (H.B.K.) Cass. varo peltatum.
colectada en el poblado de la Estanzuela, Hidalgo, México.

1.3.3. El complejo matarique.

El término "complejo" se atribuye al conjunto de plantas con nombres

comunes órganos y usos similares. además con alguna semejanza anatómica y/ó

funcional. Por ejemplo las raíces del conjunto de plantas conocido como complejo

matarique, está constituido por: Psacalium peltatum. Psacalium polmert;

Psacalium sinuatum. Psacalium decomposiium; Psacalium radulifolium y Acourtia

tburberi; especies que tienen rizomas, raíces y copetes pilosos de la base del tallo

semejantes (Figura 10).
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Las raíces del complejo matarique, se emplean en forma individual o con

otras diferentes plantas como remedio para la diabetes, el reumatismo,

enfermedades renales y gastrointestinales (Bye y col. , 1995; Garduño-Ramírez y

col.,2001) .

22 cm

Figura 10. Aspecto del rizoma y raíces de Psacaliumpeltatum

Debido al efecto hípoglucemíante de estas especies, se originó la

sobreexplotación de algunas de ellas, particularmente de Psacalium

decompositum considerada la planta más utilizada y costosa debido a su

ubicuidad en Chihuahua (Inman y col. , 1996; Alarcón-Aguilar y col., 1997). Sin

embargo se incrementó el uso de Psacalium peltatum por su crecimiento cercano

a los centros de comercialización y un costo más accesible (Alarcón-Aguilar y col.,

1997).

1.3.4. Aspectos farmacológicos y compuestos químicos de Psacalium
decompositum y Psacalium peltatum.

La mayoría de los aspectos farmacológicos y fitoquímicos que se conocen

son de Psacalium decompositum De esta especie se aislaron e identificaron

diversos sesquiterpenos que pertenecen al grupo del furano naftaleno.

El cacalol (1) que tiene como esqueleto al furano tetrahidronaftaleno, la

cacalona (2) con un grupo cetónico en el anillo alicíclico, el éter metílico del

dehidrocacalol (3) con una doble ligadura en el anillo, la maturinina (4)

totalmente aromática con un metilo, la maturina (Sa) con un hidroximetilo, la

maturinona (6) y maturona (7) con el anillo central que está en forma quinoidea

(Figura 11) (Romo y -Joseph-Nathan. 1964; Correa y Romo , 1966), así como otros

compuestos como los alcaloides pirrolizidínicos (Kapadia y col. , 1990),
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considerados agentes hepatotóxícos, mutag énícos, carcínogénícos y teratogénícos

(Bohlman y col. , 1990; Plaa, 1991).

1

OMe

CHO

4 R=Me
5a R= CH20H

2

°

°
6 R=Me
7 R=CH20H

0Me

3

Figura 11. Principales metabolitos secundarios aislados de Psacolium.
decompositum (1-7) y de Psacalium peliaium (4-7).

El cacalol (1) es uno de los compuestos más estudiados porque presentó

actividad antimicrobiana (Jiménez y col., 1992), inhibición de la germinación en

la planta de Amnmruhus hypocondriacus (Amaranthaceae) y de Echinocloa

crusgalli (Poaceae), así como actividad contra algunos ñtopat ógenosIánaya y col.,

1996).

El estudio del efecto hipoglucemiante en ratones con la decocción de las

raíces de PsacalÚ1m decomposiium; Psacalium peltatum y Acourtia thurberi;

demostró que no había relación con algunos de los compuestos mencionados

(Alarcón-Aguilar, y col., 1997). Sin embargo, en ensayos de actividad

antlinflamatorta con ratones se observó que el compuesto conocido como acetato
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de maturína, aislado de PsacalÚlm peltatum presentó actividad antiinflamatoria

(Hemández-Tejeda, 1999).

En base a la importancia que tiene estos hallazgos, se planteó realizar el

establecimiento de los cultivos de tejidos vegetales de Psacalium peltatum y

evaluar la producción de sesquiterpenos mediante la adición de un elicitor, el

homogenado fúngico de Aspergillus niqer. La determinación y cuantificación de

los compuestos presentes se realizó por medio de diferentes métodos

cromatográficos y espectrométricos.
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2. Justificación.

La investigación sobre los cultivos de tejidos vegetales de Psacalium peltatum

será una contribución al conocimiento de los compuestos sesquiterpénicos que

tiene la planta y a su producción mediante la adición de un elícítor, el

homogenado fúngíco de Aspergillus niger.

De la misma manera, la información obtenida, aportará evidencia científica

necesaria en la medicina tradicional mexicana y contribuirá en las decisiones que

se realicen para la conservación del recurso natural.

3. mpótesis

La elicitación es una las diferentes estrategias bíotecnol ógícas que se

utilizan para la producción de metabolitos secundarios en los cultivos in vitro de

plantas que son fuente de consumo y que se emplean como materia prima en

diferentes industrias, como la industria farmaceútica. El mecanismo bioquímico

de elicitación se establece mediante la interacción de los elicitores con receptores

de la membrana plasmática que inducen la expresión de genes y la síntesis de

compuestos secundarios en la planta en respuesta a su presencia. De esta

manera, se plantea que la formación y acumulación de sesquiterpenos en los

cultivos de celulas en suspensión de Psacalium peltatumaumentará debido a la

adición del elicitor, el homogenado fúngíco de Aspergillus niger.
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4. Objetivo general.

Obtener cultivos de células en suspensión de Psacalium peltatum y analizar

en ellos la producción de sesquiterpenos después de la adición del homogenado

fúngíco de Aspergillus niger.

4.1 Objetivos particulares.

l. Aislar, purificar e identificar los compuestos sesquiterpénicos de las raíces de

Psacalium peiiaium; mediante espectrometría de masas, métodos

espectroscópicos (RMN, IR, UV) Y propiedades físicas (punto de fusión y Rf),

para ser utilizados como patrones de referencia.

2. Obtener los cultivos de callo y de células en suspensión de Psacalium

peltatum

3. Evaluar el crecimiento celular a través de la cinética de crecimiento y la

inducción de sesquiterpenos por el homogenado fúngíco de Aspergillus niger

utilizando la cromatografía líquida de alta resolución en los cultivos de células

en suspensión de Psacalium peltatum

4. Comparar la producción de los sesquiterpenos de las raíces de la planta

silvestre de Psacalium peltatum en los cultivos de callo y de células en

suspensión.
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5. Materiales y métodos.

Para el cumplimiento de los objetivos planteados la parte experimental se

llevó a cabo en dos etapas. El estudio fitoquímico y el cultivo de tejidos vegetales.

En cada etapa se llevaron a cabo procedimientos distintos (Figura 12).

RUTA EXPERIMENTAL

Colecta de la planta

Identificación taxonómica

I I
I

Estudios Fitoauímicos

I
Cultivos de

tejidos vegetales

I I

Obtención de los extractos
de las raíces.

Fraccionamiento por
columna de los extractos
hexánicos de las raíces
colectados.

Obtención de explantes a
partir de hojas jóvenes.

I I
Inducción y proliferación
de callo.

I I
Establecimiento de cultivos.
en suspensión.

I I
Establecimiento de la
inducción por adición de
Aspergillus niqer.

Determinación y comparación de los sesquiterpenos de las
raíces y los cultivos celulares. Utilizando cromatografia en
placa flna, RMNl H, 13 C, EM y HPLC.

'-_--=-c=-----= ---,--_:----::-,---.J1 IL.,------=--~-___:_-----=-----;--;--......J
Figura 12. Representación diagramática de la ruta experimental para la
inducción de sesquiterpenos en los cultivos Úl vitro de Psacalium peltatum por
homogenado de Aspergillus niger.
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5.1. Colecta e identificación taxonómica del material biológico.

Organismos completos y raíces de PsacalÚlm peltatum fueron colectados en

junio y noviembre del 2001 en la comunidad de la Estanzuela del Municipio de

Mineral del Chico, Hidalgo, México. La identificación taxonómica de la especie y

de la vegetación asociada fue realizada por la técnica académica del Herbario

Nacional, Gilda Ortíz Calderón. Un ejemplar de PsacalÚlm peltatum varo peltatum,

fue depositado en el Herbario MEXU del Instituto de Biología con número" de

registro 1138692.

5.2. Estudios fitoquímicos.

Fue necesario purificar e identificar los compuestos sesquiterpénicos

mayoritarios de las raíces de la planta, los cuales fueron utilizados como patrones

de referencia en los métodos analíticos. A continuación se menciona, la

preparación del extracto y el procedimiento cromatográfico optimizado.

5.2.1. Extracción y fraccionamiento preliminar.

Las 1765 raíces de Psacalium peltatum obtenidas de las dos colectas con

un peso fresco de 6.324 Kg se secaron a temperatura ambiente durante una

semana, obteniendo un peso seco de 4.381 Kg. Entonces las raíces se cortaron en

fracciones pequeñas de 1.5 cm de largo y se colocaron en un recipiente de vidrio

de 4.5 litros de capacidad, añadiendo hexano hasta cubrir el total de raíces,

realizando recambios de disolvente cada 24 horas durante 5 días. El extracto

obtenido de cada recambio fue llevado a sequedad con presión reducida y a

temperatura máxima de 60°C en un rotaevaporador.

El total del extracto hexánico de raíz obtenido fue de 15.69 g. Se

fraccionaron 6 g del extracto hexánico, mediante cromatografía en columna

abierta con gel de sílice como adsorbente (90 g de sílica gel G60 Merck, gránulos

de 0.2-0.5 mm); el proceso de elusión se llevó a cabo con un gradiente de

42



polaridad creciente con hexano, hexano: acetato de etilo y metanol en diferentes

proporciones.

Las fracciones obtenidas fueron analizadas por cromatografia en capa fina

de sílica gel, impregnadas con un indicador de fluorescencia 60 GF254 Alugrarn.

Los compuestos fueron visualizados por luz VV, revelados con una solución de

sulfato cérico Ce (S04b disuelto en ácido sulfúrico (H2S04) y hielo picado. Para el

desarrollo del color fue necesario calentar por 2 minutos aproximadamente a

llO°C. Cuando se utilizó el sistema de elusión hexano: acetato de etilo (98:2), se

combinaron aquellas fracciones que resultaron semejantes. También, se evaluó el

comportamiento y purificación de los compuestos obtenidos del fraccionamiento

por columna abierta, con fraccionamientos mediante cromatografía en placa

preparativa con gel de sílice como adsorbente.

5.2.2. Caracterización espectroscópica, espectrométrica, punto de fusión y
Rf de los compuestos obtenidos.

Los compuestos que se obtuvieron del extracto hexánico de raíz de

Psacalíum peltatum se enviaron para su análisis a los laboratorios de Resonancia

Magnética, Espectrometría de Masas e Infrarrojo del Instituto de Química, UNAM.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrógeno (RMN de -H)

se realizaron por medio de espectrómetros analíticos Varían Gemini 200 (200

MHz), Varian UNITI-300 (300 MHz) y Varian Unity-500 (500 MHz), los espectros

de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN de l3C) se realizaron por

medio de espectrómetros analíticos de 125 MHz y HMBC (9MHz) en solución de

cloroformo deuterado. Los desplazamientos químicos se expresaron en partes por

millón (ppm) referidos al tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los

espectros de Infrarrojo (IR), se determinaron en un espectro Nicolet Magna FT-IR

SX en solución de cloroformo.

Los puntos de fusión se determinaron en un equipo Fisher Scíentífíc

empleando cubreobjetos redondos, el valor se reportó en "C.
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5.3. Cultivos de tejidos vegetales.

Para llevar a cabo la identificación y cuantificación de sesquiterpenos en

los cultivos celulares, fue necesario establecer los cultivos de callo a partir de los

explantes de hoja y los cultivos celulares con la adición del elicitor fúngico. A

continuación se mencionan la preparación de los medios de cultivo, la obtención

de los explantes y los diferentes cultivos de tejidos vegetales.

5.3.1. Preparación de los diferentes medios de cultivo.

Los medios de cultivo de inducción de callo (MSC1), proliferación de callo

(MSC2), incremento de biomasa en células en suspensión (MSB) y de producción

de metabolitos secundarios (B5) se prepararon en base de los componentes de los

medios de cultivo de Murashíge y Skoog, 1962 (MS), y Gamborg, · 1968 (B5), a

través de soluciones concentradas 100 X (Tabla 2).

Tabla 2. Formulación de los medios de cultivo base de Murashige y Skoog, 1962
(MS), y Gamborg, 1968 (B5).

Compuesto MS
PM(g) !DgL-l(mM)

Sol. I
NH4N03 80.04 1650 (20.61)
KN03 101.11 1900 (18.8)
(NH4hS04 132.14
Sol. 11
MgS04.7H20 246.48 370 (1.50)
MnS04.H20 169.00 16.9 (0.1)
ZnS04.7H20 287.54 8.6 (0.030)
CuS04.5H20 249.68 0.025 (0.0001)
Sol. 111
CaClz.2H20 147.02 440 (3)
KI 166.01 0.83 (0.005)
CoCh.6H20 237.93 0.025 (0.0001)
Sol. IV
KH2P04 136.09 170 (1.25)
NaH2P04.H20 138
H3B03 61.83 6.2 (0.100)
NaMOO4.2H20 241.9 0.25 (0.001)
Sol. V
FeS04.7H20 278 27.8 (0.1)
EDTA.2H20 372.2 37.3 (0.1)

Fuente de carbono:
Sacarosa 342.31 30,000 (87.63)

*PM: peso molecular; mM: milimolar.

B5
!DgL-l(mM)

2500 (24.8)
134 (1.0)

250 (1.0)
10.0 (59)
2.0 (7)

0.025 (0.0001)

150 (1.0)
0.75 (5)

0.025 (0.0001)

130.5 (0.9)
3.0 (49)

0.25 (0.001)

27.8 (0.1)
37.3 (0.1)

30,000 (87.63)
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Todos los medios de cultivo fueron complementados con 30 gL-l de sacarosa,

en cada cultivo se especifican las variaciones probadas así como las distintas

concentraciones de vitaminas y reguladores de crecimiento (anexo 1.a y 1.b).

Además, los medios se ajustaron a pH 5.7 con hidróxido de sodio (NaOH) 1 N Y

ácido clorhídrico (HC1) 1 N.

Los medios de cultivo de inducción (MSC1) y proliferación de callo (MSC2),

se vaciaron a frascos de 15 y 25 mL de capacidad con gellan como agente

gelificante al 0.25%. Para el cultivo de las células en suspensión se utilizaron

matraces de 125 mL con 60 mL de medio de cultivo líquido MSB o B5.

Los medios de cultivo sólidos y líquidos se esterilizaron a 1.2 mm HgIcm2 de

presión a una temperatura de 121 0 C durante 18 minutos.

El proceso de esterilización, así como de siembra de los callos y

suspensiones se llevó a cabo en condiciones de asepsia total en una campana de

flujo laminar.

5.3.2. Obtención y desinfección de los explantes.

Se colectaron 4 plantas silvestres de Psacoliuni peltatum y se

transplantaron en macetas, con el fm de conservarlas y aclimatarlas en el

invernadero del Conjunto E de la Facultad de Química.

Las plantas se fertilizaron cada 15 días durante 1 mes con una solución

que contenía la mitad de la concentración de los componentes del medio MS, sin

vitaminas y sacarosa, para la obtención de abundantes hojas.

Las hojas jóvenes que se obtuvieron de las plantas en maceta se colectaron

en forma aleatoria. Se esterilizaron superficialmente mediante el siguiente

procedimiento: lavado con agua jabonosa por 10 minutos, seguido de etanol al

70% por 1 minuto, posteriormente se sumergieron en solución de hipoclorita de

sodio comercial con el 6% de ingrediente activo al 10 % (vIv) por 7 minutos, con
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agitación constante. Al térmíno de este tiempo se removió la solución y se enjuagó

exhaustivamente con abundante agua destilada estéril en condiciones de

esterilidad. Para evitar la oxidación de las hojas se sumergieron en una solución

al 0.1% de ácido ascórbico.

A cada lamina foliar se le realizaron cortes de 1 cm2 en la parte central,

cerca de las nervaduras principales. De 4 a 5 explantes obtenidos se depositaron

en los frascos con medio de cultivo.

5.3.3. Cultivos de callo.

Los cultivos de callo fueron establecidos a partir de los explantes de hoja

con 2 diferentes medios de cultivo: MSC 1 y MSC2.

El medio de cultivo MSC2, a diferencia del medio de cultivo MSC 1, estuvo

modificado en relación a la concentración de las sales inorgánicas de la solución 1

de nitratos del medio MS (Tabla 3).

Tabla 3. Composición de la solución 1 de nitratos/amonio para los medios de
inducción (MSCl) y proliferación (MSC2) de callo en mgL-l.

Solución 1 Medios de cultivo (mgL-l)

Compuesto MS MSCl MSC2

NH4NOs 1650.0 1650.0 825.0

KNOs 1900.0 1900.0 950.0

Ambos medios de cultivo estuvieron complementados con 2 mgL-l de 2,4 D,

0.3 mgL-l de BAP, 10 mIL-l del cóctel de vitaminas (C20), 10 mgL-l de sulfato de

adenina y 0.1 gL-l de ácido ascórbico como antioxidante (Anexo l.a) .

Los cultivos se incubaron bajo condiciones de obscuridad a una

temperatura de 25 ± 2°C. El subcultivo se realizó a la tercera semana eliminando

el tejido oxidado y evitando la deshidratación del medio de cultivo.

46



El crecimiento del callo se evaluó en los medios MSC 1 y MSC2 con el peso

seco después de 6 subcultivos, con 4 repeticiones por tratamiento, calculándose

el promedio de las repeticiones, la desviación y error estándar, además del

análisis de varianza, considerando la probabilidad de p< 0.01 como significativa.

El peso fresco y seco se inició al tiempo cero con la inoculación de 1 g de

material vegetal de callo en 25 mL de medio, la respuesta se evaluó cada tercer

día durante 25 días.

El peso fresco se determinó separando el callo del medio de cultivo,

pesándolo en una balanza analítica en cajas Petri estériles en condiciones

asépticas. El peso seco se determinó, después del secado del callo, en charolas de

papel aluminio previamente pesadas, colocadas en el interior del cuarto de

incubación con temperatura constante de 25 ± 2°C.

Con base en el peso fresco y seco se calculó el porcentaje de acumulación

de liquido intracelular (L.!. %) mediante la diferencia de los valores del peso fresco

y seco, empleando la siguiente ecuación:

L.I. % =lOO-(peso seco x 100)/peso fresco .

En relación al peso seco se calcularon los siguientes parámetros de

crecimiento: biomasa máxima, velocidad específica de crecimiento y tiempo de

duplicación.

La velocidad específica de crecimiento (P), fue calculada mediante el

modelo matemático de Monod cuya ecuación es: px = dx/dt.

Donde dx es el incremento del número celular, dt es el incremento por

unidad de tiempo y x es el número celular en el tiempo O.

El valor de la velocidad específica de crecimiento se obtuvo al graftcar el

logaritmo natural de x contra el tiempo (correspondiente a la fase de crecimiento
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exponencial) y por análisis de regresión, se obtuvo una línea recta, cuya

pendiente se determinó como la velocidad específica de crecimiento. Este valor

indicó la velocidad del incremento de la biomasa de la población celular por

unidad de masa celular y se expresó en días-l .

El tiempo de duplicación (td) fue calculado con el valor de p. En base a la

siguiente ecuación: td =ln2 =0.693/p. Donde 0.693 es el logaritmo natural de 2 .

El tiempo de duplicación indicó el tiempo que tarda la masa celular en completar

un ciclo de división celular completo.

5.3.4. Establecimiento de los cultivos de células en suspensión.

Los cultivos de células en suspensión de Psacalium peltatum se

establecieron a partir de la transferencia de 4 g en peso fresco de callo a matraces

Erlenmeyer de 125 mL con 60 mL de medio de cultivo.

Los medios de cultivo utilizados fueron el medio MSC 1, MSC2 y MSB. En

diferentes intervalos de tiempo. El MSC1 a 7 días, el MSC2 a 12 días y el MSB a

12 y 23 días.

El medio de cultivo para incremento de biomasa (MSB) fue semejante al

medio MSC2 en relación a la concentración de las sales inorgánicas de la

solución 1 de nitratos sales inorgánicas. Además estuvo adicionado con 10 mLL-I

de cóctel de vitaminas R2, 1 mgL-I de AlA y 0.3 mgl>' de BAP a pH de 5.7 (Anexo

l.b) .

Los matraces se mantuvieron en agitación de 120 rpm, en el cuarto de

cultivo a 25 ± 2°C, en la oscuridad.

Las variables fueron medidas con 2 repeticiones cada 72 horas durante 15

días, después de los siete primeros días de crecimiento en que se logró obtener

cultivos homogéneos, se inició la determinación de la cinética de crecimiento.
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La cinética de crecimiento se determinó con una alícuota de 1.5 rnL por

matraz, la cual se centrifugó a 13,000 rpm durante 15 min en una

microcentrífuga (Eppendorf) . Posteriormente el paquete celular obtenido se lavó

con agua estéril y agitación constante para centrifugarse nuevamente y

finalmente se colocó en papel filtro Wattman No.1 , pesado previamente y por

diferencia de peso se determinó el peso fresco.

Para el peso seco el papel filtro con el paquete celular, se colocó en el

interior del cuarto de incubación a temperatura constante de 25 ± 2°C; una vez

seco se obtuvo el peso por diferencia de peso del papel filtro.

Los parámetros de crecimiento que se calcularon con base en el peso seco,

fueron la biomasa máxima, la velocidad específica de crecimiento y el tiempo de

duplicación como en el cultivo de callos.

5.3.5. EUcitación de sesquiterpenos.

Para la elicitación de sesquiterpenos y como proceso de optimización se

estableció la utilización del medio de cultivo B5 , además de los medios de cultivo

MSC2 y MSB. En diferentes intervalos de tiempo. El MSC2 a 5 y 14 días, el MSB

y B5 a 14días. Después del sulcultivo a los 7 días con el medio MSB.

El medio de cultivo B5 estuvo complementado con 10 rnLL-I de cóctel de

vitaminas R2, 1 mgL-I de 2,4 D, 0.5 mgL-I de AIA, 0.5 mgL-I de ANA, 0.3 mgL-I de

BAP a pH de 5.7 (Anexo l.b).

El empleo de Aspergillus niger como elicitor se hizo por la facilidad que tiene

este organismo de presentarse en cualquier ambiente, no requerir condiciones

especiales para su crecimiento y cultivo, además que es utilizado como referencia

en este tipo de ensayos (Godoy-Hemández y col. , 1991; Fu Y Lu, 1999; Zhao y

col. , 2000; Zhao y col., 2001).
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La cepa axénica del hongo fue proporcionada por personal del Laboratorio

de Micotoxinas del Instituto de Biología de la Universidad Nacional Autónoma de

México. La forma en que se utilizó la cepa axénica de Aspergülus niger fue por

medio del homogenado del micelio crudo del hongo, que se preparó en base al

método descrito por Hahn y col., (1992) modificado de la siguiente manera:

La cepa axénica de Aspergülus niger se regeneró utilizando cultivos sólidos

de medio Czapeck a 24°C durante 15 días. Posteriormente a los cultivos sólidos

se les agregó agua estéril para disgregar las colonias esporuladas e inocular con 5

rnL matraces Erlenmeyer de 250 rnL con medio líquido Czapeck a 24°C y en

agitación constante. De esta manera se obtuvieron cultivos sumergidos en forma

de pequeños agregados durante 7 días.

Los agregados celulares obtenidos se filtraron, se lavaron 3 veces con agua

estéril y una solución 0.5 M de NaCl (29gL-I). El micelio obtenido fue molido en

proporción de 5 volúmenes (g de micelio/mL) con la solución de NaCl en un

extractor de alimentos comercial. Después se colectó el homogenizado y se repitió

la homogenízacíón con una solución de 20 mM de Tris-HC1, pH 7.5, Y 50 mM

EDTA, exhaustivamente hasta examinar por microscopía en campo claro la hifa

sin contenido celular. Enseguida se agitó el micelio por 3 horas con solución

amortiguadora de Tris-EDTA en proporción de 15 volúmenes (g mícelío/rnl.l,

después se colectó a través de un filtro Whatman No. 1 colocado sobre un

embudo Buckner de porcelana y se aplicó una ligera succión para remover el

exceso de solución amortiguadora.

En seguida se realizaron lavados continuos con 10 volúmenes de agua

destilada fría, 5 volúmenes de acetona-metanol (l :1 v/v) y 5 volúmenes de

acetona. El micelio se resuspendió en agua (l ml/g de micelio), se centrifugó a

13,000 rpm durante 30 min en una mícrocentrífuga (Eppendorf) , se separó el

sobrenadante y se peso 30 mg de homogenado en peso fresco por tubo de 1.5 rnL,

adicionando 0.5 mL de agua y se esterilizó durante 30 min en autoclave a 1.5

kg/cms de presión.
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El homogenado obtenido se adicionó a cada uno de los matraces con células

en suspensión, en función a la cantidad de células (biomasa) por Kg de peso

fresco, según lo establecido por Funk y col., 1987.

El análisis de la inducción e incremento de sesquiterpenos por la adición del

homogenado de Aspergillus niger se realizó con 4 repeticiones, durante 5 y 14

días.

5.3.6. Determinación y cuantificación de sesquiterpenos en el paquete

celular.

La determinación y cuantificación de sesquiterpenos del paquete celular de

los diferentes cultivos con la adición del homogenado fúngíco de AspergiUus niger

fueron evaluada por cromatografia en capa fina y por cromatografia líquida de

alta eficiencia.

La masa celular fue centrifugada a 3,000 rpm durante 15 mín, el paquete

celular obtenido fue lavado exhaustivamente con agua destilada y filtrado a

través de un filtro Whatman No.l colocado sobre un embudo Buckner de

porcelana para aplicar una ligera succión y remover el exceso de agua destilada.

Para el análisis cromatográfíco el paquete celular seco se transfirió a un

matraz Erlenmeyer de 125 rnL, extrayendo exhaustivamente con 50 rnL de una

mezcla de disolventes de acetato de etilo: cloruro de metileno: metanol (50:30:20)

por maceración durante 24 h. Enseguida el extracto orgánico obtenido de la

mezcla de disolventes se concentró mediante presión reducida a temperatura de

62°C, con un rotoevaporador.

Una muestra del extracto orgánico fue evaluado siguiente el mismo

procedimiento que los compuestos que se utilizaron como patrones de referencia,

de las raíces de las plantas in vivo.
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Para la determinación y cuantificación por HPLC se utilizó una columna C18

en DP4K (15 x 4.6 mm, 5 pm) con un sistema isocrático de acetonitrilo - agua

(65 :35), con un flujo de 1 mL/min, a temperatura ambiente y empleando el

detector de índice de refracción. Del extracto orgánico, se tomó una muestra de 1

mg que se re disolvió con acetonitrilo (CH3CN), grado analítico antes de ser

analizada. Se inyectaron 20 pl de la muestra redisuelta en el cromat ógrafo.

La respuesta de la adición del homogenado fúngíco en los cultivos en

suspensión de Psacalium peltatum se determinó en cada intervalo de tiempo de

crecimiento, considerando el promedio de tres repeticiones para cada uno.

Para comprobar que la proporcion de sesquiterpenos presentes en los

cultivos en suspensión con el homogenado no era igual que en los cultivos en

suspensión de la planta sin el homogenado füngíco. Se utilizó la desviación

estándar y el análisis de varianza (Ho: s2h = s2c Ha: s2h;l!: s2c) , considerando la

probabilidad de p<O.OI como significativa.
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6. Resultados y discusión.

Es importante mencionar que la mayoría de los experimentos con células en

suspensión de tejidos vegetales para la producción de metabolitos secundarios,

cuentan con el establecimiento de células en suspensión durante varios años. Sin

embargo con Psocaliurti peltatum debido a la falta de líneas celulares establecidas,

se llevó a cabo desde la ubicación, identificación y colecta del organismo.

6.1. Colecta del material vegetal.

La vegetación asociada con Psacalium peltatum. consistió de árboles de

juníperos (Juniperus deppeana) y de encinos (Quercus ruqosoi. En las dos

colectas que se realizaron se observó que las raíces de los encinos estuvieron

entrelazadas con las raíces de las plantas de Psacalium peltatum. lo que dificultó

en ocasiones la obtención completa de las raíces.

Figura 13. Vegetación asociada a Psacalium peltatum (A), encino Quercus rugosa
(B).

El total de material colectado fue de raíces y rizomas, así como de

organismos completos para realizar los establecimientos de los cultivos de tejidos

vegetales.
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El total de material colectado en peso seco de raices y rizomas, fue de 6.519

kg, de los cuales 4.381 kg fueron de raíz y 2.138 kg de rizoma.

Para la determinación de sesquiterpenos se realizó unicamente con el

extracto hexánico de las raíces colectadas, debido a las diferencias que se

presentaron en los desplazamientos e intensidades entre las manchas por CCF

del extracto hexánico de las raíces y del rizoma (Figura 14).

e
R, =0.40

•R, = 0 .00 -- ....----
raíz rizoma

Figura 14. Diferencias observadas en el desplazamiento (Rr) e intensidad de las
manchas de los extractos hexánicos de la raíz y el rizoma, eluidos con el sistema
hexano: acetato de etilo (9:1).

Estas diferencias en el desplazamiento de las manchas son en parte

atribuidas a las. perforaciones ocasionadas en los rizomas por el escarabajo

PhyUophaga rugosa (gallina ciega), el cual se alimenta del mismo (Figura 15).

Algunos escarabajos del género PhyUophaga.. han sido señalados como plaga

subterranea (Morón 1986; Londoño 1995; Vallejo, 1997), en varios cultivos de

importancia económica, destacando los de frijol , maiz, cebolla y hortalizas

(Londoño, 1994).
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A B

Figura 15. Perforación del rizoma (A) por el escarabajo (gallina ciega) (B).
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6.2. Fraccionamiento del extracto hexánico e identificación de los
sesquiterpenos.

La cantidad obtenida de extracto hexánico de raíces fue de 15.69 g. Del

fraccionamiento que se realizó con 6 g de muestra del extracto hexánico mediante

cromatografia de absorción en una columna abierta de gel de sílice se obtuvo un

total de 557 fracciones de 20, 50, 100 Y 200 mL, con diferentes proporciones de

disolvente (Anexo 2).

De la separación por cromatografia en columna abierta las fracciones 83,

296 Y 350, mostraron por CCF ser compuestos únicos a los cuales se les

determinó el punto de fusión y se les realizaron experimentos espectrométricos,

espectroscópicos de infrarrojo, de resonancia magnética nuclear de protón y

carbono para ser identificados y comparados con los datos ya descritos para

PsacalÚlm decotnpostium, sus estructuras están relacionadas con la maturinina y

el acetato de maturina (Romo y .Joseph-Nathan. 1964; Correa y Romo , 1966).

6.2.1. Fracción 83.

En la fracción 83, se obtuvo un sólido en forma de agujas de color amarillo

pálido. Por CCF tuvo un Re de 0.66 con el sistema de elusión hexano/acetato de

etilo (9:1) y un punto de fusión de 84-87°C.

El espectro de IR (Anexo 3 espectro 1) presentó una banda a 1680 cm-!

correspondiente al grupo aldehído del carbonilo H1, otra banda a 1616 cm-! que

se asignó a los dobles enlace (C=C) así como, la banda a 1264 cm-t que se asignó

al anillo de furano.

El espectro de EM-IE+ (Anexo 3 espectro 2), mostró un pico en mIz 254 con

una intensidad del 94%, que se asignó al íón molecular (M+) , que correspondió a

la fórmula molecular C16H140 3; así como, una señal en sxüz 237 con una

intensidad del 100 % correspondiente al pico base.
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El espectro de RMN de lH (Anexo 3 espectro 3) presentó una señal simple a

11.09 ppm, que integró para un protón de H-14 correspondiente al protón del

aldehído; la señal triple centrada a 8.27 ppm integró para un protón de H-l del

anillo aromático. con un J=7.62 y J=4.88 Hz. que se acopla con el protón de H-2.

En 7.55 ppm se observó un doblete que integró para un protón de H-12 del anillo

furánico con un J=1.34; el doblete centrado en 7.40 ppm, con un J=5.66 Hz

integró cada uno para un protón de H-2 y H-3; las señales simples a 4.29 y 2.68

ppm integraron cada una para tres protones del metoxilo en C-9 y del metilo en

C-15. así como la señal doble a 2.33 ppm que integró para tres protones del

metilo en C-13 en el anillo de furánico .

En función de los experimentos realizados. a este compuesto se le asignó la

estructura de la maturinina (4). aislado de PsacalÚlm decompositum y de

Psacalium beamanii (Correa y Romo. 1966; Pérez-Castorena y col., 2004).

13

4

6.2.2. Fracción 296.

De la fracción 296. se cristalizó un sólido en forma de agujas de color

amarillo intenso. con un punto de fusión de 85-87°C. En CCF tuvo un Re de 0.20

con el sistema de elusión hexano/acetato de etilo (9:1).

El espectro de IR (Anexo 3. espectro 4) mostró una banda a 1741 cm'

correspondiente al grupo acetilo. una banda a 1677 cm-! correspondiente a un
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grupo carbonilo del aldehído (H=O) y una banda a 1620 cm! de los dobles enlace

(C=C).

En el espectro de EM-IE+ (Anexo 3, espectro 5) se observó un un pico en mIz

312 que se asignó al ión molecular con una intensidad del 93%, que correspondió

a la fórmula molecular ClsH1605, además de la señal en mIz 226 del pico base

con una intensidad del 100 %.

Su espectro de RMN de -H (Anexo 3, espectro 6) mostró una señal simple a

11.01 ppm, que integró 1H del protón aldehídico en C-14. El triplete centrado a

8 .30 ppm integró 1H en C-3 del anillo aromático con un J=7.24 y J=2.74 Hz que

acopló con H-2. En 7.83 ppm hay una señal simple que integró 1H del H-12 del

anillo furánico; el multiplete centrado en 7.42 ppm integró 2H correspondientes a

H-2 y H-1 (J=6.97 Y J=0.74 Hz). En 5.33 ppm se observó un s íngulete, que

integró para 2H correspondientes a los hidrógenos del metileno en C-13. Las

señales simples en 4.44, 2.79 Y 2.08 ppm integraron para tres protones cada uno

correspondió al metoxilo en C-9 y a los metilos en C-15 y C-2-.

El experimento COSY (Anexo 3, espectro 7) mostró correlación de la señal de

H-3 en 8.30 ppm con la señal de H-2 y H-1 en 7.42 ppm, así como, con el

síngulete en 2.79 ppm para uno de los protones del metilo en C-15. También se

encontró correlación a larga distancia de la señal de H-12 en 7.83 ppm con la

señal simple en 5.33 ppm para uno de los protones del metileno en C-13.

El experimento DEPT (Anexo 3, espectro 8) mostró señales para cuatro

metinos (CH) en 148.94, 130.24, 124.77 Y 121.05 ppm correspondientes a C-12,

C-2, C-3 y C-1, un metileno (CH2) en 58.48 ppm para el C-13 y tres metilos (CH3)

en 61.10, 26.62 Y 21.00 ppm asignados al MeO de C-9, C-15 y C-2­

respectivamente.

Las correlaciones observadas en el experimento HETCOR (Anexo 3, espectro

9a y 9b) de las señales en 148.94, 130.24, 124.77, 121.05, 61.10, 58.48, 26.62 Y

21.00 ppm con las señales de H-12 en 7.83 ppm, H-1 en 7.43 ppm, H-2 en 7.39

ppm, H-3 en 8.30 ppm, 3H-(OMe)-9 en 4 .44 ppm, 2H-13 en 5.33 ppm, 3H-15 en
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2.79 ppm y 3H-2' en 2.08 ppm, fueron asignados de esta forma a C-12, C-1, C-2,

C-3, C-9, C-13, C-15yC-2'.

Este compuesto se identificó como acetato de maturina (5b) Correa y Romo

(1966), y la estructura fue confirmada por las señales que presentó en los

diferentes espectros de RMN y de los experimentos de correlación COSY, DEN y

HETCOR. Es conveniente aclarar que Correa y Romo (1966) obtuvieron el acetato

de maturina (5b) de Psacalium decompositum por acetilación con anhídrido

acético y piridina pero en Psacalium peltatum el compuesto se encontró en forma

natural. Además el acetato de maturina (5b) ha sido aislado de Psacalium

bewnanii (Pérez-Castorena y col., 2004); así como de varias especies de Senecio

de Sudáfrica, entre ellos a Senecio digitalifolius, Senecio lydenburgensis, y Senecio

affmis (Bohlmann y Zdero 1978b; Bohlmann y col., 1979; Bohlmann y Bapuji

1982); además de Roldana heterogama (Bohlmann y Zdero 1978a); y de Ttichiliá

cuneata (Doe y col., 2004). También se corroboró la actividad antiinflamatoria del

compuesto en el modelo de edema inducido con un porcentaje del 95.41%.

6.2.3. Fracción 350.

15
aI=O
14

5b

La revisión de la literatura mostró que los datos espectrométricos y

espectroscópicos de la fracción 350 no están descritos, por lo que su asignación

se hizo en base a sus desplazamientos químicos y con la ayuda de los

experimentos de correlación COSY y HETCOR.
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La fracción 350, se presentó como un compuesto sólido de consistencia

cerosa de color rojo intenso, al cual se le determinó el punto de fusión de 95­

98°C, Yun Re de 0.10 con el sistema de elusión hexano/acetato de etilo (9:1).

El espectro de IR (Anexo 3, espectro 10) presentó una banda a 1711 cm-!

correspondiente a un grupo ester, una banda a 1667 cm-! correspondiente al

grupo aldehído y una banda a 1607 cm-1de los dobles enlace (C=C).

El espectro de EM-IE+ (Anexo 3, espectro 11), tiene una señal en miz 356

con una intensidad del 20% que se asignó al ión molecular (M+), que correspondió

a la fórmula molecular de C21H2405. así como la señal en miz 57 con intensidad

del 100 % que correspondió al pico base.

El espectro de RMN de -H (Anexo 3, espectro 12), mostró una señal simple a

7.59 ppm, que integró lH de H-12, dos señales dobles centradas en 6.95 y 6.00

ppm que integraron para un protón de H-l y H-3', así como el triplete centrado

en 5.90 ppm que integró para un protón de H-2. En 5.56 ppm se encontró un

doblete centrado que integró para dos protones de H-14, en 4.83 ppm se observó

un síngulete que integró para 2H de H-13. En 4.13 ppm se presentó una señal

simple que integró para 3H del metoxilo (O-CH3), en C-9, un triplete en 3.44 ppm

que integró para lH de H-4, un multiplete en 2.30 ppm que integró para 2H de

H-3. En 1.95 ppm se observó una señal doble de dobles que integró para 3H del

metilo en C-5' así como dos señales simples en 1.85 y 1.25 ppm que integraron

para 3H de los metilos en C-4' y C-15.

El experimento DEPT (Anexo 3, espectro 13) mostró señales para cuatro

metinos (CH) en 143.98, 138.44, 125.31 , 121.01 Y 27.99 ppm correspondientes a

C12, C3', C2, Cl y C4, tres metilenos (CH2) en 59.85,56.06 Y 29.67 ppm para el

C-14, C-13 y C-3 así como cuatro metilos (CH3) en 60.84, 20.59, 20.59 Y 15.78

ppm asignados a (OCH3) en C-9, C-15, C-4' y C-5' .

Por último las correlaciones obseIVadas en el experimento HETCOR (Anexo

3, espectro 14) de las señales en 143.98, 138.44, 125.31, 121.01, 27.99, 59.85,
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56.06,29.67, 60.84, 20.59, 20.59 Y 15.78 ppm con las señales de H-12 en 7.59

ppm, H-1 en 6.95 ppm, H-3- en 6.00 ppm, H-2 en 5.90 ppm, 2H-14 en 5.56 ppm,

2H-13 en 4.83 ppm, C-9 en 4.13 ppm, H-4 en 3.44 ppm, 2H-3 en 2.30 ppm, 3H­

5- en 1.95 ppm, 3H-4- en 1.85 ppm y 3H-15 en 1.25 ppm, fueron asignados a C­

12, C-3-, C-2, C-1, C-9, C-14, C-13, C-3, C-4, C-4-, C-15, y C-5-.

OH

13

O

\
4\.~C=O

r~#

8

15

3

En base a los resultados obtenidos, a este compuesto se le asignó la

estructura (8) denominada Angelato de 3,4-dehidro-14-maturlnol, no descrito

hasta el momento, ni reportado su aislamiento como producto natural.

o-ca,
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6.S. Cultivos de callo.

6.S.1. Explantes de hojas.

El mejor explante para la obtención del callo fue de hojas jóvenes con un

diámetro inferior de 10 cm, sin daño foliar y completamente formadas. El tamaño

y número de las hojas se logró mediante las fertilizaciones y las condiciones de

invernadero durante 25 días (Figura 16). El resultado obtenido, coincide con lo

mencionado por Smith (2000), respecto a la utilización de fertilización y

condiciones de invernadero para los diferentes tejidos foliares, los cuales

favorecen los procesos de desinfección y los establecimientos de los cultivos in

vitro.

Figura 16. Plantas de Psocalium peltatum en condiciones de invernadero para la
obtención de hojas jóvenes, que sirvieron de explantes para los cultivos de callo.

Las hojas con un diámetro superior a los 10 cm no fueron apropiadas para

ser empleadas como explantes, debido a la rápida oxidación y bajo contenido de

callo que presentaron. Torres (1988) , refiere que las partes viejas de las plantas

no son apropiadas para ser empleadas como explantes por un bajo o nulo

contenido de células meristemáticas, a diferencia de las hojas o partes jóvenes.
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6.3.2. Inducción del cultivo de callo.

El proceso de inducción para la formación de callo con el medio de cultivo

MSC 1, favoreció la formaci ón de dos tipos de callo. El callo de color gris obscuro

(negro) , duro y poco friable y el callo de color verde claro (blanco) suave y friable

que se obtuvo después de varios subcultivos (Figura 17).

A B

Figura 17. Cultivos de callo negro (A) y blanco (B) obtenidos del explante de hoja
de Psacalium peltatum en medio de cultivo MSC l .

El crecimiento característico en los cultivos del callo negro y blanco mostró

un máximo desarrollo a los 6 días sin observar la etapa de adaptación

característica en la mayoría de los cultivos celulares, en la cual la biomasa no

aumenta y presenta una disminución respecto a la cantidad inoculada, debido a

que las células se preparan para entrar en mitosis, activando toda la maquinaria

energética y enzimática para la multiplicación celular (Spencer y Rhodes, 1993).

Por esta razón, en ambos cultivos se observó una rápida disminución del peso

seco a los 12 días. En especial en elcultívo del callo negro con una cantidad de

biomasa promedio superior en tres cifras a la cantidad inoculada. En el caso del

callo blanco la recuperación de biomasa promedio fue semejante a la del sexto

día. (Figura 18).

La biomasa máxima obtenida en peso seco del callo negro fue de 55 gL-IY de

42 gL-I para el callo blanco. Los tiempos de duplicación en que la biomasa

completó un ciclo de división celular, fueron de 30 y 16 días respectivamente.
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Además de presentar un porcentaje en acumulación de líquido intercelular (L.!.

%) en el callo negro y blanco del 68 y 72 % (Tabla 4).

Callo8lanco Callo Negro
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Figura 18. Cinéticas de crecimiento de los cultivos de callo negro y blanco en
medio MSCl. (n=4) ± desviación, error estandar (SD, SE); promedio (M) (p <
0 .001).

Tabla 4. Parámetros e índice de crecimiento de los cultivos de callo negro (CN) y
blanco (CB).

Tipo de

callo

CN

CB

Biomasa máxima en

peso seco (gL-l )*

55±3.42

42±3.49

Velocidad

específica de

crecimiento.

P(d-1) **

0 .022

0.044

Tiempo de

duplicación (días).

30

16

L.I %. ***

68

72

*Se muestra el valor promedio, con el error estandar; ** Valor obtenido de la
regresión lineal de las cinéticas de crecimiento; *** Valor obtenido de la diferencia
entre peso seco y fresco.

Estos resultados muestran en el callo negro incrementó la biomasa en un

tiempo de duplicación más largo, sin la acumulación considerable de líquido

intracelular que se observó en el cultivo del callo blanco. En el callo blanco se

considera una variación en la disminución de biomasa e incremento en la

acumulación de líquidos intracelulares, debido a un cambio osmótico en los
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gradientes de difusión de algunas sales disueltas del medio de cultivo utilizado y

el tejido vegetal obtenido (Píerík, 1997).

Además, sólo se obtuvo la biomasa necesaria del cultivo de callo negro para

realizar unicamente el primer establecimiento de los cultivos de células en

suspensión a díferencía de la biomasa obtenida del cultivo del callo blanco, que

permitió obtener las cantidades de biomasa necesaria para realizar las demás

evaluaciones.

6 .3.3. ProHferación del cultivo de callo.

El cultivo de callo blanco presentó una oxidación constante en los diferentes

subcultivos. Debido a eso, se realizó una modificación en el medio de cultivo con

la disminución en la concentración de nitratos de 39 mM a 19.5 mM, que

favoreció un rápido crecimiento y evitó la oxidación del cultivo. Park y col., (1999)

refieren que el crecimiento celular en los cultivos para la obtención de berberina,

se incrementó cuando disminuyó la cantidad de nitratos de 80 mM a 40 mM. El

medio de cultivo obtenido fue el MSC2.

Además de la modificación en la concentración de nitratos del medio de

cultivo, se incremento el intervalo de tiempo de incubación durante 25 días.

Con este medio de cultivo modificado se obtuvo el incremento de biomasa en

forma exponencial a diferencia del medio de cultivo MSC 1 (Figura 19), el cual

presentó una pérdida de biomasa para el día 15. El medio de cultivo MSC2

conservó un crecimiento constante y una proliferación del cultivo del callo blanco

a través de los diferentes subcultivos. Sin embargo, en ambos medios de cultivo

se observó un aumento en la acumulación de líquido intracelular del 68 y 72% a

un 94%, en comparación con los cultivos en el intervalo de tiempo de 18 días

(Tabla 4 y 5). Debido a esto, los cultivos de callo blanco en medio MSC 1 y MSC2

mostraron un incremento para incorporar más líquidos que formación de

biomasa.
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Figura 19. Curvas de crecimiento del callo blanco en medio MSC 1 y MSC2.
(n=4) ± desviación, error estandar (SD, SE) ; promedio (M) (p < 0 .001).

Tabla 5. Parámetros e índice de crecimiento del cultivo de callo blanco (CB) en
medio MSCl y MSC2.

Tipo de

callo

MSC1

MSC2

Biomasa máxima en

peso seco (gL- l )*

9.58

9 .66

Velocidad

específica de

crecimiento.

P{d-1) **

0.0410

0 .0372

Tiempo de

duplicación (días) .

17

18

L.!. %. ***

. 94.3

94.2

*Se muestra el valor promedio; ** Valor obtenido de la regresión lineal de las
cinéticas de crecimiento; *** Valor obtenido de la diferencia entre peso seco y
fresco.
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6.4. Cultivos de células en suspensión.

6.4.1. Primer establecimiento de los cultivos de células en suspensión.

El primer establecimiento de los cultivos de células en suspensión se realizó

con los dos cultivos de callo, los callos de color negro y blanco al sexto día del

subcultivo en medio MSC l. Los cultivos nodriza con medio líquido se inocularon

con 4 g de callo por matraz. Después de una semana en agitación orbital se

subcultivaron los cultivos nodriza con una alícuota de 10 mL por cada matraz de

125 mL.

El incrementó de biomasa fue constante en el cultivo del callo negro, hasta

el septimo día, no así en el cultivo del callo blanco que disminuyó su biomasa a

partir del tercer día (Figura 20) .

OitilO en suspensiOO del~ bIirol Ct.dtiw en suspensión del callo negro.

1.4 2.6

1.2 g2.2
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::J
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Figura 20. Cinética de crecimiento en peso seco de los cultivos en suspensión del
callo blanco y negro en medio de cultivo MSC l. (n=4) ± desviación, error estandar
(SD, SE); promedio (M) (p < 0.005).

El comportamiento que presentó el cultivo de callo blanco, probablemente se

debe a la sensibilidad del mismo al estrés generado por la agitación y aireación

del matraz, a diferencia del comportamiento que se presentó en el cultivo sólido,
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10 que aceleró su envejecimiento. Esto coincide con 10 encontrado por Tanaka

(1981) en un estudio similar. Esta diferencia no se observó en el cultivo del callo

negro, el cual presentó un ciclo de duplicación más corto de 6 días en

comparación del cultivo del callo blanco de 16 días (Tabla 6).

Tabla 6. Parámetros e índice de crecimiento de los cultivo en suspensión del callo
blanco (CB) y negro (CN) en medio MSCl.

Cultivo Biomasa máxima en Velocidad específica de Tiempo de duplicación

peso seco (gL-I )* crecimiento. (días).

P(d-l ) **

CB 0.89 0.0437 16

CN 2.59 0.1350 6.69

*Se muestra el valor promedio; ** Valor obtenido de la regresión lineal de las
cinéticas de crecimiento.

6.4.2. Segundo establecimiento de los cultivos de células en suspensión.

La evaluación para el segundo establecimiento del cultivo de células en

suspensión fue con el callo blanco, después del sexto día del subcultivo en medio

sólido MSC2 y evaluando dos intervalos de tiempo, de 12 y 23 días. Utilizando los

medios de cultivo líquidos MSC2 y MSB .

Se utilizó la misma composición química del medio de cultivo sólido MSC2

para el medio de cultivo líquido excepto por la adición del agente solidificante,

considerando que el crecimiento fuera semejante.

El medio de cultivo MSB, se empleó en forma similar como 10 realizó Dixon

(1991) para el incrementó de biomasa en los cultivos en suspensión de la planta

Catharanthus roseus, con el aumento en la cantidad de sacarosa al medio de

cultivo del 3 al 5 %, así como por la sustitución de la auxina 2,4 D por AIA.

La biomasa máxima obtenida en peso seco fue de 8.95 y 9.17 gL-l entre el

séptimo y noveno día para cada uno de los medios de cultivo utilizados, con el

mismo intervalo de tiempo (Figura 21, A YB) .
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Cuando en el medio de cultivo MSB se incrementó el intervalo de tiempo de

12 a 23 días, la biomasa acumulada disminuyó a 6 .78 gL- l, este valor fue inferior

al obtenido cuando se evaluó el crecimiento celular durante 12 días y el tiempo

de duplicación se incrementó a 5 días (Figura 21, By C; Tabla 7).
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Figura 21. Cinética de crecimiento en peso seco del cultivo en suspensión del
callo blanco en medio de cultivo MSC2 (A) Y MSB (B,C). A 12 (B) Y23 (C) días con
el medio de cultivo MSB. (n=4) ± desviación, error estandar (SD, SE); promedio
(M) (p < 0.005).
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Tabla 7. Parámetros e índice de crecimiento del cultivo en suspensión de callo
blanco (CB) en medio MSC2 y MSB.

Cultivo Tiempo de Biomasa máxima en Velocidad Tiempo de

crecimiento peso seco (gL-I )* específica de duplicación

crecimiento. (días).

P(d-l ) **

MSC2 12 8.95 0.7634 0.90

MSB 12 9.17 0.7940 0 .87

MSB 23 6.78 0.1315 5.27

"Valor promedio de 4 repeticiones. **Valor obtenido de la regresión lineal de las
cinéticas de crecimiento.

Estos resultados muestran que el medio de cultivo MSB con un tiempo de

crecimiento de 12 días, favoreció el aumento de biomasa en los cultivos de células

en suspensión a diferencia del medio de cultivo MSC2 utilizado para la

proliferación de callo blanco así como el medio de cultivo MSB con un intervalo

de crecimiento de 23 días.

Se considera que este incremento de biomasa fue atribuido por las

modificaciones que se realizaron en el medio de cultivo con el incrementó de

sacarosa y la sustitución de la auxina 2,4 D, como lo realizó Dixon (1991) en los

cultivos en suspensión de Catharanthus roseus.

También la sustitución de la auxina 2,4 D se realizó por considerarse

fitotóxica en altas concentraciones, induciendo la muerte de los cultivos por la

formación e incremento de fenoles (George y Sherrington, 1984), además de su

capacidad inhibitoria para la producción de metabolitos secundarios (Dixon,

1991) y por las mutaciones que se presentan en la membrana del núcleo de las

células durante el cultivo, las cuales generalmente se incrementan conforme

aumenta la edad del cultivo (Burbídge y col. , 1993).
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6.5. Cinéticas de crecimiento por adición del homogenado.

Para la inducción de sesquiterpenos con la adición del homogenado se

evaluaron los medios utilizados en el establecimiento de los cultivos en

suspensión con dos intervalos de tiempo de 5 y 14 días. Asimismo se utilizó el

medio de cultivo B5, utilizado en los cultivos celulares de Thalictrum rugosum y de

Catharanthus roseus para la formación de berbeIina y serpentina (Funk y col. ,

1987; Dixon, 1991).

En el medio de cultivo MSC2 se realizó un muestreo diario y aleatorio

durante 5 y 14 días. Los crecimientos de los cultivos en medio MSC2 durante 5

días, con y sin la adición del homogenado presentaron una disminución en

biomasa durante las primeras 24 horas, posteriores a la inoculación. El

incremento de biomasa se observó después del primer y segundo día

respectivamente (Figura 22).

Debe considerarse que este periodo de disminución en biomasa para el

cultivo en suspensión sin la adición del homogenado, se debió a la etapa de

adecuación de las células al medio de cultivo utilizado, a diferencia del cultivo en

suspensión con el homogenado, que presentó un rápido incremento de biomasa

al tercer día, pero que no superó a la cantidad inoculada al principio de la

cinética. Se presupone, que la capacidad de respuesta a nivel de la pared celular,

por la presencia del elicitor, favoreció la oxidación y muerte celular del cultivo de

células en suspensión. Lo cual demuestra que los factores de transcripción y

traducción de genes para la producción de compuestos, como la enzimas

quitinasas u otros metabolitos secundarios, no fueron estimulados

suficientemente (Hahlbrock y col. , 2003) .
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Figura 22. Cinética de crecimiento en peso seco del cultivo en suspensión del
callo blanco en medio de cultivo MSC2, durante 5 días, sin y con la adición del
homogenado de Aspergillus niger. (n=4) ± desviación, error estandar (SD, SE);
promedio (M) (p < 0 .005).

En relación al muestreo aleatorio durante 14 días con el medio MSC2 se

observó en el cultivo con el homogenado, una disminución de biomasa más

rápida después del sexto día, a diferencia del cultivo sin el homogenado. Se

considera que este cambio estuvo ocasionado por la presencia del homogenado lo

cual contribuyó al incremento de biomasa hasta el día 14 (Figura 23).
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Figura 23. Cinética de crecimiento en peso seco del cultivo en suspensión del
callo blanco en medio de cultivo MSC2, durante 14 días, sin y con la adición del
homogenado de Aspergillus niger. (n=4) ) ± desviación, error estandar (SD, SE);
promedio (M) (p < 0 .005).
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En relación a los cultivos de células en suspensión con medio de cultivo

MSB durante 14 días, la influencia del homogenado sobre el cultivo no se observó

tan drástica como en los cultivo con el medio MSC2, además de presentar una

etapa estacionaria muy amplia (Figura 24), que no fue observada en los

anteriores cultivos, 10 cual favorecería la producción y acumulación de los

metabolitos secundarios (Shuler y Kargt, 1992; Spencer y Rhodes, 1993).

Clnética de crecimiento durante 14días, sin homogenado, en meálO MS8.
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Figura 24. Cinética de crecimiento en peso seco del cultivo en suspensíón del
callo blanco en medio de cultivo MSB, durante 14 días, sin y con la adición del
homogenado de Aspergillus niger. (n=4) ± desviación, error estandar (SD, SE);
promedio (M) (p < 0.005).

Finalmente, cuando se utilizó el medio de cultivo B5 con el homogenado, se

observó una disminución en biomasa inferior a 10 obtenido en los medios MSC2 y

MSB, con un tiempo de duplicación muy rápido y un periodo continuo de

adecuación de las células al medio de cultivo. Con el medio de cultivo B5 sin el

homogenado, se observó un crecimiento exponencial en el cultivo, que contribuyó

a un incremento de la biomasa superior a los cultivos MSC2 Y MSB (Figura 25;

Tabla 8). Este incremento de biomasa puede estar atribuido por el aumento en la

concentración de vitaminas R2 y fitorreguladores (Anexo l.b) que estimularon el

crecimiento celular.
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Figura 25. Cinética de crecimiento en peso seco del cultivo en suspensión del
callo blanco en medio de cultivo B5, durante 14 días, sin y con la adición del
homogenado de Aspergillus niger. (n=4) ± desviación, error estandar (SD, SE);
promedio (M) (p < 0.005).

Tabla 8. Parámetros e índice de crecimiento del cultivo en suspensión de
callo blanco (CB) en medio MSC2, MSB y B5 con y sin el homogenado.

Sin Homogenado Con Homogenado

Medio T.ind.* Biomax.** P(d-l)*** Td **** Biomax.** P(d-1)*** Td

MSC2 5 1.405 0.126 5.5 1.022 0.087 7.96

MSC2 14 9.16 0.0513 14 7.3 0 .041 17

MSB 14 11.76 0 .0849 9 10.41 0.0543 14

B5 14 12.7 0.07 9.9 6.63 0.010 6.93

T. ind: Tiempo de inducción; **Biomax: Biomasa máxima en peso seco (gL-l); *** p{d-1) :

Velocidad específica de crecimiento, valor obtenido de la regresión lineal de las cinéticas
de crecimiento; **** Td: Tiempo de duplicación en días.
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6.6. Determinación y cuantificación de sesquiterpenos.

La determinación de los compuestos sesquiterpénicos por CCF, se realizó

en los cultivos de callo blanco y negro así como en los cultivos de células en

suspensión con los medios de cultivo MSC 1, MSC2 y MSB, no detectándose

ningún compuesto de los analizados en el extracto hexánico de raíces. Sin

embargo, en el medio de cultivo B5 con la adición del homogenado de Aspergilb.ls

niqer, sólo se observó el acetato de maturina (Figura 26).

1

M AM ANG H SH
·1
I

Figura. 26. Diferencias en Re del sesquiterpeno identificado en el cultivo celular
con el homogenado (H). Con un sistema de elusión hexano: acetato de etilo (7:3).
Maturinina (M), acetato de maturina (AM), angelato de 3-4 dehidro-14-maturinol
(ANG) y cultivo celular sin el homogenado (SH).

Por lo anterior, se realizó la determinación y cuantificación de

sesquiterpenos en el material vegetal por HPLC en base a una curva de

calibración para cada uno de los sesquiterpenos obtenidos. Los tiempos de

retención para cada uno de los compuestos fueron de 5.642, 4.622 Y 3.171

minutos (Figura 27).
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Figura 27. Perfil cromatográñco obtenido para la maturinina, el acetato de
maturtna (maturtna) y el angelato de 3-4 dehidro 14-maturtnol (angelito).

En los diferentes cultivos in oitro, los rendimientos para cada uno de los

compuestos fueron de 0.0006 - 1.083 PS gL-I para la maturinina (4), 0.0008 ­

0.85 PS gL-I para el acetato de maturtna (5b) y de 0.0002 - 0.28 PS gL-I para el

angelato de 3-4 dehidro-14-maturinol (8).

Comparando el rendimiento obtenido del extracto hexánico del total de

raíces colectadas (raíz in vivo) con el cultivo de callo blanco en medio MSC2 y de

los cultivos de células en suspensión con y sin el homogenado se observó que la

cantidad obtenida de la maturinina y el acetato de maturtna fueron superiores a

lo obtenido en la raíz in vivo. No obstante el rendimiento obtenido para el

compuesto del angelato de 3-4 dehidro-14-maturinol en el cultivo de callo blanco

en medio MSC2 y en el de las células en suspensión con la adición del

homogenado fueron inferior a lo obtenido del extracto hexáníco de raíz, excepto

por el rendimiento obtenido del cultivo de células en suspensión sin el

homogenado (Tabla 9).
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Tabla 9. Rendimiento en peso seco de cada uno de los diferentes cultivos in
vitro y de la raíz in vivo.

Cultivo / Compuesto Raíz in vivo Callo blanco Células en Células en

PSg en medio suspensión (B5) suspensión (B5)

MSC2 sin homogenado con homogenado

PS gL-I PSgL-I PS* gL-I

Maturinina 0 .0469 0.06 1.083 0 .486

Acetato de maturina 0 .0704 0 .85 0 .2407 0 .810

Angelato de 3-4 0 .0352 0 .002 0.288 0 .016

dehidro-14-maturinol

*PS: Peso seco.

En estudios con alcaloides como la N,N-dimetiltriptamina (DMn obtenido

de la corteza de Mimosa tenuiflora (tepescohuite) se observó que el porcentaje

obtenido mediante cultivos in vitro de callo fue cercano a lo obtenido en la planta,

demostrando la capacidad biosíntética del cultivo para el compuesto (Villarreal y

col., 1993).

En relación a la síntesis de metabolitos secundarios, se refiere que la

síntesis de compuestos secundarios se observa en la etapa estacionaria y no en la

de crecimiento exponencial (Quintero, 1990) . Sin embargo, en los cultivos de

células en suspensión con el medio B5 la acumulación de los .díferentes

compuestos se presentó después del máximo crecimiento, en una etapa de

desaceleración. En especial del acetato de maturina, el cual se incrementó por la

adición del homogenado, no así del angelato de 3-4 dehidro-14-maturinol que se

observó disminuida su concentración cuando fue adicionado el homogenado

(Figura 28).

La relación teórica refiere que la síntesis de metabolitos secundarios se

lleva a cabo en la etapa estacionaria (Payne y col., 1992; Shuler y Kargí, 1992;

Spencer y Rhodes, 1993) no obstante, hay ocasiones que la síntesis se produce

desde el inicio del crecimiento (Mantell y Smith, 1983; Park y Choí, 1999).
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Sesquiterpenos obtenidos. sin la
adición del homogenado (B5).

Sesquiterpenos obtenidos. con la
adición del homogenado (B5H).
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Figura 28. Cinética de crecimiento y acumulación de los sesquiterpenos, en los
cultivos en suspensión sin el homogenado (B5) y con el homogenado (B5H), en
medio de cultivo B5. Maturinina (M) , acetato de maturina (AM) y angelato de 3-4
dehidro-14-maturinol (ANG) .

En esta investigación, la adición del homogenado favoreció la producción

del acetato de maturina de 0.24 gL-1 a 0.81 gL-1, no así de la maturinina y el

angelato de 3-4 dehidro 14-maturinol.

Esto demuestra que la elicitación como una estrategia para la producción

de compuestos secundarios es un proceso factible (Brooks y Watson, 1991; Reil y

Berger, 1996; Sudha y Ravishankar, 2002; HahIbrock y col. 2003) . Además del

empleo del homogenado en una concentración de 30 mg/L de cultivo celular,

semejante concentración utilizada del homogenado en los experimentos de Reil y

Berger (1996) con la planta de perejil (PetToselúlUm crispurri).
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7. Conclusiones.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, se puede concluir

lo siguiente:

1. Purificación e identificación de los sesquiterpenos maturinina (4), acetato

de maturina (5b) y angelato de 3-4 dehidro-14-maturinol (8) del extracto

hexánico de las raíces de Psacalium peltatum Los sesquiterpenos

maturinina y el acetato de maturina, estaban ya descritos para Psacalium

decompositum

2. El acetato de maturina presentó actividad antiinflamatoria con un

porcentaje de inhibición del 95.41%.

3. El 3-4 dehidro-14-maturinol, se presentó como una nueva estructura

química que no había sido descrita.

4. Obtención de dos cultivos de callo, el de color negro y blanco mediante el

medio de cultivo MSC 1, empleando como explante hojas jóvenes.

5 . Proliferación del cultivo de callo blanco mediante el medio de cultivo

MSC2, modificado en la concentración de nitratos de 39 mM a 19.5 mM.

6. Establecimiento y proliferación del cultivo de células en suspensión del

callo blanco mediante el medio de cultivo MSB en un intervalo de

crecimiento de 12 y 14 días.

7. Proliferación de los cultivos de células en suspensión del callo blanco con

la adición del homogenado en medio MSB en un intervalo de crecimiento

de 14 días.

8. No se identificó ningún sesquiterpeno mediante CCF en los cultivos de

callo blanco y negro con medio MSC 1 y en los cultivos de células en

suspensión con los medios de cultivo MSC 1. MSC2 Y MSB adicionados con

el homogenado de Aspergillus niger.

9. Identificación de los sesquiterpenos mediante HPLC en el cultivo de callo

blanco con medio MSC2 y en el cultivo de células en suspensión en medio

de cultivo B5 con y sin la adición del homogenado.

ESTA TESIS NOS~
OE LA BIBIJOTECA
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10. Concentración obtenida del acetato de maturina y de la maturinina en los

cultivos de callo blanco en medio MSC2 y en los cultivos de células en

suspensión superior a 10 obtenido de las raíces in vivo.

11.Concentración obtenida del angelato de 3-4 dehidro-14-maturinol de las

raíces in vivo superior a lo obtenido en el cultivo de callo blanco en medio

MSC2 y del cultivo de células en suspensión con la adición del

homogenado de Aspergillus niger.

12.Incremento en la concentración del acetato de maturina de 0.2407 a 0.810

PS gL-l en los cultivos de células en suspensión con la adición del

homogenado de Aspergillus niger.

13.Disminución en la concentración de la maturinina y del angelato de 3-4

dehidro-14-maturinol en los cultivos de células en suspensión con la

adición del homogenado de AspergWus niger.
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8. Perspectivas.

Considerando que no existen reportes del establecimiento de los cultivos in:

vitro para la producción de sesquiterpenos de interés farmacológico en las

especies que comprenden el complejo matarique, entonces las perspectivas que a

futuro se plantean realizar en relación con el presente trabajo de investigación

son:

En relación a Psacalium peltatum:

a) Alcanzar incrementos mayores en la producción del sesquiterpeno de

Interés farmacológico obtenido de manera constante y en cantidad

suficiente en los cultivos en suspensión de PsacalÚlm peltatum, utilizando

además del homogenado de Aspergillus niger otros homogenados fúngícos

y la modificación en el tipo y concentración de fitorreguladores y

componentes de los medios de cultivo seleccionados.

b) Una vez optimizadas las condiciones de crecimiento y de producción de los

sesquiterpenos en los cultivos de células en suspensión de Psacalium.

peltatum, entonces se podría considerar la posibilidad de escalar la

producción empleando los bioreactores con capacidad de 1 ó 10 L.

En relación a las especies asociadas del complejo matarique:

a) Realizar la identificación, purificación y evaluación del rendimiento del

sesquiterpeno de interés farmacológico identificado en PsacalÚlm peltatum

con las especies asociadas del complejo matarique.

b) Iniciar el establecimiento de los cultivos de callo y de células en

suspensión de las especies asociadas del complejo matarique, analizando

el contenido del sesquiterpeno de interés farmacológico mediante la

adición de inductores bióticos como los homogenados de hongos.
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