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RESUMEN

El género Prosopis contempla todas las plantas conocidas como mezquite o
algarrobo en Sudamérica. Asi mismo, cuando se habla de goma de mezquite, se
entiende que esta goma puede provenir de cualquiera de las especies de
mezquite hasta ahora estudiadas en este sentido. La mayoria de los trabajos se
enfocan en conocer la composicidén quimica de la goma y solo algunos en el
estudio del proceso bioquimico y fisiologico de la gomosis o bien del
comportamiento fisicoquimico o reolégico de la goma. Este ultimo aspecto es de
suma importancia, ya que la aplicabilidad y uso comercial de estas gomas
descansa precisamente en estas caracteristicas. Las gomas se utilizan
ampliamente en la industria alimentaria para controlar las propiedades reoldgicas
de muchos productos. Dentro de este contexto a nivel nacional los arboles de
mezquite juegan un papel importante como un recurso de las extensas zonas
aridas del pais. Dichos arboles producen un exudado conocido como goma de
mezquite. Los estudios realizados a esta goma indican que tiene una composicion
semejante y un comportamiento reoldgico similares a la goma arabiga, de ahi que
sea susceptible su utilizacion en la industria alimenticia como una alternativa mas
econdmica. La finalidad del presente trabajo es la de apoyar y sustentar la
iniciativa de sustituir el uso de goma arabiga por el de goma de mezquite. Se
establecieron las condiciones para la produccion de goma de mezquite en cultivos
in vitro, utilizando microorganismos (Aspergillus nidulans y Pseudomonas
pseudoalcaligenes), condiciones de incubacion drasticas (temperaturas por arriba
de los 35°C, ausencia de iluminacion), e incisiones aplicadas a los explantes,
como factores estresante e inductores de la gomosis. Resultando factible
implementar las metodologias utilizadas para promover la sintesis de fitoalexinas,
en el estudio y la produccion de una goma vegetal in vitro. También se realizaron
algunas pruebas con el fin de identificar de manera indirecta la goma producida. Al
encontrar concentraciones de azucares y de proteinas muy similares a las
registradas por la goma de mezquite y siendo positivos los resultados obtenidos
en los ensayos de identidad para la goma producida in vitro, ademas de presentar

un perfil cromatografico muy similar al de las gomas de mezquite y arabiga. Se



puede afirmar, aunque no de manera concluyente, que la identidad quimica del

exudado producido es la de una goma vegetal.



INTRODUCCION

Cultivo de tejidos vegetales

El concepto de cultivo de tejidos o propagacion in vitro (del latin vidrio) abarca
tanto el cultivo aséptico de tejidos como de células y 6rganos. Se le llama in vitro
debido a que se cultiva en recipientes de vidrio o plastico transparente. Esta
técnica consiste en cultivar un inéculo con potencialidad de diferenciacién bajo
condiciones asépticas en presencia de una dieta balanceada de nutrientes y
hormonas. Esta capacidad de regenerar no solamente tejidos y érganos, sino
también una planta entera es unica en plantas, no puede encontrarse un
fendmeno similar en animales superiores. El cultivo de tejidos se define como un
conjunto de técnicas con las cuales se puede ejercer un control relativo sobre los
procesos morfogenéticos, fisioldgicos y bioquimicos que se llevan a cabo en los
tejidos bajo estudio (Abdelnour y Vincent, 1994). El cultivo de tejidos vegetales se
utiliza a menudo como un sistema “modelo” para el estudio de aspectos
fisiologicos, bioquimicos, genéticos y estructurales de las plantas. Las técnicas del
cultivo de tejidos vegetales son también un campo que ofrece grandes
perspectivas a los paises en desarrollo, gracias a su gran potencial como un
medio de propagacion de cultivos econdmicamente importantes o de cultivos con
un potencial a futuro sobre bases o fines econémicos. Lo anterior deriva, de las
diversas ventajas que ofrecen tales técnicas, entre las cuales destacan en primer
término, el gran numero de plantulas que pueden ser obtenidas a partir de un solo

explante, por otro lado también es posible mediante el empleo de estas técnicas



obtener o generar plantas resistentes a enfermedades, plagas, herbicidas, y en
general a diferentes condiciones de estrés medioambientales, asi como plantas
con un incremento en su productividad, otra ventaja es el hecho de poder trabajar
en la micropropagacion durante todo el afio, independientemente de las
condiciones ambientales, si se cuenta con un adecuado numero de plantas madre.
Por ultimo una alternativa que cada dia cobra mayor relevancia, la conservacion
de germoplasma empleando técnicas contempladas en la biotecnologia vegetal
(Evans y Flick, 1981; Gautheret, 1985; Robert y Loyola, 1985; Ochoa, 1985;
Torres, 1989; Abdelnour y Vincent, 1994).

El éxito del cultivo de tejidos vegetales esta fuertemente influenciado por la
composicion quimica de los medios de cultivo utilizados, y otros factores
ambientales. En general, los medios de cultivo se encuentran constituidos por los
siguientes componentes: 1) sales inorganicas (macronutrientes y micronutrientes),
2) vitaminas, 3) reguladores de crecimiento vegetal, 4) aminoacidos, 5)
carbohidratos, 6) agua, 7) agentes solidificantes y 8) suplementos no definidos
(Lépez, 1985).

De acuerdo al material vegetal usado, suele dividirse la técnica de cultivo de
tejidos en cinco clases: 1) cultivo de callos, 2) cultivo de células en suspension, 3)
cultivo de érganos, 4) cultivo de meristemos y morfogénesis para el propdsito de
propagacion y 5) cultivo de protoplastos (Gamborg y Shyluk, 1981, citado en
Moya, 1992).

Para cultivar células, tejidos u 6rganos in vitro se siguen tres principios basicos: 1)
la parte vegetal o explante debe ser aislada del resto del cuerpo de la planta, 2) el

explante debe ser colocado en un medio ambiente apropiado a través de medios



de cultivo sintéticos y condiciones de incubacion adecuados y 3) debe mantenerse

en condiciones de asepsia (Moya, 1992).

Interaccién planta-microorganismo

Las plantas superiores estan expuestas al ataque de un gran numero de
microorganismos (virus, bacterias y hongos) potencialmente patogenos; sin
embargo, la mayoria son incapaces de atacar con éxito a las plantas debido a los
mecanismos de defensa que poseen éstas. También las plantas presentan
diversas respuestas de defensa a factores de estrés, por ejemplo, sintesis de
moléculas fotoprotectoras por niveles altos de radiacién solar o luz UV; formacion
de barreras protectoras externas con polimeros como lignina y gomas ante el
ataque de depredadores; sintesis de compuestos fendlicos por bajos niveles de
nitrégeno, fosforo o hierro en el suelo o como respuesta alelopatica entre plantas y
sintesis de compuestos antimicrobianos como las fitoalexinas ante el ataque de
hongos y bacterias (figura 1). Los compuestos provenientes de las plantas se han
clasificado para su estudio, en metabolitos primarios y secundarios; los primeros
son metabolitos esenciales para el crecimiento y reproduccion de la planta; los
segundos son aquellos compuestos no esenciales para la sobre vivencia de las
plantas, pero que frecuentemente tienen una funcion ecoldgica importante,
muchos de ellos constituyen mecanismos de defensa contra infecciones virales,
bacterianas y fungicas; ademas son atrayentes de polinizadores y algunos de ellos
son de gran utilidad en taxonomia vegetal (Azcon y Talon, 1993; Dixon y Paiva,

1995; Salisbury y Ross, 1994).
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Figura 1. Resumen de los diferentes tipos de metabolitos secundarios inducidos en plantas por
varios factores estresantes, tanto biéticos como abiéticos.

La gomosis es un fendmeno poco difundido en el reino vegetal, mediante el cual
las plantas responden a los diferentes tipos de estrés ambientales. Existen
diferentes opiniones en lo que respecta al mecanismo fisioldgico de la formacion
de las gomas. En algunos casos puede ser sencillamente la exudacion y
desecacion por heridas producidas accidentalmente o deliberadamente, y con esta
exudacion la naturaleza protege esas heridas. Algunos investigadores sostienen

que es un proceso patolégico, ya que la gomosis, 0 sea el proceso de



degeneracién de la célula es mas rapida en las superficies heridas que estan
expuestas a la infeccion por bacterias, hongos y parasitos. Otros trabajos sugieren
que las gomas se almacenan en depdsitos colocados en las raices y tallos de
algunas plantas, y cuando se acumulan en gran cantidad, rompen los tejidos y
salen al exterior (Braverman, 1980; Hill, F.A., 1965; Koslowski y Kramer, 1979;

Ruiz, et al., 1950).

Gomas vegetales

Las gomas verdaderas se forman como resultado de la desintegracion de tejidos
internos, en especial de la descomposicion de la celulosa por un proceso conocido
con el nombre de gomosis. Las gomas contienen una gran cantidad de
carbohidratos y estan intimamente relacionados con las pectinas. Son de
naturaleza coloidal y solubles en el agua, ya sea disolviéndose completamente o
hinchandose, pero no se disuelven en alcohol ni en éter. Son exudadas por los
tallos, de modo natural o bien artificialmente a través de incisiones practicadas en
ellos. Las gomas comerciales se expenden en el mercado en forma de polvo. Son
frecuentes en las plantas de las regiones secas. Las tres gomas comerciales mas
importantes son: la goma arabiga, la goma tragacanto y la goma karaya (Belits y
Grosch, 1985; Braverman, 1980; Hill, F.A., 1965).

La goma arabiga es un producto de exudacion de la Acacia senegal y otras
especies afines, pequenos arboles indigenas de las regiones aridas del Norte de
Africa. La goma fluye lentamente en forma de un liquido viscoso que se reune en

una gota y luego se endurece formando gotas o lagrimas. Las gotas tienen un



tamafo promedio de 2 a 7 cm de diametro. El rendimiento por arbol y afio se
encuentra como promedio entre 900 y 2000 g. EI mayor productor es Sudan, con
50-60000 ton/afo, seguido de algunos otros paises africanos. La goma arabiga
era conocida ya en el antiguo Egipto como “Kami”, y se utilizaba como adhesivo
para colorantes (Belits y Grosch, 1985; Charalambous y Doxastakis, 1989).

El término gomas se ha usado para referirse a un grupo muy vasto de
polisacaridos que tienen propiedades gelificantes y espesantes. Originalmente las
gomas eran consideradas como los productos de exudacion de plantas; sin
embargo, actualmente dentro de este grupo se incluyen muchos polimeros, aun
sintéticos. La mayoria de las gomas naturales son polisacaridos muy complejos
que pueden ser aniénicos o neutros. Existen varias gomas cuya estructura aun no
es muy conocida debido a que son homo polisacaridos con multiples
ramificaciones compuestas de diferentes monosacaridos. La goma arabiga es una
mezcla de diversos polisacaridos emparentados proximamente, con pesos
moleculares comprendidos en el intervalo 260,000-1160,000 Da. Sus mondémeros
son L-arabinosa, L-ramnosa, D-galactosa y acido D-glucorénico. Estudios
recientes sobre la composicion quimica de la goma arabiga han puesto de
manifiesto la ocurrencia de una fraccion proteinica, asi como de los aminoacidos
que componen a dicha fraccion. Se ha encontrado que esta fraccion proteinica es
sin duda la que le confiere a la goma su poder emulsificante en un gran
porcentaje. Se han propuesto esquemas sobre el posible arreglo espacial de los
polisacaridos y las proteinas formando una especie de glicoproteina (Badui, 1993;

Belitz y Grosch, 1985; Islam, et al., 1997; Randall, et al.,1989).



ANTECEDENTES

Prosopis laevigata

Prosopis laevigata (H. & B.) Johnston. Es un arbol, a veces hasta de 12 m de
altura, aunque generalmente menor; tronco hasta de 1 m de diametro, por lo
general de 30 a 60 cm; corteza gruesa, de color café-negruzco, algo fisurada;
copa mas ancha que alta; ramas glabras o pilosas, armadas de espinas
estipulares de 1 a 4 cm de largo; hojas pecioladas con 1 a 3 pares de pinnas, cada
una con 10 a 20 pares de foliolos sésiles; flores dispuestas en espigas densas de
5 a 10 cm de largo; flores blanco-amarillentas; legumbre linear, algo falcada, de 7
a 20 cm de largo por 8 a 15 mm de ancho, de color café-amarillento, a veces
rojizo, algo constrefiida entre las semillas; éstas oblongas, comprimidas de 8 a 10
mm de largo, de color blanco-amarillento.

A P. laevigata se le conoce con el nombre comun de “mezquite”. Esta planta fue
conocida como P. juliflora (Swartz) D.C., nombre que, segun Johnston debe ser
asignado a la especie que se distribuye a lo largo de la costa del Pacifico desde
Sinaloa a Centroamérica, Colombia y Venezuela, asi como en las Antillas

(Rzedowski, 1979).



e De acuerdo al sistema de clasificaciéon de Cronquist, Prosopis laevigata tiene el

siguiente lugar dentro de la sistematica vegetal:

Reino Plantae

Divisién Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida (Dicotiledoneas)
Subclase Rosidae

Orden Fabales

Familia Fabaceae

Genero Prosopis

Jones y Luchsinger, 1986.

El polimorfismo presente en el género Prosopis se origina por las variadas
condiciones ambientales en que se desarrolla y por su misma plasticidad genética,
lo que ha dado lugar a cruzamientos naturales, dificultando la determinacion de la

taxonomia del mezquite.

Localizacion geografica

A nivel mundial, el género Prosopis tiene 44 especies, de las cuales 42 se
encuentran en el Continente Americano en dos grandes centros: el
norteamericano (México-Texano) y el sudamericano (Argentino-Paraguayo-

Chileno).



En México los mezquites se distribuyen en una superficie aproximada de
3'555,500 hectareas (SFF, 1980), comunmente en lugares aridos y semiaridos
(Mapa 1). Su distribucién es amplia, exceptuando las montafias y las partes bajas
del sureste del pais.

Donde el mezquite es la especie dominante, caracteriza a una comunidad vegetal
denominada mezquital, la cual forma parte del bosque espinoso.

Los mezquites constituyen parte importante de la flora nacional, alcanzando
inclusive caracter predominante en ciertas regiones; han estado ligados con la
vida del campesino mexicano desde tiempos remotos (Villanueva, 1983).

El complejo mezquite se encuentra firmemente establecido en mas de 3.5 millones
de hectareas del norte de México e incluye las siguientes especies autéctonas: P.
glandulosa, P. juliflora, P. velutina, P. pubescens, P. reptans, P. articulata, P.
tamaulipana, P. palmeriy P. laevigata.

De acuerdo a Signoret (1970), las mayores concentraciones de mezquites se
localizan en los estados del norte y centro del pais, entre las que sobresalen
Sonora, Chihuahua, Coahuila, Nuevo Ledn, Tamaulipas, Durango, Zacatecas, San
Luis Potosi, Guanajuato y Querétaro.

P. laevigata es el mezquite tipico del Centro de México, es la especie dominante
en San Luis Potosi asi como en el centro y sur de Tamaulipas. Se distribuye en las
isoyetas de 300 a 900 mm. y a altitudes hasta de 2300 msnm, principalmente
entre los 1800 y 1900 msnm; se presenta en forma de arboles con alturas de 6 a 7

m, asi como arbustiva de 2 a 3 m (CONAZA e INE, 1994).



Mapa 1. Distribucion de los mezquites (Prosopis spp.) en la republica Mexicana.
Fuente: Rzedowski, 1988



El mezquite como recurso natural

El mezquite es una planta originaria de México y elemento caracteristico de las
zonas aridas de Norte América, aunque su distribucion se ha extendido hasta
algunas regiones aridas y semiaridas de Centro y Sudamérica. En México es
abundante en los Estados del norte y centro, asi como en las planicies costeras en
donde se establece en condiciones aridas y semiaridas. En muchos lugares de
nuestro pais esta planta ha sido considerada como maleza indeseable y es
combatida en algunas regiones, debido a que se le atribuye una gran agresividad
y competencia con especies forrajeras. El mezquite es una planta que desde la
antigliedad constituyé una fuente de obtencion de diversos productos para los
pobladores de las zonas aridas de Norte América. En la actualidad se siguen
obteniendo algunos beneficios pero en escala reducida. La madera se puede
utilizar para fabricar postes, durmientes, mangos de herramientas, muebles, pisos
de parquet, arados, carretas y en algunos lugares como en Texas, para el
adoquinado de las calles. Es excelente combustible y fuente de carbon vegetal. En
el Estado de Guanajuato se utiliza para la fabricacion de hormas para calzado. La
corteza ha sido utilizada para curtiduria regional. La corteza de la raiz se ha
utilizado en coccion para curar heridas, como vomitivo y purgante; cuando es
fermentada se obtiene una bebida sustituta del pulque. También se ha usado en
cocimientos para curacion de disenteria o para algunas afecciones de los ojos. El
jugo de las hojas, se dice curativo para algunas enfermedades oculares y de su
coccion se obtiene balsamo de mezquite, para este tipo de afecciones. Las flores

del mezquite, son frecuentadas por gran cantidad de avispas y abejas que



producen miel de gran calidad. Se sabe que algunos indigenas de Norte América
las consumian como alimento y en coccion, como vomitivo y purgante. La semilla
constituye un alimento importante para la fauna local como la codorniz, el
guajolote, ardillas, etc., y de su cocimiento se obtiene una melaza, debido al
importante contenido de azucares. El fruto tuvo un importante papel en la
alimentacion de algunos pueblos indigenas; los chichimecas hacian harina de los
frutos secos con la que preparaban tortas o pasteles, conocidos ahora como
‘mezquitamales”; también hacian el “mezquiatole” (CONAZA e INE, 1994;
Figueiredo, 1990; Garcia y Galindo, 1986; INIREB, 1976; Romo, 1985; Rzedowski,
1988).

En la actualidad, en México los mezquites son considerados malezas unicamente
en algunas regiones del norte del pais donde la ganaderia se practica
intensamente. En el resto del pais se aprecian sus cualidades por lo que se busca
contribuir al mejor aprovechamiento de este recurso. Las semillas presentan un
endocarpio duro que debe abrirse para permitir la germinacion. Si las semillas al
caer al suelo no son consumidas por animales permanecen en latencia hasta que
el endocarpio sea abierto por un factor escarificativo (Vines, 1960).

La utilizacion de esta planta es amplia, su madera es dura y resistente, se utiliza
como lefa y para fabricar muebles (Meyer y Felker, 1989). La corteza por su alto
contenido de taninos ha sido utilizada en curtiduria. De las hojas P. juliflora se han
aislado los alcaloides juliflorina, julifloricina y julifloridina que poseen actividad
antimicrobiana, (Aqueel et .al., 1989).

El mezquite forma parte del equilibrio ecolégico de los desiertos mexicanos, ya

que cuenta con un sistema de raices profundas, que participan en la conservacion



del suelo y del agua. Ademas por ser una leguminosa contribuye a nitrogenar el
suelo.

El mezquite exuda de su tronco una resina ambarina semejante a la goma arabiga
que se acumula en las rugosidades de la corteza. Los analisis quimicos realizados
a la goma establecen que es una sal neutra de un polisacarido acidico (tabla 1),
altamente ramificado y constituido por residuos de L-arabinosa, D-galactosa, acido
4-0-metil-D-glucourdnico y L-ramnosa en una relaciéon molar 2:4:1:1 (Aspinall y

Whitehead, 1970). Tabla1.

CH,OH COOH
O~ OH o O_ oH
o]
H OH OH OH
OHCH, L CHO
OH OH
L-arabinosa’ D-galactosa1 Acido 4-O-metil-D-
glucurémico2
50.7% 18.7% 13%
Humedad' 1%
Ceniza' 2.13%
Proteina’ 4.37%
Total 99.9%

Tabla 1. Componentes de la goma de mezquite
' Anderson and Sands, 1926. J.Amer. Chem. Soc. 48: 3172.
2 Anderson and Otis, 1930. J.Amer. Chem. Soc. 52: 4461.




Gomas vegetales

Las gomas se utilizan ampliamente en la industria alimentaria para controlar las
propiedades reoldgicas de muchos productos, en concentraciones que varian
desde 0.05 % hasta 5.0 %. La goma arabiga se utiliza sobre todo como espesante,
emulsificante y estabilizador, por ejemplo en productos de panaderia. En dulces
previene la cristalizacién del azucar y la separacion de las grasas, en helados la
formacion de grandes cristales de hielo, y en bebidas puede actuar como
estabilizador de espuma y emulsiones. Esta goma posibilita también Ila
preparaciéon de microencapsulados de aroma, sabor y pigmentos en forma de
polvo (Belitz y Grosch, 1985).

Estos hidrocoloides no contribuyen al valor nutritivo del alimento ya que el humano
no los metaboliza y ademas no imparten olor o sabor a los productos finales en los
que se emplean. Otra aplicacion muy importante de las gomas es como
adhesivos, drogas y se emplean también en el estampado y acabado de tejidos,
para encolar papel, etc. (Charley, 1997).

Dentro de este contexto a nivel nacional los arboles de mezquite juegan un papel
importante como un recurso de las extensas zonas aridas del pais. Dichos arboles
producen un exudado conocido como goma de mezquite. Los estudios quimicos
realizados a esta goma indican que tiene una composicion semejante y un
comportamiento reolégico similares a la goma arabiga, que es un producto de
importacion, de ahi que sea susceptible su utilizacién en la industria alimenticia
como una alternativa mas econdémica (Aspinall y Whitehead, 1970; Beristain y

Vernon-Carter, 1995).



Cultivo de tejidos vegetales en plantas del género Prosopis

A pesar de la importancia del mezquite, se ha incrementado la tala indiscriminada
de los bosques para su utilizacion como carbén o para el uso agricola del suelo,
por lo que es necesario desarrollar un plan de reforestacion basado en métodos
tradicionales de cultivo y en el desarrollo de biotecnologias para la propagacion de
individuos sobreproductores de goma o de rapido crecimiento. Diversas técnicas
de micropropagacion se han empleado con éxito en plantas lefiosas
(micropropagacion por explantes nodales, cultivo de callos embriogénicos, etc.),
obteniendo la propagacion masiva de plantas en condiciones controladas, libres
de patdgenos y con las caracteristicas genéticas deseadas (Woods, 1985; Garcia
y Galindo, 1986).

Existen actualmente en la literatura trabajos sobre micropropagacién de especies
del género Prosopis, siendo la técnica mas socorrida la del cultivo de segmentos
nodales, en medio MS (Murashige y Skoog, 1962) como medio de establecimiento
y multiplicacion; asi como la utilizacion de AIB (acido indolbutirico) para la
inducciodn de raices adventicias.

En 1989, Batchelor y sus colaboradores a partir de explantes nodales
micropropagaron plantas de P. cineraria, P. tamarugo, P. chilensis, P. alba y P.
juliflora.

Balboa y Arce (1991) utilizando segmentos nodales como explantes y medio MS
suplementado con 5.0 mg/L y 10.0 mg/L de cisteina, lograron micropropagar P.

chilensis.



Estudios bioquimicos empleando cultivo de tejidos vegetales

Las aportaciones del cultivo de tejidos vegetales en estudios bioquimicos para
elucidar las incognitas de las ciencias vegetales, son extremadamente numerosas
(Tabla), (Cadmo vy Villalobos, 1985). De ahi que el cultivo de tejidos vegetales se

utilice a menudo como un sistema "modelo" para el estudio de aspectos

fisiologicos, bioquimicos, genéticos y estructurales de las plantas.

Tabla. Ejemplos de estudios bioquimicos usando cultivo de tejidos

vegetales.

Estudio bioquimico

Ejemplo de cultivos
empleados

Referencias (Citadas en:
Cadmo y Villalobos, 1985).

A. Eventos bioquimicos asociados
con la regeneracion de plantas
0 micropropagacion in vitro.
1. Organogénesis de novo.
2. Embriogénesis somatica

B. Metabolismo primario en
relacion a:
1. Crecimiento en cultivo de
células vegetales
2. Estudio y produccion de
mutantes deficientes de
metabolitos

C. Metabolismo secundario

1. Regulacién

2. Biotransformacion de
productos utiles por cultivo de
tejidos

D. Metabolismo de reguladores de

crecimiento

E. Enzimologia
1. Mecanismo molecular de
induccion de enzimas y
represion en células vegetales
2. Localizacion subcelular en
enzimas

F. Bioguimica de la pared celular

G. Retencion y transporte de
substancias organicas e
inorganicas

H. Ingenieria genética de plantas

I. Estudio en lineas de células
variantes: Mecanismos
bioquimicos para resistencia a
salinidad, toxinas, etc.

Callos de tabaco
Callos de Papaver orientalis

Callos de tabaco

Protoplastos de mesdfilo de
petunia

Cultivo en suspensién de
Mucuna puriens

Callos de crisantemo Yy foliolos
de cineraria

Células en suspensioén de pera

Células en suspensioén de
perejil

Protoplastos de tomate

Suspensiones sincronizadas de
Catharanthus roseus
Protoplastos aislados de
cotiledones de soya

Protoplastos de tabaco
Células en suspensioén de
Datura innoxia

Leung y Thorpe (1985)
Hara et al. (1985)

Obata-Sasamoto et al. (1984)

Steffen y Schieder (1984)

Winchers et al. (1985)

Kuch et al. (1985)

Balanque y Pech (1985)

Kuhn et al. (1984)

Waternack et al. (1985)
Amino et al. (1985)
Lin (1985)

Frioozabady y Galbraith (1984)
Jackson et al. (1984)

Tomado de Cadmo vy Villalobos, 1985.



Factores de induccién de producciéon de compuestos antimicrobianos in

vitro

Se considera a las fitoalexinas como compuestos de bajo peso molecular que son
sintetizados y acumulados en las plantas después de una infeccidon por
microorganismos, o por el ataque de depredadores, 0 por estrés ambiental. Se
han determinado para las fitoalexinas las caracteristicas generales siguientes: a)
se encuentran en cantidades no detectables en la planta, antes de la infeccién
microbiana o fungica, b) se biosintetizan en horas una vez que ha ocurrido
infeccion, c) sus sitios de biosintesis estan restringidos a regiones especificas
alrededor del sitio de infeccién y d) son téxicas para un amplio espectro de
bacterias y hongos que atacan a una determinada especie vegetal. Estas
respuestas se han estudiado en cultivos de células vegetales en suspension por
adicion de un agente patégeno o por efecto de un factor de estrés que induce la
produccion de una fitoalexina en los cultivos. A estos factores de induccién se les
ha identificado como elicitores (Whitehead y Threfall, 1992).

Por su naturaleza quimica los elicitores se han clasificado como bibticos y
abidticos. Entre los elicitores bidticos se incluyen polisacaridos, glucoproteinas,
péptidos y acidos grasos de origen bioldgico provenientes de componentes
estructurales de microorganismos y fragmentos de pared celular vegetal. Los
elicitores abidticos incluyen metales pesados como CdCl;, CuSO4 y HgCly,
cambios en el pH y luz UV entre otros factores (Eilert, 1987).

Considerando estos antecedentes, las fitoalexinas y las gomas vegetales tienen

varias caracteristicas en comun. Esto conduce a la siguiente pregunta. ;Si la



adicion o exposicion de un elicitador a cultivos de células en suspension, se ha
utilizado como una estrategia para incrementar la produccion de una fitoalexina,
entonces, seria factible utilizar esta misma estrategia metodologica para promover

la gomosis en cultivos in vitro de mezquite?



OBJETIVO GENERAL

Caracterizacion parcial de la composicion quimica de un exudado producido por

cultivos in vitro de segmentos nodales de P. laevigata sujetos a estrés.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar la respuesta de cultivos in vitro de P. laevigata a temperaturas

extremas y dano fisico.

e Contribuir al conocimiento de la interaccion microorganismo-planta.

e Produccion in vitro de un exudado de P. laevigata.

e Analisis quimico parcial del exudado producido por P. laevigata bajo las

condiciones de experimentacion.

HIPOTESIS

Los diferentes estrés a los cuales fueron sometidos los cultivos de P. laevigata,
promoveran la produccion de un exudado, tratdndose posiblemente de una goma

vegetal.



METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Seleccion y desinfestacion de explantes

Se tomaron como explantes segmentos nodales de P. laevigata provenientes de
plantas cultivadas en invernadero con una edad promedio de 2 afos. Los
explantes contaron con dos nudos cada uno, se lavaron con detergente y agua
corriente, posteriormente se sumergieron en una solucién de etanol al 70% por 1
min. Una vez drenado el etanol, los explantes se volvieron a desinfestar en una
solucion de hipoclorito de sodio comercial al 100%, durante 10 min. Después se

procedio a enjuagar los explantes con agua destilada esterilizada por 5 ocasiones.

Tratamientos y medios de cultivo

Terminada la desinfestacion, se cortaron los extremos de los explantes para
eliminar el tejido dafado por la solucidn de hipoclorito de sodio. Posteriormente se
colocaron en una solucion antioxidante durante 15 min. Esta solucion estuvo
compuesta de 50 mg/L de acido ascorbico + 100 mg/L de acido citrico (Batchelor
et al., 1989).

Dichos explantes se sembraron en medio de cultivo Murashige y Skoog (Sigma M-
5519) suplementado con sacarosa (3.0 %), L-glutamina (1.6 g/L), acido ascérbico
(50.0 mg/L), acido citrico (100.0 mg/L), acido naftalenacético (1.0 mg/L),

bencilaminopurina (5.0 mg/L) y 2.0 g/L de phytagel (Orozco, 1996).



El medio de cultivo se ajustdé a un pH de 5.7-5.8, esterilizandose a 121°C durante

15 min.

Los cultivos fueron sometidos a tres tipos de estrés tales como:

a) Diferentes temperaturas de incubacién (25, 35y 40 °C).

b) Se realizaron cocultivos con dos diferentes microorganismos, es decir, se
cultivaron en un mismo recipiente y medio de cultivo tallos de mezquite con un
hongo inferior como lo es Aspergillus nidulans y una bacteria (mezquite vs
hongo y mezquite vs bacteria) (tablas 2 y 3).

c) Un estrés mecanico el cual consisti6 en hacer incisiones o lesiones en los
explantes al momento de su siembra in vitro.

La bacteria utilizada fue aislada de un cultivo in vitro de mezquite, dicho cultivo

presentaba una formacion importante de un exudado, la bacteria aislada esta

siendo tipificada y por el momento se sabe que es un bacilo alargado Gram + y

que responde positivamente a la prueba de las enzimas oxidasa y catalasa.

Ademas de probar de manera individual los diferentes estrés, se llevé a cabo un

disefio experimental con todas las posibles combinaciones de los mismos (tablas 2

y 3). Todos los cultivos, independientemente del estrés al cual hayan sido

sometidos, fueron incubados en oscuridad total durante 21 dias. Sé realizé un lote

testigo, al cual no se le aplico ningun tipo de estrés, salvo que en este caso la

incubacion fue a temperatura ambiente (25 °C promedio) con un fotoperiodo de 16

h de luz y 8 h de oscuridad.

Parte de los tratamientos anteriores consistio en utilizar microorganismos vivos, de

tal manera que se decidio probar a estos mismos pero inactivos, es decir, muertos.



Para tal efecto se llevd a cabo la siguiente metodologia. Los microorganismos
descritos anteriormente fueron cultivados de manera individual en medio de cultivo
liguido MS. En cuanto el crecimiento alcanzé la fase estacionaria el micelio y la
biomasa bacteriana fueron recuperadas por filtracién respectivamente. Tanto el
micelio como la biomasa bacteriana se esterilizaron a 121 °C durante 15 minutos y
fueron secados a 60 °C durante 36 horas. Cantidades de 10, 20 y 30 mg de
micelio y bacteria secos se transfirieron a viales Eppendorf, y a cada vial se
adicioné 1 mL de agua desionizada para esterilizarse bajo las mismas condiciones
anteriormente mencionadas, y se almacenaron en congelaciéon a —-30 °C (Rojas,
1998). Se realizaron cocultivos de mezquite y los microorganismos inactivos,
probandose tres diferentes concentraciones de micelio y biomasa microbiana, 10,
20 y 30 mg respectivamente (tabla 4). Las condiciones de experimentacion, asi
como el medio de cultivo, exceptuando las incisiones en los explantes, fueron los

mismos que se implementaron para los cocultivos con microorganismos vivos.

Finalmente se realizaron cocultivos de mezquite y la bacteria viva, siendo la
diferencia con los anteriores tratamientos el medio de cultivo utilizado, en este
caso se utilizo agar nutritivo unicamente, ademas de que los explantes no se
sumergieron en la solucion antioxidante anteriormente descrita. Se tuvo un lote
testigo, el cual consistié en cultivos asépticos de mezquite, la incubacion fue a 25
°C con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad.

Los diferentes tratamientos constaron de 20 unidades experimentales (se

considerd una unidad experimental a cada uno de los explantes).



Tabla 2. Estrés aplicados para la induccion de gomosis en cultivos in vitro de P. laevigata.

25°C 35°C 40°C |Incision Bacteria Incision-Bacteria  Testigo

25°C A A A A A
35°C A A a A
40 °C 'y A a A

Tabla 3. Estrés aplicados para la inducciéon de gomosis en cultivos in vitro de P. laevigata.

25°C 35°C 40°C Incisi6n Hongo Incision-Hongo Testigo

25°C A A A A A
35°C 'y A A A
40 °C 'y A a A

Tabla 4. Estrés aplicados para la induccion de gomosis

en cultivos in vitro de P. laevigata.

10 mg 20 mg 30 mg
Bacteria A A A
Hongo A A A

Nota: Ambos microorganismos se inocularon inactivos

Analisis quimico

Se espera que como respuesta a los diferentes estrés aplicados, los cultivos,

especificamente los segmentos nodales de mezquite produzcan un exudado. Una



vez analizados los resultados arrojados por cada tratamiento, se determiné cual de
ellos fue el que produjo un mayor volumen y proporcion de dicho exudado (numero
de explantes formadores de exudado), para posteriormente realizar varios
duplicados de este experimento hasta obtener una cantidad de exudado que
permitiera realizar un analisis quimico preliminar.

El analisis comprendié las determinaciones de los contenidos de proteinas por el
método de Lowry y de azucares totales por Fenol-sulfurico, asi como dos
diferentes pruebas de identidad para gomas vegetales, realizadas paralelamente a
muestras de goma arabiga y de mezquite.

También se llevo acabo una cromatografia de baja presion, utilizando una
columna de interaccién hidrofébica (Phenyl-Sepharose CL-4B). La columna se
empaco con el gel antes mencionado, utilizando como solucion equilibrante NaCl
4.2 molar. Un volumen de 5 mL de una solucion 1:5 de exudado y NaCl 4.2 molar
fue dializada vy filtrada a través de membranas millipore de 0.22 um. La solucién se
inyecto en la columna a un flujo de 0.3 mL/min. El eluyente fue monitoreado en un
espectrofometro UV a una absorbancia de 280 nm. Se utilizaron tres diferentes
eluyentes, NaCl 4.2 y 2.0 molar, y agua desionizada, en este mismo orden. Los
eluyentes fueron colectados y almacenados para un posterior analisis. Esta
cromatografia se utilizé para el fraccionamiento del exudado. Se utilizaron como
elementos de comparacion los perfiles de elusion de soluciones de goma arabiga

y mezquite, las cuales fueron trabajadas en condiciones idénticas al exudado.



Finalmente se realiz6 una prueba para la identificacion de taninos, ya que la
presencia de estos en una goma vegetal es una limitante importante para su uso

en la industria alimenticia.



RESULTADOS Y DISCUSION

El uso de lesiones mecanicas, altas temperaturas y el ataque de microorganismos
como factores estresantes, promovio la formacion de un exudado en los cultivos in
vitro de mezquite, cuyo aspecto fisico es semejante al de una goma vegetal (color

ambar, translucido, viscoso, etc.).

Cocultivos con microorganismos vivos

De 20 unidades experimentales que comprendié cada tratamiento, los segmentos
nodales de mezquite cocultivados con la bacteria e incubados a 35 °C, produjeron
exudado en el 100 % de los cultivos; mientras que esta produccion disminuyd
cuando estos mismos cocultivos se incubaron a 25 y 40 °C, asimismo, el volumen
de exudado producido por tratamiento es considerablemente menor a los 0.25 mL
producidos por los cocultivos incubados a 35 °C (tablas 5 y 6). Al probar de
manera individual los diferentes tipos de estrés se pudo observar que la formacion
de exudado es poco satisfactoria, no asi cuando se emplean conjuntamente, por lo
que aparentemente existe una interaccibn de variables experimentales,
sobresaliendo la referida a la bacteria utilizada y a la temperatura de incubacion de
35 °C. No obstante, debe considerarse la posibilidad de que dicho microorganismo
a 35 °C tiene un desarrollo 6ptimo y que temperaturas mayores o inferiores a ésta
disminuyan su actividad metabdlica, consecuentemente también su capacidad
patdogena. Por lo que seria recomendable experimentar con microorganismos

cuyos rangos optimos de temperatura de incubacion sean mas amplios y de esta



forma contar con mas datos acerca del verdadero papel que juegan ambas

variables, ya sea de manera individual o conjunta.

Incisiones in vitro

La implementacion de lesiones mecanicas en la superficie de los explantes se
realizé con la finalidad de simular en el laboratorio la forma en que en el campo se
hieren las cortezas de los arboles de mezquite o de Acacia senegal para provocar
la gomosis; observandose que por si solo un corte en el tallo al momento de su
siembra in vitro no favorece de manera importante la formacion de exudado; sin
embargo, en combinacion con otras variables la producciéon de dicho exudado

aumenta considerablemente (tablas 5 y 6).

Tabla 5. Respuesta de cultivos in vitro de P. laevigata a diferentes estrés.

25°C 35°C 40 °C Bacteria Incision Bacteria- Testigo
Incision
5.0 % 25.0 % 0.0 % 55.0 % 0.0 %
25°C
<0.025 mL <0.025 mL 0.0 mL <0.05 mL 0.0 mL
55.0 % 100.0 % 50.0 % 100.0 %
35°C
<0.05 mL 0.25 mL <0.1 mL <0.25 mL
35.0 % 80.0 % 45.0 % 60.0 %
40 °C

<0.05 mL <0.05mL  <0.025mL  0.075 mL

%= porcentaje de explantes con formaciéon de exudado; mL= mililitros de
exudado producido, por tratamiento.



Tabla 6. Respuesta de cultivos in vitro de P. laevigata a diferentes estrés.

25°C 35°C 40 °C Incision Hongo- Testigo
Incision
5.0 % 0.0 % 15.0 % 0.0 %
25°C
<0.025 mL <0.025 mL 0.0 mL <0.025 mL 0.0 mL
55.0 % 50.0 % 25.0%
35°C
<0.05 mL <0.1mL <0.05 mL
35.0 % 45.0 % 80.0 %
40 °C
<0.05mL <0.025mL <0.025mL  <0.05mL

%= porcentaje de explantes con formacion de exudado; mL= mililitros de

exudado producido, por tratamiento.

Cocultivos con microorganismos inactivos

La adicion de elicitores a los medios de cultivo promovio la formacion de exudado.

La cantidad de exudado producido fue la misma para todos los tratamientos (<0.25

mL; tabla 7). Esto quiere decir que la sola presencia de algun componente celular

microbiano es suficiente para causar un estrés en la planta y como consecuencia

esta ultima produzca un exudado. De esta manera no es necesario una infeccion

directa por parte del microorganismo. Por lo tanto, en los cultivos realizados no

hay una infeccion como tal, lo que sucede es que al realizar cortes en los tallos,

una parte del tejido interno de la planta queda en contacto con el microorganismos

inactivo, de tal manera que la planta reconoce alguna sefial emitida por un

compuesto en particular y la respuesta a dicha sefal es presumiblemente la



sintesis de un exudado, tal y como ocurre con los factores que promueven la

produccion de fitoalexinas.

Tabla 7. Estrés aplicados para la induccion de gomosis

en cultivos in vitro de P. laevigata.

10 mg 20 mg 30 mg

Bacteria 100.0 % 100.0 % 100.0 %
<0.25 mL <0.25 mL <0.25 mL

Hongo 100.0 % 100.0 % 100.0 %
<0.25 mL <0.25 mL <0.25 mL

%= porcentaje de explantes con formacién de exudado; mL= mililitros de
exudado producido, por tratamiento.

Cultivos en agar nutritivo

Para este experimento se decidié probar un medio de cultivo alternativo al medio
MS, el cual es utilizado de manera rutinaria en cultivo de tejidos vegetales. Los
cultivos se realizaron en agar nutritivo, de este modo se pretendié favorecer el
crecimiento de la bacteria y no el de la planta, ademas al tener un lote testigo (sin
la bacteria), se probaron dos diferentes tipos de estrés: el medio de cultivo y el
microorganismo. Los resultados obtenidos indican que el cambio de un medio de
cultivo rico en sales a uno pobre no fomenta de manera importante la produccion
de exudado (<0.05 mL), este valor es muy bajo comparado con el registro mas alto

(£0.25 mL; tabla 7). Sin embargo al realizar los cocultivos con la bacteria los

mililitros de exudado formado aumentan de manera considerable (<0.25 mL). Por



lo que podemos mencionar que la presencia del microorganismo es determinante

en este fendmeno.

Pruebas de identificacion

Se realizaron dos diferentes ensayos de identidad, uno especifico para goma

arabiga (Food Chemical Codex, 1981) y otro para gomas solubles (Farmacopea

Mexicana, 1988). En ambos ensayos el exudado y la goma de mezquite dieron

pruebas positivas (tabla 8).

Tabla 8.- Pruebas de identidad para gomas vegetales

Arabiga +
Mezquite “+7
Exudado “+7

Food Chemical Codex

Paso 1 Paso 2
Arabiga - -
Mezquite “+” -
Exudado “+” -

Farmacopea Mexicana



Azucares y proteinas totales

Las pruebas quimicas realizadas al exudado producido indican que tiene una
composicion quimica similar a la de la goma arabiga y a la de la goma de
mezquite, en lo que se refiere a las concentraciones de proteinas y azucares,
siendo mayores los valores encontrados para el exudado que para las gomas
antes mencionadas (tabla 9). La presencia y la concentracién de azucares y
proteinas contenidas en el exudado, asi como los ensayos de identidad, pueden
tomarse como un indicativo inicial de que se trata de una goma vegetal, de ser asi,
el 11.02 % de proteina contenido en esta goma, le conferiria un poder
emulsificante mayor que el de la goma arabiga (6.01 %) y que el de la goma de
mezquite (7.29 %). En este sentido cabe mencionar que la adicién de pequefias
cantidades de concentrados proteicos incrementa la capacidad emulsificante de

soluciones de goma arabiga (Dziezak, 1991).

Tabla 9. Concentracion de proteinas y azucares totales
de las muestras analizadas

Proteinas % Azucares %
Arabiga 6.01 92.3
Mezquite 7.29 87.39
Exudado 11.02 90.47

Nota: Los resultados estan expresados en base seca



Taninos

Evaluar la presencia de taninos resulta de suma importancia, debido a su sabor
astringente indeseable en varios alimentos. Los resultados muestran que la goma
arabiga y el exudado no presentan taninos. No asi la goma de mezquite, aunque
la presencia de estos que es muy baja, obedece a que la goma que se utilizé para
la prueba no estaba del todo libre de restos de corteza, la cual es rica en estos

compuestos.

Tabla 10.- Pruebas de deteccion para taninos

Arabiga -
Mezquite “+”

Exudado -

+= prueba positiva, -= prueba negativa

Fraccionamiento cromatografico

Los cromatogramas obtenidos para el exudado y la goma de mezquite se
muestran en las figuras 2, 3 y 4. En ellos podemos observar que los perfiles de
elusion son muy parecidos. En ambos casos se obtuvieron tres fracciones, dos de
ellas muy bien definidas. El tiempo de elusion para cada una de las fracciones es
practicamente igual en las dos muestras. Esto quiere decir que las muestras
contienen grupos terminales muy similares, ya que muestran una afinidad muy
parecida por la columna y a su vez una solubilidad semejante para con los
distintos eluyentes utilizados. Por consiguiente tenemos una evidencia mas sobre

el parecido quimico de las gomas y el exudado.



Figura 2. Perfiles de elusién, Fraccion 1, eluyente 4.2 M NacCl.

Time [minutes] Time [minutes]

Mezquite in situ Exudado in vitro

Figura 3. Perfiles de elusién, Fraccion 2a y 2b, eluyente 2.0 M NaCl.

Time [minutes]
Time [minutes]

Mezquite in situ Exudado in vitro

Figura 4. Perfiles de elusién, Fraccion 3a y 3b, eluyente agua desionizada.

Time [minutes]

Time [minutes]

Mezquite in situ Exudado in vitro



CONCLUSIONES

El uso de diferentes tipos de estrés promueve la formacién de un exudado en
cultivos in vitro de P. laevigata. Siendo el cocultivo con un microorganismo y
una temperatura de incubacion de 35°C, la combinacion de tratamientos mas
favorable. De la misma forma se propone la posibilidad de que exista una
interaccion entre dos diferentes formas de estrés (microorganismo-

temperatura) que esté favoreciendo la formacién de exudado en los cultivos.

Resulta factible implementar las diferentes estrategias metodoldgicas utilizadas
para promover la sintesis de fitoalexinas, en el estudio y la produccion de una

goma vegetal in vitro.

Al encontrar concentraciones de azucares y de proteinas muy similares a las
registradas por la goma de mezquite y siendo positivos los resultados
obtenidos en los ensayos de identidad para el exudado, ademas de presentar
un perfil cromatografico muy similar al de las gomas de mezquite y arabiga; Se
puede afirmar, aunque no de manera definitiva, que la identidad quimica del
exudado es la de una goma vegetal.
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