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ABREVIATURAS

RCV: Reguladores de crecimiento
vegetal.

CTV: Cultivo de tejidos vegetales.
MS: Murashige & Skoog.

ANA: Acido naftalenacético.

AIA: Acido indolacético.

BAP: 6-benzilaminopurina.

KIN: 6-furfurilaminopurina.

2.4-D: Acido 2,4-diclorofenoxiacético.

PIC: Acido 4-amino-3,5,6-
tricloropicolinico.

NaClO: Hipoclorito de sodio.
TP: Triterpenos pentaciclicos.

AAC: Acetil-CoA: acetil-CoA C-
acetiltransferasa.

CMK: 4- (citidina-5'-difosfo) -2-C-
metileritritol quinasa.

DXPS:1-desoxilulosa-5-fosfato
sintasa.

DXR:1-desoxixilulosa-5-fosfato
reductoisomerasa.

FPP: Difosfato de farnesilo.
GGPP: Difosfato de geranilgeranilo.
GPP: Difosfato de geranilo.

HMGR: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
reductasa.

HMGS: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
sintasa.

IPPI: Isopentenil difosfato isomerasa.

MCT: 2-Cmetileritritol-4-fosfato
citidiltransferasa.

MDC: Mevalonato-5-difosfato
descarboxilasa.

MECPS: 2-Cmetileritritol-2,4-
ciclodifosfato sintasa.

MK: Mevalonato quinasa.

PMK: Fosfomevalonato quinasa.




RESUMEN

Conyza filaginoides es una planta originaria de México, conocida comunmente
como “simonillo”, y en la lengua nahuatl como "zacachichic”. En el México
contempordneo es ampliamente comercializada como un medicamento crudo para
preparar infusiones y otras fitomedicinas (extractos, capsulas o tabletas). Debido a
ello, en los ultimos afios se han realizado numerosos estudios fitoquimicos de la
planta silvestre los cuales han permitido identificar compuestos bioactivos con
diversas propiedades farmacologicas validando su uso como planta medicinal, sin
embargo, el creciente interés por esta especie ha derivado en su sobreexplotacion
limitando significativamente su propagacion y distribucion a nivel geografico,
ocasionando a que actualmente C.filaginoides sea una especie en riesgo de peligro
de extincion, por tal motivo es importante la busqueda de nuevas alternativas que
permitan satisfacer la demanda comercial de la misma, con el objetivo de cuidar al
mismo tiempo su preservacion. La técnica de cultivo in vitro es una alternativa viable
para obtener una amplia disponibilidad de la planta, ya que permite bajo condiciones
controladas obtener compuestos bioactivos (metabolitos secundarios) de interés
como ocurre en la planta silvestre e incluso cabe la posibilidad de incrementar los

rendimientos de tales compuestos.

El presente trabajo tuvo como objetivo establecer cultivos de callos de C.
filaginoides con la finalidad de ofrecer nuevas alternativas biotecnoldgicas que
permitan obtener rendimientos controlados de compuestos bioactivos de interés
industrial presentes en la especie. La primera parte del desarrollo consistié en
establecer las condiciones de germinacion para la obtencién de plantulas bajo
condiciones asépticas, a partir de semillas de la especie aplicando 3 métodos de
desinfeccidon, posteriormente se indujeron a callogénesis explantes de hoja y
peciolo de plantulas de 2 meses de edad mediante un disefio experimental de 16
tratamientos que consistié en colocar los tejidos vegetales (explantes) en medio de
cultivo MS (Murashige & Skoog) suplementado con diferentes combinaciones de 2
grupos diferentes de reguladores de crecimiento vegetal (RCV): auxinas y
citoquininas manteniendo los cultivos bajo condiciones de incubacion de 25 + 2 °C

con un fotoperiodo de 16 h luz/ 8h oscuridad. Los parametros evaluados fueron




porcentaje (%) de callogénesis y friabilidad a los 24 de dias de cultivo. Los
tratamientos 6 (0.1 mg/L KIN + 1 mg/L PIC) y 14 (0.1 mg/L BAP + 1 mg/L PIC)
mostraron sobresaliente respuesta de % callogénesis con caracteristicas
morfolégicas deseables (apariencia friable sin oxidacion y mayor crecimiento
celular) en ambos explantes (hoja y peciolo). Finalmente, mediante la técnica de
cromatografia en capa fina con un sistema de elusion de CH2Cl2: MeOH (95:05), se
encontré que los extractos de diclorometano-metanol (1:1) obtenidos de biomasa
de cultivo de callo de hoja de los tratamientos 2, 3, 6 y 14 presentaron el perfil
fitoquimico més amplio y similar al de planta silvestre. Estos extractos se analizaron
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-MS),
identificando tres triterpenos pentaciclicos (lupeol, a-amirina, p-amirina) en el
tratamiento 3 (0.1 mg/L KIN + 0.1 mg/L 2,4-D). De lo anterior, se puede decir que el
cultivo in vitro de C. filaginoides produce compuestos de la misma naturaleza que la
planta silvestre. Cabe resaltar que estos compuestos son de gran interés
farmacolégico por su actividad hepatoprotectora, antihiperglucémica e
hipolipidémica, entre otras, por lo cual en las ultimas décadas se ha enfocado la
atenciéon en la produccion de los mismos mediante diferentes estrategias

tecnoldgicas incluyendo la biotecnologia vegetal.

La principal contribucion del presente trabajo fue el establecimiento de una nueva
alternativa para la producciéon de compuestos bioactivos de interés farmacoldgico a
partir de la especie C. filaginoides, cabe resaltar que es la primera vez que se
registra la obtencion de los tres triterpenos lupeol, a-amirina y B-amirina usando una
misma combinacion de RCV mediante la técnica de cultivo in vitro de plantas, por lo
cual, tal hallazgo puede ser una gran aportaciébn para la optimizacion en la
produccion comercial de tales compuestos o bien proporcionar informacion a futuras
investigaciones y disciplinas como la ingenieria metabdlica y genética encaminadas
a la obtencion y mejoramiento en la produccion de estos compuestos y sus

derivados por medio de una misma linea celular in vitro.




ABSTRACT

Conyza filaginoides is a plant native to Mexico, commonly known as “simonillo”, and
in the Aztec language as “zacachichic”. In contemporary Mexico it is widely marketed
as a crude medicine to prepare infusions and other phytomedicines (extracts,
capsules or tablets), for this reason in recent years there have been numerous
phytochemical studies of the wild species, which have made it possible to identify
the presence of bioactive compounds with various pharmacological properties,
validating its use as a medicinal plant; however, the growing interest in this species
has derived in its overexploitation, significantly limiting its spread and distribution at
a geographical level, leading it to be considered a species at risk of extinction. For
this reason, it is important to search for new alternatives which allow satisfying the
commercial demand of this medicinal specie, with the aim of take care of its
ecological preservation at the same time. In this context, in vitro culture is an
excellent option to obtain a greater bio-availability and final yield of the plant
biomass, in addition to the fact that under controlled growing conditions applied, by
means of biotechnological techniques, it is possible also to obtain a greater amount
of bioactive compounds (secondary metabolites) of pharmacological and industrial

interest.

The present work aimed to establish the conditions of in vitro callus culture of C.
filaginoides with the objective of offering new biotechnological alternatives that allow
obtaining greater final yields of plant’s biomass as well its bioactive compounds of
industrial and pharmacological interest present in this species. Experimental
development of this project consisted firstly in establishing germination conditions of
seedlings from seeds of this species, applying 3 different disinfection methods; later,
seedlings of 2 months of age, obtained from leaf and petiole explants were induced
to callogenesis through an experimental design of 16 diverse treatments, that
consisted in placing the plant tissues in MS culture medium (Murashige & Skoog)
supplemented with different combinations of 2 different groups of plant growth
regulators (PGR's): auxins and cytokinins, keeping cultures under incubation
conditions of 25 + 2°C, with a photoperiod of 16 h light/ 8 h dark, where the evaluated

parameters were percentaje (%) of callogenesis and friability on day 24 of culture.




Treatments 6 (KIN 0.1 mg/L + PIC 1 mg/L) and 14 (BAP 0.1 mg/L + PIC 1 mg/L)
showed an outstanding response of % callogenesis, with desirable morphological
characteristics (friable appearance without oxidation and high cell growth) in both
explants (leaf and petiole). Finally, from dichloromethane-methanol extracts (1: 1),
obtained from dried and finely grounded biomass of each combination (16
treatments), it was observed that treatments 2, 3, 6 and 14 of the leaf explant,
contained the most complex phytochemical profile, similar to that showed by wild
plants, this was achieve by means of thin layer chromatography with an elution
system of CH2Cl2: MeOH (95:05). Extracts of these last treatments were analyzed
through gas chromatography technique coupled to mass (CG-MS), identifying the
presence of three pentacyclic triterpenes (lupeol, a-amirin, -amirin) in treatment 3
(KIN 0.1 mg/L and 2,4-D 0.1 mg/L) extract, allowing to conclude that the cultures in
vitro of this species produced compounds of the same nature, as those identified in
the wild plant. It is important to mention that such compounds are of great
pharmacological interest due to their hepatoprotective, antihyperglycemic and
hypolipidemic activity, among others, which is why in recent decades attention has
been focused on their production through different techniques strategies including
plant biotechnology.

The main contribution of this work was the establishment of a new alternative for the
production of bioactive compounds of pharmacological interest from C. filaginoides,
it should be noted that it is the first time that the obtaining of three triterpenes, lupeol,
a-amyrin, and B-amyrin through the same combination of PGR's mixed for in vitro
plant culture technique, for this reason such a finding can be a great contribution in
the optimization for the commercial production of such compounds or provide
information for future research and disciplines, such as metabolic and genetic
engineering aimed to obtaing and improve the production of these compounds and

their derivatives in the same in vitro cell line.




1.INTRODUCCION

Las plantas son fuente de un gran nimero de productos metabdlicos de importancia
comercial y son usados en las industrias farmaceéutica, alimenticia, de cosméticos y
como fuentes de numerosas sustancias de interés agroquimico (Karuppusamy,
2009). La mayoria de los compuestos biolégicamente activos aislados de las plantas
son metabolitos secundarios (Walton & Brown, 1999) los cuales presentan una gran
variabilidad (se estima que mas de 100 000 metabolitos secundarios son producidos
por las plantas (Bhalla et al., 2005)) y por ende representan una fuente renovable
potencialmente ilimitada para el desarrollo de nuevos farmacos. De acuerdo a datos
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se han utilizado como fuente para
la produccién de farmacos aproximadamente entre 35 000 y 70 000 especies de
plantas. Este nimero corresponde al 14-28% de las 250,000 especies de plantas
gue se estima existen en todo el mundo (Malik, 2017). En la actualidad, algunos de
estos principios activos pueden obtenerse mediante sintesis quimica , sin embargo,
el uso de farmacos obtenidos por esta via quimica deriva en efectos secundarios en
los pacientes (Walton & Brown, 1999; Malik, 2017), por otra parte al ser extraidos
de plantas silvestres o cultivadas tiene una serie de desventajas ya que su
acumulacion en las plantas es baja y lenta, ya que esta regulada espacial y
temporalmente, es decir, ocurre en células, 6rganos y tejidos especificos, en fases
determinadas del ciclo de vida de la planta, bajo condiciones estacionales o de
estrés (Silvestrine et al., 2002; Pérez & Jiménez, 2011). Puede existir alta
variabilidad entre poblaciones e inclusive entre individuos. En el caso de plantas
silvestres, su explotacion comercial estd basada en la recoleccion de material en su
habitat natural, frecuentemente incluyendo la raiz, lo que ha provocado que muchas

estén amenazadas o en peligro de extincion.

Una alternativa al cultivo tradicional de plantas y extraccién quimica de metabolitos,
asi como a los efectos secundarios derivados de farmacos obtenidos mediante
sintesis quimica es la técnica de cultivo in vitro de células vegetales dentro de la

cual se encuentran el cultivo de callo, suspensiones celulares, embriones somaticos




u érganos que se llevan a cabo en medios artificiales y en condiciones asépticas
siendo posible controlar las condiciones del medio y poder alcanzar un mayor
rendimiento y calidad del producto final, asi como preservar la biodiversidad cuando
las plantas objeto de interés estén en peligro de extincion (Pérez & Jiménez, 2011;
Martinez et al., 2018; Chavdarova, 2019).

Conyza filaginoides (D.C.) Hieron (Asteraceae) es una hierba anual corta de color
verde grisdceo con un sabor amargo, comunmente conocido en México como
"simonillo". Crece en habitats abiertos y perturbados de bosques templados de
pinos y robles y praderas desde el norte de México (Estado de Chihuahua) hasta el
sur de Guatemala. Conocido en la lengua n&huatl como "zacachichic" (hierba
amarga), ha sido apreciada desde tiempos prehispanicos para tratar dolencias
gastrointestinales como flatulencia, colico y malestar estomacal, y para estimular el
apetito. Los usos menores incluyen su empleo como emético, para lavar los ojos
infectados, aliviar la tos y expulsar la flema (Hernandez, 1959; Mata et al., 1997).
En la actualidad es ampliamente comercializada en México como un medicamento
crudo para preparar infusiones y otras fitomedicinas (extractos, capsulas o tabletas),
gue se recetan para el alivio de trastornos digestivos dolorosos, como dispepsia,
enfermedades hepaticas y coélico biliar (Ovalle et al., 2014). Estudios cientificos
respaldan el uso de la especie demostrando que la misma posee diversos
compuestos bioactivos con propiedades antimicrobianas, relajantes del musculo
liso, antiprotozoarias, hipoglucemiante y antihiperglucemiante, por tal motivo el
objetivo del presente trabajo estd centrado en el establecimiento de cultivos de
cultivo de callo de C. filaginoides con la finalidad de ofrecer nuevas alternativas
biotecnolégicas que permitan obtener rendimientos controlados de compuestos
bioactivos de interés industrial, como son los farmacos de origen natural, cuidando

al mismo tiempo la preservacion natural de la especie.




2. ANTECEDENTES

2.1 Conyza filaginoides (D.C.) Hieron

2.1.1 Generalidades de Conyza filaginoides (D.C.) Hieron

Es una planta originaria de México, conocida comunmente como “simonillo”, “falso
sacalechinchi”, “gordolobo”, “hierba de las animas”,” rosilla” y en la lengua azteca
como "zacachichic” (Mata et al., 1997). Pertenece a la familia Asteraceae y orden
Asterales, taxondmicamente también se puede encontrar con el sinGnimo

Laennecia filaginoides DC (Catalogue of life, 2020).

Tabla 1. Generalidades y clasificacién taxonémica de C. filaginoides

Aspecto Hierba anual de color verde
grisaceo, sabor amargo

Altura 30-60 cm, con abundantes
pelos y aspecto lanoso

Flores Color blanco-verdosas, a
veces ligeramente rojizas,
agrupadas  en espigas
alargadas

Hojas Hojas angostas, de 1 a 3 cm
de largo, con uno a cinco
dientes en cada lado de la

hoja
CLASIFICACION Floracion Septiembre - Octubre
TAXONOMICA _
Cosecha Noviembre

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida Clima semicalido y templado

Orden: Asterales Condiciones de Crece en matorral xerdfilo,

Familia: Asteraceae crecimiento pastizal, bosques de encino,
Género: Conyza filaginoides de pino y bosque de
(D.C.) Hieron juniperos.
Sindénimo =Laennecia (Biblioteca digital de la
filaginoides DC Med_icina Tradicional
Mexicana, 2009; Mata et al.,
(Catalogue of life, 2020). 1997).




2.1.2. Distribucion geografica

Se encuentra distribuida en habitats abiertos de bosques templados de pino-encino
y pastizales, con ejemplares en Estados Unidos de América (Texas), mientras que
en México se encuentra distribuida desde Aguascalientes, Baja California Sur,
Chiapas, Chihuahua, Ciudad de México, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo,
Jalisco, Estado de México, Michoacan, Morelos, Nuevo Leo6n, Oaxaca, Puebla,
Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tlaxcala, Veracruz hasta Zacatecas
(Figura 1), llegando a encontrarse incluso en Guatemala, Peru, Ecuador, Venezuela
(Mérida, Sucre) y Colombia (Boyac, Cundinamarca, Nario) (Biblioteca digital de la
Medicina Tradicional Mexicana, UNAM 2009 ; Catalogue of life, 2020).

Figura 1. Distribucién geogréfica de C. filaginoides en México

Tomado de:

http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/41d6f9fb865ff8f2933678c089d
c7eac/synonym/d274dfbd12¢c4889bch65455ab028e8c6



http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/41d6f9fb865ff8f2933678c089dc7eac/synonym/d274dfbd12c4889bcb65455ab028e8c6
http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/41d6f9fb865ff8f2933678c089dc7eac/synonym/d274dfbd12c4889bcb65455ab028e8c6

2.1.3 Uso de C. filaginoides en la medicina tradicional

La planta C. filaginoides ha sido apreciada desde tiempos prehispanicos para tratar
dolencias gastrointestinales como flatulencias, colicos y malestar estomacal,
ademas de estimular el apetito. Los usos menores incluyen su empleo como
emetico, para lavar los ojos infectados, aliviar la tos y expulsar la flema (Hernandez,
1959; Mata et al., 1997).

Esta planta se ha usado medicinalmente por mas de cuatro siglos; asi, la primera
descripcién de su uso medicinal aparecio en el libro " Historia Natural de la Nueva

Espafa” escrito por Francisco Hernandez en el siglo XVI (Figura 2).

“ZACACHICHIC” una hierba de palmo y medio, toda vellosa, blanquecina y con hojas
menudas casi como de ruda, llena por todas partes de florecillas rojizas con blanco,
peludas, que se deshacen en vilanos y contenidas en pequefios calices redondeados.
y con raiz fibrosa. Es muy amargo de dénde le viene el nombre, y caliente y seco en
tercer grado. Huele a ojo de buey. El jugo que puede exprimirse de una onza y media
de esta hierba purga por el conducto superior todos los humores, pero principalmente
la bilis y las flemas. Dicen que es un remedio seguro y que no causa casi hinguna
molestia; pero no debe administrarse imprudentemente a los que tienen Fiebre, sino
s6lo a los que, sin fiebre, tienen el estbmago lleno de humores viciados; cura el
empacho, excita el apetito, favorece mucho a aquellos a quienes los alimentos se les
acedan en el estbmago, cura el prurito de los ojos y es eficaz para calmar la tos, quitar
la flatulencia y apaciguar, introducido, el vientre. Nace en regiones templadas de
Tepetlauztoc y de Tetzcoco en lugares planos y en las laderas.

Figura 2. Descripcién de C. filaginoides del libro Historia Natural de la Nueva
Espafia escrito por Francisco Hernandez en el siglo XVI.

A la izquierda dibujo descriptivo y a la derecha descripcion general y uso de la planta en la
medicina prehispanica. Planta conocida en la lengua azteca como "zacachichic”.




A inicios del siglo XX, el Instituto Médico Nacional la describe como: colagogo,

emético y favorecedor del peristaltismo intestinal. Posteriormente, Maximino

hepaticos, dispepsia, emético, eupéptico,
gastroenteritis, ictericia, depresion, analgésico y
favorece el peristaltismo intestinal. Luis Cabrera,
la describe para: la angiocolitis, catartico,
colecistitis, gastroenteritis e ictericia. Finalmente,

la Sociedad Farmacéutica de México la indica

como: anticatarral, colagogo, célicos biliosos,
eupeéptico, para gastroenteritis, heridas, nausea, y nefrotoxico

J (Biblioteca digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).
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Conocida popularmente como " simonillo ", es una planta medicinal
mexicana muy apreciada en el México contemporaneo para el
tratamiento del malestar estomacal y molestias dolorosas. La planta
completa se puede consumir en forma de té, sola o en combinacién
con otras hierbas (Fonseca et al., 2020) como Marrubium vulgare L.
(Lamiaceae), Peumus boldus Molina (Monimiaceae) y Quassia amara L.
(Simaroubaceae). En el centro de México, también es un aperitivo comun (Ovalle et
al., 2014).

En la actualidad, la planta entera es ampliamente comercializada en México como
un medicamento crudo para preparar infusiones y otras
fitomedicinas (extractos, capsulas y tabletas), los extractos de
la planta son preparados hidroalcohdlicos a partir de una
relacion droga/extracto de 1:10, tambien son conocidos como
tinturas, y se consumen antes de las comidas diluyendo unas
30 gotas del extracto en agua (1 o 3 veces al dia) (Biblioteca
digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2018; Acevedo &

Estrada, 1995; https://www.plantas-medicinales.org/conyza-

filaginoides-simonilla/). Todos estos remedios se recetan para




el alivio de trastornos digestivos dolorosos, como dispepsia, enfermedades
hepaticas y colico biliar (Ovalle et al., 2014), mismos autores desarrollaron métodos
analiticos precisos para garantizar el control de calidad para el uso adecuado de la
planta y sus resultados fueron publicados en la Farmacopea Herbolaria de los
Estados Unidos Mexicanos 2° edicion (FEUM, 2013).

Debido al creciente interes en las propiedades terapéuticas que ofrece la especie
se han realizado numerosos estudios fitoquimicos a la misma, los cuales han
permitido identificar la presencia de compuestos bioactivos con diversas

propiedades farmacolégicas validando su uso como planta medicinal.

2.1.4 Compuestos bioactivos producidos por C. filaginoides

La planta C. filaginoides es una fuente importante de compuestos biolégicamente
activos. En los ultimos afios se han realizado numerosos estudios fitoquimicos y
farmacoldégicos en la especie C. filaginoides donde se ha determinado la presencia
de compuestos bioactivos con propiedades farmacoldgicas (Tabla 2) los cuales son
de naturaleza flavonoide y terpenoide (Tabla 3).




Tabla 2. Estudios fitoquimicos y farmacoldgicos de C. filaginoides

Descripcién del Compuestos con Métodos de extraccion Referencia
estudio actividad y aislamiento de los
compuestos bioactivos
Extraccion: material (Ovalle et al.,
vegetal seco y molido de 2015)
Actividad Rutina las partes aéreas de la

antinociceptiva e

planta se extrajo con una

hipoglucémica mezcla de diclorometano-
metanol (1: 1), se filtro y el
extracto se obtuvo a
presion reducida
Identificacion y
cuantificacion derutina:
HPLC-DAD, se observo
que la rutina era el
metabolito principal del
extracto obtenido
(Calzada et al.,
Actividad Eritridiol, Quercetina 3-O- Extraccion: material 2001)
antiprotozoaria (6 " ' -O-E-cafeoil) -B-D- vegetal seco y molido de
de los glucopiranosido, las partes aéreas de la
constituyentes Quercetina-3-glucosido planta se extrajo con una
(Isoquercitina)=  activos mezcla de MeOH-CHCI;
contra E. histolytica con (1:1), se filtr6 y concentro
valores de CI50 que varian al vacio
de 12.0a14.7 ug/ mL Aislamiento de
compuestos: TLC
Isorhamnetin 3-O- (6 " ' - preparativa en gel de Si
O-E-caffeoyl) -B-D- prerrecubierto (Si gel 60,
galactopiranosido= Merck F254)
compuesto mas activo Identificacién de
contra G. lamblia con (CI50) compuestos: resonancia
15,3 ug / mL magnética
nuclear (RMN),
espectroscopia
infrarroja(IR), punto de
fusion(p.f.),
espectrofotometria
ultravioleta-visible
(UVIVIS)
Rutina y quercetina-3- (Mata et al.,
glucésido (Isoquercitrina) Extraccion: material 1997)

Flavonoides
terpenoides
actividad
relajante

musculo liso

y mostraron una actividad

con inhibitoria
significativamente alta en
del las contracciones

espontaneas del ileon de la
rata, donde fueron 7 y 8.76
veces mas potentes que la

vegetal seco y molido de
las partes aéreas de la
planta se extrajo con una
mezcla de MeOH-CHCI3
(1: 1), sefiltr6 y concentro
al vacio




quercitina (control positivo),
respectivamente.

B-cariofileno 4,5-a-6xido,
3-B-tridecanoiloxi-28-
hidroxi-oleano-1 2- eno

= actividad inhibitoria
moderada en las
contracciones espontaneas
del ileon de la rata

Aislamiento de
compuestos:
cromatografia en

columna de gel de silice
Identificacion de
compuestos:
cromatografo de gases
interconectado con un
espectrometro de masas
(GC-MS), espectroscopia
infrarroja(IR), punto de
fusion( p.f.), resonancia
magnética

nuclear (RMN),

Efecto de |la
despigmentacio
n del acido 3,4-
di-O-
cafeoilquinico

guiado por la
actividad
inhibidora de la
tirosinasa

-3,4-di-O- acido
cafeoilquinico, 4-O- acido
cafeoilquinico, el acido
clorogénico y la rutina,
mostraron actividad
inhibitoria de tirosinasa con
Cl 50S de 57.7, 393.7,
273.2 Y 113.7 upuM con
inhibiciébn no competitiva
-3,4-di-O-cafeoilquinico=
efecto de despigmentacion
contra la piel de cobaya
marrén irradiada con UVB
(el porcentaje de
despigmentacion fue del
30,8%).

Extraccion: material
vegetal seco y molido de
las partes aéreas de la
planta se extrajo con
agua destilada, se filtrg,
concentro a  presion
reducida y liofilizo

Aislamiento de
compuestos:
cromatografia en

columna de gel de silice
Identificacion de
compuestos:
espectroscopia
infrarroja(IR), resonancia
magnética

nuclear (RMN), punto de
fusion( p.f.), colorimetro
espectrofotométrico,
cromatografia en capa
fina(TLC)

(Tada et.al.,
2001)

Triterpenenoides
y triacontano de
Conyza
filaginoides

Triacontano
a-Spinasterol
B-amirina

Extraccion: material
vegetal seco y molido de
las partes aéreas de la
planta se extrajo por el
método  Soxhlet con
petroleo ligero y MeOH.
El extracto de petréleo
ligero se saponificé con
MeOH-KOH y la porcion
insaponificable se recogi6
en éter isopropilico.

Aislamiento de
compuestos:
cromatografia en

columna de SiO2

(Dominguez et
al,1972)




Identificacion de
compuestos:
espectroscopia
infrarroja(IR), resonancia
magnética

nuclear (RMN), punto de
fusion (p.f.),
espectrofotometria
ultravioleta-visible
(UV/VIS), cromatografia
en capa fina(TLC).

Tabla 3

farmacolégica de C. filaginoides

Clasificacién y estructura de compuestos aislados

con actividad

Estructura Clasificacion Formula estructural Referencia

Rutina Polifenol (flavonoide) (Ovalle et al.,
2015)

Eritridiol Terpeno (triterpeno (Calzada et

pentaciclico)

al., 2001)

Quercetina 3-
O- (6 "' -O-E-
cafeoil) -B-D-
glucopiranosi
do

Polifenol (flavonoide)

R=R,=OH, Ri=H, R3=TCA

(Calzada et
al., 2001)
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Quercetina-3-
glucésido
(Isoquercitina

)

Polifenol (flavonoide)

R (Calzada et
OH al., 2001)

9@
o

OH O HO

R=R2=0H, R1=R3=H

Isorhamnetin

Polifenol (flavonoide)

(Calzada et

3-0-(6""-0O- al., 2001)
E-caffeoyl) -B-
D-
galactopirano
side

R=0OMe, R1=0H, R,=H, R3=TCA
B-cariofileno  Terpenoide(sesquiterpe (Mata et al.,
4,5-a-0xido no) 1997)

o

3-B- Terpenoide (Mata et al.,
tridecanoiloxi 1997)
-28-hidroxi-

oleano-1 2-
eno

R=0=C-(CH3)11-CH3, R'=H
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3,4-di-O-acido Polifenol ,
cafeoilquinico OR ox? (Tada et al.,
2001)
HOOC
HO OR!
R=R2=Cafeoil, R3= H
4-O- acido Polifenol OR?
cafeoilquinico OR2 (Tada et al.,
HoOC 2001)
HO OR'
R=R3=H, R? = Cafeoil
Acido Polifenol .
clorogénico oR - (Tada et al.,
© 2001)
HOOC
HO OR'
R'=R?= H, R3? = Cafeoil
a-Spinasterol  Terpenoide(triterpeno) (Dominguez et
al.,1972)
B-amirina Terpeno (triterpeno (Dominguez et

pentaciclico)

al., 1972)
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2.2 Metabolitos secundarios y su importancia

La mayoria de los compuestos biol6gicamente activos aislados de plantas son
metabolitos secundarios(MS) (Walton & Brown, 1999) los cuales presentan una
gran variedad de compuestos (se estima que mas de 100 000 metabolitos
secundarios son producidos por las plantas (Bhalla et al., 2005)). Como ya se
menciono anteriormente C. filaginoides posee diversos compuestos bioactivos de
interes farmacoldgico los cuales son metabolitos secundarios, que pertenecen al
grupo de terpenos y fenoles, en esta seccion produndizaremos acerca de la
importancia de estos metabolitos secundarios a nivel comercial (incluyendo

actividades farmacoldgicas), ademas de su funcion en las plantas.

Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular que
aparentemente no son vitales para las células individuales, sin embargo, a la
especie como tal le permite establecer una relacidon ecologica con el ambiente, estos
compuestos son sintetizados como respuesta adaptativa, evolutiva o de defensa y
pueden o no estar restringidas a 6rdenes taxondmicos, a células especializadas y a
fases especificas del desarrollo. No forman parte del metabolismo primario
(proteinas, lipidos, carbohidratos, etc.), pero se biosintetizan a partir de moléculas
intermediarias. Los MS identificados se cuentan en un niamero cercano a 100 mil y
se considera que la cantidad aumenta en un aproximado de 4 mil cada afio. Los
grupos mas representativos son los terpenoides (25,000), los alcaloides (12,000) y
los fenoles (7,000) (Cruz et al., 2009).

2.2.1 Metabolismo primario y secundario

Las plantas pueden utilizar la energia solar, mas el diéxido de carbono y el agua,
para sintetizar moléculas complejas (carbohidratos como sacarosa y almidéon)
mediante la fotosintesis, un proceso que genera energia quimica (ATP) para ser
utilizada en el metabolismo celular. En las plantas, la glucosa derivada de esos
carbohidratos produce piruvato de fosfoenol (a través del glucélisis) y malato (a

través de la derivacion de pentosa fosfato) (Alvarez, 2014).
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Los MS se sintetizan a partir de metabolitos primarios mediante una secuencia de
reacciones quimicas catalizadas por enzimas, algunas de las cuales limitan la via
gue define la sintesis y la cantidad de metabolito producido de acuerdo al estimulo

externo al cual la planta se encuentre expuesta (Figura 3) (Alvarez, 2014).

El malato entra en la via del shikimato para producir triptéfano, del cual se originan

los alcaloides indol y la fenilalanina (Alvarez, 2014).

La glucalisis tiene lugar en el citoplasma de la célula vegetal, el fosfoenol piruvato
obtenido ingresa en la mitocondria y en su estroma produce piruvato, que se
transforma en aceto acetil-CoA. La aceto acetil-CoA entra en el ciclo del acido
tricarboxilico (TCA) en las crestas mitocondriales, completando el catabolismo de la
glucosa a través de una serie de reacciones oxidativas, con la produccion de diéxido
de carbono vy trifosfato de adenosina (ATP). Varias moléculas, intermedias en la
sintesis de metabolitos secundarios, se producen en las diferentes etapas del TCA,
prolina que origina alcaloides pirrolicos, acidos grasos de los que derivan
fosfolipidos, triacilglicerol, glucosidos, fenoles, mevalonato, ornitina y acido
cinAmico. El mevalonato, mediante una serie de reacciones quimicas intermedias,
origina carotenoides, estigmasterol y terpenoides. La orinitina junto con la
fenilalanina (procedente de la via del shikimato) son los precursores de los
alcaloides tropano, y el &cido cindmico origina los flavonoides y los lignanos (Figura
3) (Alvarez, 2014).
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Figura 3. Esquema del metabolismo secundario y primario en plantas (Alvarez, 2014).

2.2.2 Aplicacion comercial de los metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son los reponsables de las cualidades organolépticas
(sabor, color, olor y consistencia) de las plantas alimentarias y ornamentales. Estos
compuestos representan una fuente renovable potencialmente ilimitada para el
desarrollo de nuevos farmacos. De acuerdo a datos de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) se han utilizado como fuente para la produccion de farmacos
aproximadamente entre 35, 000 y 70, 000 especies de plantas. Este namero
corresponde al 14-28% de las 250,000 especies de plantas que se estima existen
en todo el mundo (Malik, 2017). Ademas, tienen aplicaciones comerciales en

agroquimicos, colorantes, narcoticos, antibioticos, aceites comestibles, biodiesel,
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esencias, saborizantes, insecticidas (Yazaki, 2004; Baser & Dermici, 2006;
Luczkiewicz, 2008; Cruz et al.,2009). En la Tabla 4 se mencionan algunas
aplicaciones a nivel comercial de MS obtenidos de plantas cultivadas de manera
tradicional.

Tabla 4. Metabolitos secundarios de origen vegetal con potencial a nivel comercial,
producidos mediante cultivos o plantaciones tradicionales (Martinez, 2018).

Producto Aplicacion Especie

Drogas/Quimicos

Antraquinonas Laxante Morinda citrifolia
Ajmalicina Tranqulizante Catharantus roseus
Taxol Anticancer Taxus brevifolia
Tebaina Codeina Nicotinaa tabacum
Ubiquinona-10 Droga cardiaca Catharantus roseus
Saborizantes/ fragancias

Vainilla Saborizante Vainilla planifolia
Cocoa Saborizante Theobroma cacao
Aceite de rosa Fragancia Rosa damascena
Mentol Fragancia Mentha piperita
Jasmin Fragancia Jasmin grandiflorum
Colorantes/pigmentos / edulcorante

Antioianina Colorante Vitis vinifera
Azafran Colorante Crocus sativus
Acido romanico Antioxidante Coleus blumei
Esteviosido Edulcorante Stevia rebaudiana

2.2.3 Terpenoides

Los terpenoides son hidrocarburos naturales producidos por una amplia variedad
de plantas y animales. Se clasifican en base a cinco unidades de carbono (isopreno)
como sus componentes basicos, con mas de 55,000 moléculas descubiertas hasta
la fecha. Los diferentes terpenos incluyen hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterterpenos (C25), triterpenos (C30) y
politerpenos (> C30). Las diversas funciones funcionales de los terpenoides se han
estudiado criticamente y se han aceptado. Algunos de ellos incluyen aditivos de
sabor natural para alimentos o fragancias en perfumeria y en medicinas
tradicionales y alternativas como aromaterapia (Orhan, 2012; Gopal & Meérillon,
2013).
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Biosintéticamente, los terpenoides se forman a través de dos vias sintéticas
principales: la via del acido mevalonico (MVA), que es activa en el citosol, y de la
via plastidial del 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP). Ambas vias conducen a la
formacion de las unidades C5 de isopentenil difosfato (IPP) y su isémero alilico
dimetilalil difosfato (DMAPP), los componentes bésicos de la biosintesis de
terpenoides (Orhan, 2012; Gopal & Mérillon, 2013).

En la segunda fase de la biosintesis de terpenos, las preniltransferasas utilizan IPP
y DMAPP en reacciones de condensacion de cabeza a cola de estas dos unidades
C5 para producir geranil difosfato (GPP), las posteriores adiciones de 14 o
isopentenil difosfato para generar farnesilo (FPP) y geranilgeranil difosfato (GGPP),
los precursores inmediatos de los monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos,
respectivamente (Orhan, 2012; Gopal & Mérillon, 2013).

Estas reacciones son catalizadas por preniltransferasas de cadena corta, incluidas
la GPP sintasa, FPP sintasa y GGPP sintasa. La GPP sintasa cataliza la reaccion
de condensacion de IPP y DMAPP para formar GPP. La FPP sintasa agrega
secuencialmente dos moléculas de IPP a DMAPP para formar el precursor difosfato
C15 de sesquiterpenos y triterpenos, y GGPP sintasa agrega tres moléculas de IPP
a DMAPP para formar el precursor difosfato C20 de diterpenos y tetraterpenos
(Figura 4) (Orhan, 2012; Gopal & Mérillon, 2013).
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Figura 4. Rutas de biosintesis para la produccion de difosfato de isopentenilo (IPP) y
difosfato de dimetialilo (DMAPP). La via del mevalonato (izquierda) y la via del 2-C-
metil-D-eritritol-4-fosfato (derecha) (tomado y editado de Orhan, 2012).
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2.2.3.1 Funcion de los terpenos en plantas

Los terpenos, también denominados isoprenoides, constituyen el grupo mas
abundante de los aceites vegetales; de hecho, son los responsables de los aromas
y sabores especificos de las plantas, mientras mayor sea la cantidad de oxigeno en
la molécula, mayor sera su aroma. A pesar de que los terpenos estan presentes en
la gran mayoria de formas de vida, las plantas en particular, destacan por albergar
una impresionante diversidad de estos compuestos, teniendo ademas una amplia
heterogeneidad en cuanto a funcion y estructura. Dentro de los terpenos se clasifica
a los carotenoides que son tetraterpenos muy importantes en los mamiferos,
especialmente el B-caroteno que es precursor de la vitamina A (11-cis-retinal).
También las vitaminas liposolubles D (colecalciferol) y K son consideradas como
terpenos (Espinosa et al.,, 2016). En la Tabla 5 se resumen las funciones

primordiales de estos compuestos en las plantas.

Tabla 5. Funcion de algunos terpenoides en la planta

Funcion Sustancia Referencia
Reguladores de Giberelinas, acido abscisico (Espinosa et al., 2016)
crecimiento

Pigmentos Fitol, carotenoides (Arias, 2013; Espinosa et
fotosintéticos al., 2016)

Transportadores de Ubiquinona, plastoquinona  (Espinosa et al., 2016)

electrones

Componentes de Esteroles (Ferrer et al., 2017)
membrana

Compuestos de Fitotoxinas, repelentes, (Almeyda, 2017)
defensa antibioticos de herbivoros

Quimioatrayentes de  Sesquiterpenos, (Boncan et al., 2020)
polinizadores Monoterpenos
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2.2.3.2 Importancia comercial de los terpenos

Muchos de los terpenoides son comercialmente de interés debido a su uso como
saborizantes y fragancias en alimentos y cosméticos (por ejemplo, mentol,
nootkatona y sclareol) o porgue son importantes para la calidad de los productos
agricolas, como el sabor de las frutas y la fragancia de las flores (por ejemplo, el
linalol) (Orhan, 2012). Ademas, los terpenoides pueden tener propiedades
medicinales tales como anticancerigeno, antioxidante y antifingico (por ejemplo, el
geraniol), anticancerigeno, (por ejemplo, el linalol y limoneno), actividad antipaltdica
(por ejemplo, artemisinina), antiulcerosa, hepatica, antimicrobiana o diurética (por
ejemplo, glicirricina) (Orhan, 2012). En la Tabla 6 se mencionan algunas especies
de plantas productoras de terpenos con aplicaciones farmacoldégicas:

Tabla 6. Terpenos de aplicacion comercial (Alvarez, 2014)

Terpeno Especie vegetal Actividad

farmacoldgica

Cariofileno Syzygium aromaticum, Antiinflamatorio

Cannabis sativa

Santonina Artemisia maritima Antiparasitaria
Artemisinina Artemisia annua Antimalaria

Taxol Taxus brevifolia Actividad antitumoral
Diosgenina Dioscorea spp, Solanum Sintesis de hormonas
solasodina eleagnifolim esteroides
Glucosidos Digitalis lanata Cardiotonico
digitalicos

Los terpenoides biolégicamente activos abarcan varios 6rdenes de magnitud. El
mas estudiado es el efecto de los terpenos en la prevencion y el tratamiento del
cancer. De manera ilustrativa, el derivado de taxol (paclitaxel y docetaxel) se
encuentran entre los farmacos mas utilizados en la quimioterapia del cancer. Otros

usos terapéuticos importantes de los terpenoides incluyen antimicrobiano (West et

20




al., 2012), antifingico (Hammer et al., 2003), antivirico (Astani et al., 2010),
antihiperglucémico (Paduch et al., 2007), antioxidante (Quesada et al., 2011)
inmunomodulador (Carrasco et al., 2009) y como potenciador de la permeabilidad
cutanea (Williams & Barry, 1991). Dado que muchas de estas moléculas solo se
encuentran en niveles muy bajos en la naturaleza, su recoleccibn masiva para
obtener cantidades suficientes de la droga, incluida la biologia sintética y la
ingenieria metabdlica, proporciona enfoques innovadores para aumentar la

produccion de terpenoides (Gopal & Mérillon, 2013).

2.2.3.3 Triterpenos pentaciclicos

Los esqueletos de triterpenos pentaciclicos (a-amirina, f-amirina y lupeol) se ciclan
a partir de 2,3-oxidoscualeno, un precursor comun de fitoesteroles y triterpenoides.
Las enzimas involucradas en la formaciébn de estas cadenas principales de
triterpenos se denominan generalmente oxidoscualeno ciclasas (OSC) (Figura 5)
(Huang et.al., 2012).

OSsC

2,3-oxidoscualeno

lupeol a- amirina B- amirina

Figura 5. Biosintesis de triterpenos pentaciclicos a partir de 2,3-oxidoscualeno

Los triterpenos pentaciclicos (TP) son unos de los productos biolégicamente activos
mas importantes de origen natural, estan ampliamente distribuidos por todo el reino
vegetal. La a-amirina, B-amirina y lupeol son tres miembros representativos de la
familia de los TP, y recientemente han atraido mucha atencién debido a su actividad

hepatoprotectora, antihiperglucémica, hipolipidémica (Chen et.al., 2017).
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2.2.3.3.1 Lupeol

El lupeol es un TP con férmula quimica CsoHs0O, punto de fusion de 215-216 ° Cy
peso molecular de 426,7174 (g/mol) (Sharma et al., 2020). Es un compuesto
presente en diferentes plantas medicinales con una amplia gama de bioactividades,
que sugieren sus utiles propiedades medicinales con diversidad de accion frente a
diferentes enfermedades (Tabla 7) (Laghari et al., 2011). Se distribuye comiunmente
en el reino vegetal y se encuentra en frutas y verduras comestibles como pulpa de
mango, raiz de zanahoria, semillas de melén y soja, uvay aloe, entre otras. El lupeol
también se encuentra en abundancia en plantas medicinales como la planta de
manteca de karité (Mendez & Lope 1991), Tamarindus indica (Kabir et al., 2008),
Celastrus paniculatus( Sharma et al., 2014), Zanthoxylum riedelianum (Mandalho et
al., 2007), Allanblackia monticola (Nguemfo et al., 2009), Himatanthus sucuuba
(Wood et al., 2001), Leptadenia hastata (Nikiema et al., 2001), Crataeva nurvala
(Shirwaikar et al., 2004) , Bombax ceiba (You et al., 2003) , Sebastiania adenophora
(Saeidnia et al., 2015). Los estudios de cuantificacion han demostrado que el lupeol
esta presente en el olivo (3 pg/g), el mango (1.80 ug/g de pulpa), la hoja de aloe
(280 pg/g de hoja seca), la planta de olmo (800 ug/g de corteza), pera japonesa
(175 pg/g de corteza de ramita) y aceite de Ginseng (15.2 mg/100g de aceite)
(Siddique & Saleem, 2011).

Tabla 7. Actividades farmacoldgicas del lupeol

Actividad farmacologica Referencia

Antiprotozoaria Gallo & Sarachine, 2009
Antiinflamatoria

Antitumorales

Cardioprotectora

Hepatoprotectora

Antimicrobiana

Antiurolitidsica Sunitha et al., 2001
Antimicrobiana Siddique & Saleem, 2011
Anticancerigeno

Nefroprotectora

Antiurolitiatica Anand et al.,1994
Antiartritica Kweifio et al., 1995
Antidiabética Lakshmi et al., 2014
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2.2.3.3.2 a-amirina y B-amirina

Las amirinas son importantes triterpenoides pentaciclicos de plantas, que incluyen
los dos isbmeros a-amirina y p-amirina, que difieren solo en la posicion del grupo
metilo en el esqueleto de triterpenos. La a-amirina y la B-amirina presentan
actividades fisiol6gicas y farmacoldgicas importantes (Tabla 8) (Yu et al., 2018). Se
pueden encontrar en el copal mexicano, Taraxacum officinale y gayuba (Ramos et
al., 2018).

Tabla 8. Actividades farmacol6gicas de a-amirinay B-amirina

Actividad Referencia
farmacologica
Gastroprotectora Ramos et al., 2018

Antihiperglucemiante
Antimicrobianas

Antiinflamatoria Melo et al., 2011
Hepatoprotectora

Antinociceptiva Soldi et al .,2008
Antidepresiva Holanda et al., 2008
Antipruriginosa Santos et al., 2012

Los métodos tradicionales de obtencidn de amirinas eran la extraccion y separacion
quimica, pero su aplicacion se vio seriamente restringida por el lento crecimiento de
las plantas, las preocupaciones ambientales, el alto consumo de energia y los
costos de produccion. La biologia sintética y la ingenieria metabdlica podrian
redisefiar y construir toda la ruta metabdlica, ensamblar diferentes genes en
microbios para producir productos objetivo de manera eficiente, que podria
emplearse para mejorar la productividad de las amirinas para satisfacer la demanda
del mercado (Yu et al., 2018).

En comparacion con los métodos tradicionales, la biosintesis tiene muchas
ventajas, como bajo costo, tiempos de ciclo cortos, amigable con el medio ambiente,
eficiencia y sostenibilidad. Hasta ahora, se han reportado muchos casos exitosos

de productos naturales con importante actividad fisiologica y farmacoldgica
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derivados de plantas y sintetizados con Saccharomyces cerevisiae, incluyendo

mono-, sesqui-, dia y triterpenoides (Yu et al., 2018).

2.2.4 Polifenoles

Los compuestos polifendlicos son metabolitos secundarios de las plantas que estan
disefiados con un anillo aromatico, que lleva uno o mas restos hidroxilo, varias
clases pueden considerarse de acuerdo con el nimero de anillos de fenol y a los

elementos estructurales que se unen a estos anillos (Vazquez, 2014).

Los compuestos polifendlicos varian ampliamente en estructura, desde los mas
simples (mondémeros y oligdbmeros) hasta los polimeros complejos de peso
molecular alto (taninos). Se han identificado mas de 4000 compuestos polifendlicos
individuales, los cuales se han dividido en dos grandes grupos: los flavonoides y los
no flavonoides. Estos ultimos incluyen a las moléculas méas sencillas, como los
acidos fendlicos con esqueletos quimicos de seis carbonos (C6), ligados o no con

esqueletos de dos hasta cuatro carbonos (C6-C4) (Vazquez, 2014).

Ejemplos mas complejos de compuestos no flavonoides son aquellos cuyos
esqueletos poseen su porcién C6 unida a porciones C2 y a otro anillo C6, como en
el caso de los estilbenos, galotaninos o elagitaninos. Estos Gltimos son conocidos
como taninos hidrolizables, los mas complejos de los fenoles no flavonoides. En la
Figura 6 se muestra la estructura quimica de compuestos polifenélicos no

flavonoides (Vazquez, 2014).
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Figura 6. Estructura quimica de compuestos polifenolicos no flavonoides
(Vazquez, 2014).

Los polifenoles flavonoides tienen un esqueleto quimico que consta de tres
porciones: dos anillos aromaticos y un anillo heterociclico oxigenado (C6-C3-C6).
Los flavonoides conforman el grupo mas variado estructuralmente, debido a que su
esqueleto base tiene numerosas posibilidades de sustitucién por grupos hidroxilo (-
OH), metoxilo (-O-CH3s), acilo (-CO), y glucésidos. Algunos compuestos flavonoides

y sus estructuras quimicas basicas se muestran en la Figura 7 (Vazquez, 2014).
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Figura 7. Estructura quimica de compuestos polifendlicos de tipo flavonoides
(Vazquez, 2014).
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2.2.4.1 Funciones de los polifenoles en plantas

Los polifenoles tienen probablemente la mayor capacidad para cumplir multiples
funciones en plantas expuestas a una amplia gama de estres abiotico. De hecho,
en cada especie individual estan presentes enormes cantidades de estructuras
fendlicas, distribuidas en diferentes organos, células y compartimentos
subcelulares. Los polifenoles, como los glucdsidos fendlicos, los derivados del &cido
hidroxicinamico y los flavonoides, intervienen en el engrosamiento de la pared
celular secundaria, lo que aumenta mecanicamente el refuerzo de los tejidos, una
caracteristica anatdmica clave que confiere tolerancia a la sequia. Ademas, el
fortalecimiento de la pared celular inducido por polifenoles junto con funciones
relacionadas con sustancias quimicas, también puede mejorar la resistencia al

estrés oxidativo de origen tanto abi6tico como bidtico (Di Fernando et al., 2014).

Recientemente se ha demostrado que la biosintesis de polifenoles aumenta
abruptamente en las plantas en respuesta a la luz solar intensa en ausencia de
irradiancia ultravioleta o después de la privacion de nitrégeno/ agua, calor/ frio y
salinidad de la zona radicular. Los polifenoles pueden actuar como filtros no solo de
la radiacion UV sino también de la radiacion visible de onda corta (por ejemplo,
elagitaninos y antocianinas. Los polifenoles localizados en las vacuolas (por
ejemplo, derivados del acido cafeico, derivados de quercetina, antocianinas)
pueden reducir el peroxido de hidrogeno (H202) que se supone que se difunde del
cloroplasto a la vacuola en exceso de condiciones de estrés leve. Vale la pena
sefalar que la vacuola no posee un sistema de defensa antioxidante eficaz, por
ejemplo, el acido ascorbico no es un buen sustrato para las peroxidasas vacuolares
(POX). Por lo tanto, los flavonoides de localizacion vacuolar pueden constituir un
sistema de desintoxicacion de H202 (junto con POX) de importancia primaria en
plantas que sufren de estrés luminico excesivo severo (Di Ferdinando et al., 2014).

Los polifenoles participan en la transduccion de sefiales desde la raiz hasta el brote
y ayudan en la movilizacion de nutrientes. Los exudados de las raices contienen

compuestos fendlicos que alteran las propiedades fisicoquimicas de la rizosfera.
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Los microbios del suelo transforman los compuestos fendlicos en compuestos que

ayudan en la mineralizacion del N y la formacion de humus (Sharma et al., 2019).

Los fendlicos vegetales, como reguladores fisiolégicos o mensajeros quimicos,
inhiben el catabolismo del AlA (flavonoides dihidroxi del anillo B) o limitan la sintesis
del AIA (flavonoides monohidroxi del anillo B). Algunos compuestos fendlicos (acido
transcindmico, cumarina, acido p-hidroxibenzoico y &cido benzoico) pueden ser
potencialmente fitotdxicos si se acumulan en grandes cantidades y pueden inhibir
la germinacion y el crecimiento de las plantulas debido a la alteracién del
funcionamiento de las enzimas celulares y al deterioro de las células. Por ejemplo,
algunos compuestos fendlicos inhiben la enzima prolil aminopeptidasa y fosfatasa
que participan en la germinacion de semillas en leguminosas. Por el contrario, se
ha informado que los altos contenidos de acido fendlico ejercen efectos positivos en

la germinacién de semillas (Sharma et al., 2019).

2.2.4.2 Bioactividades de los polifenoles

Los polifenoles han mostrado beneficios para la prevencion y el tratamiento de
numerosas enfermedades (Tabla 9).

Tabla 9. Actividades farmacoldgicas de los polifenoles

Actividad farmacol6gica Referencias
Anticancerigena Karou et al., 2005
Antimutagénicas
Cardioprotectora
Antitrombosis Ansari et al., 2019
Antihipertensiva
Antiinflamatoria
Hipoglucemiante Wang et al., 2019
Antiviral
Antiateroscleroética Pietta, 2003
Antimicrobiana
Antiosteoporotica Lietal., 2014
Antienvejecimiento
neuroprotectora
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2.2.4.3 Rutina, Isoquercetina y quercetina

La quercetina es un flavonoide tipico de tipo flavonol, que se encuentra
principalmente en lechuga (40,27 mg/100 g), pimiento (32,59 mg/100 g), cebolla
(12,65-17,22 mg/100g), chokeberry negro (8,90 mg/100 g), tomate (4,56 mg/100 g),
brécoli (4,25 mg/100 g) y manzana (2,47 mg/100 g). La quercetina esta presente
principalmente en forma de glucésidos, como la rutina (quercetina-3-O-rutindsido,
rutésido); la rutina se encuentra ampliamente en numerosas frutas y verduras como
el trigo sarraceno (200-1000 mg/100 g), uvas, manzanas, bayas, citricos,
alcaparras, cebollas y esparragos. Sin embargo, también se ha reportado rutina en
algunas plantas medicinales, como Ruta graveolens L, Sophora japonica L. y
Eucalyptus spp. Existe una evidencia creciente que sugiere que la quercetina y la
rutina estan dotadas de propiedades farmacologicas, sin embargo, la principal
preocupacion asociada con el consumo de quercetina y rutina es su
biodisponibilidad oral generalmente pobre, debido a su baja solubilidad acuosa,
mala estabilidad quimica y metabdlica, y permeabilidad de membrana restringida
(Luca et al., 2019).

La isoquercetina es un derivado glucoésido de la quercetina (Qin et al., 2018). Como
glucosido flavonoide natural, la isoquercitrina se distribuye en muchas plantas,
verduras, hierbas y flores (Cao et al., 2017; Qin et al., 2018). Recientemente, la
isoquercetina ha atraido la atenciébn como un compuesto prometedor porque tiene
una mayor solubilidad (95 mg/L) que la quercetina en agua. La produccion de
isoquercetina se puede maximizar junto con quercetina durante la hidrélisis de la
rutina (Kim et al., 2017).

2.2.4.3.1 Bioactividades de Rutina, Isoquercetinay quercetina
La quercetina-3-O-rutinésido (rutina), la quercetina-3-glucdsido (isoquercetina) y la

quercetina tienen propiedades antioxidantes, citoprotectoras, vasoprotectoras,

antiproliferativas y antiinflamatorias (Zufiiga et al., 2016).
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Existe una evidencia creciente que sugiere que la quercetina y la rutina estan
dotadas de propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas,
antibacterianas, protectoras cardiovasculares y neuroprotectoras prometedoras.
Ademas, la rutina (500-2000 mg/dia) se prescribe con bastante frecuencia en el
tratamiento de algunas enfermedades vasculares, como venas varicosas,
hemorragias internas o hemorroides (Luca et al., 2019). La isoquercetina exhibe una
gama de propiedades medicinales que incorpora la captacion de radicales y atenda
el estrés oxidativo, antiinflamatorio, antidiabético, neuroprotector y antidepresivo
(Jayachandran et al., 2019).

2.3 Cultivo in vitro para produccion de metabolitos secundarios

Comunmente, los metabolitos secundarios (MS) se extraen de plantas silvestres o
cultivadas, lo que tiene una serie de desventajas. Su acumulacién en las plantas es
baja, ya que esta regulada espacial y temporalmente. Es decir, ocurre en células,
organos Yy tejidos especificos, en fases determinadas del ciclo de vida de la planta,
bajo condiciones estacidénales o de estrés, por lo que el rendimiento final es muy
bajo y no sustentable ni sostenible (Verpoorte et al., 2002). Otro factor que influye
mucho en la extraccibn de MS es que puede existir alta variabilidad entre
poblaciones e inclusive entre individuos. Ademas la explotacion comercial de
plantas estd basada en la recoleccion de material en su habitat natural,
frecuentemente incluyendo la raiz, lo que ha provocado que muchas estén
amenazadas o en peligro de extincién (Sottomayor et al., 2004), como es el caso de
C. filaginoides donde su sobreexplotacion a llevado a que sea una especie en riesgo
de peligro de extincion, por tal motivo es importante la basqueda de nuevas
alternativas que permitan satisfacer la demanda comercial de la misma, con el
objetivo de cuidar al mismo tiempo su preservacion. La técnica de cultivo in vitro es
una alternativa viable para obtener una amplia disponibilidad de la planta, ademas
de que, a condiciones controladas permite la posibilidad de obtener compuestos

bioactivos de interés comercial al igual que la planta silvestre.
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De manera general las principales ventajas de la produccion de MS a través de

cultivos celulares sobre la produccion convencional del cultivo de plantas, son las

siguientes:

Independencia de los factores ambientales y variaciones estacionales, ya
que la produccion de metabolitos secundarios bioactivos econémicamente
valiosos se lleva a cabo en condiciones controladas eliminando la influencia
negativa de factores fisicos (cambios estacionales) y bioldgicos
(contaminacién por microorganismos o insectos).

Permite la seleccién de lineas celulares de alto rendimiento y un sistema de
produccion definido que garantiza una calidad uniforme y un suministro y
rendimiento continuos del producto.

Los principios activos generados pueden ser recuperados eficientemente y
con tecnologia no contaminante.

Permite la produccion de compuestos nuevos, que normalmente no sintetiza
la planta alterando la ruta metabolica establecida o sometiendo al callo a
condiciones de estrés.

Permite incrementar la formacion de compuestos bioactivos, alterando la ruta
metabdlica establecida.

Permite la obtencién de plantas completas genéticamente homogéneas, asi
como de células productoras de sustancias activas bajo condiciones
asépticas, evitando con ello la sobreexplotacion y extincidbn de especies
vegetales objeto de interés.

Ayuda a la conservacion de algunas plantas silvestres dificiles de cultivar
Por otra parte, es util para la produccion de productos naturales que son
demasiado complejos para ser sintetizados quimicamente.

Los sistemas de cultivo de células vegetales representan una fuente
potencial y renovable de valiosos compuestos medicinales, sabores,
fragancias y colorantes (Caraballo et al., 2015; Sharry, 2015; Siddiqui et al.,
2017; Egamberdieva et al.,.2019; Mohanlall, 2020).
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Limitacién de la produccién de MS por cultivo in vitro de tejidos vegetales:

La produccion in vitro de metabolitos secundarios se ve obstaculizada por el
conocimiento insuficiente de las vias biosintéticas que conducen a una produccion
erratica. Para la ingenieria racional de las vias metabdlicas, se necesita un
conocimiento profundo de las vias biosintéticas totales y sus mecanismos
reguladores que controlan el inicio y el flujo de las vias. Hasta la fecha, solo unas
pocas vias (p. €j., Alcaloides de terpenoides, flavonoides, indol e isoquinolina en el
sistema vegetal se conocen bien como resultado de varios afios de investigacion
bioquimica clasica (Siddiqui et al .,2017), sin embargo, en los ultimos afios el cultivo
de tejidos vegetales ha sido utilizado tambien como material experimental para la
biosintesis de ingredientes activos mediante la ingenieria ingenieria genética y
metabdlica( Siddiqui et al., 2017;Wang et al., 2017; Leal et al., 2018; Niazian et al.,
2019).

2.3.1 Principio del cultivo de células vegetales

El cultivo de células y tejidos vegetales se basa en el principio de totipotencia
celular, que establece que a partir de cualquier célula de una planta es posible
regenerar un individuo completo (Trejo et al., 2007), estos cultivos integran un
conjunto de metodologias especializadas usadas para cultivar explantes (segmento
de la planta, ya sea una sola célula, un tejido o un 6rgano) en forma estéril con
medios nutritivos sélidos o liquidos, a los que se les adicionan reguladores de
crecimiento vegetal (Villareal et al., 2014; Tripathi et al., 2019) y son mantenidos
bajo condiciones controladas de temperatura, luz y humedad .El cultivo de células
vegetales es una herramienta biotecnoldgica por medio de la cual es posible obtener
cultivos de células no diferenciadas, como callos y suspensiones celulares, ademas
de cultivos de 6rganos como brotes y raices (Zhao et al., 2005) .El cultivo de callo y
suspension pueden jugar un papel importante en la produccion a gran escala de

metabolitos secundarios bioactivos a partir de plantas (Akhtar & Swamy et al., 2019).
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2.3.2 Tipos de cultivo in vitro de células vegetales

Los cultivos in vitro de células vegetales pueden ser no diferenciados como los

callos y las suspensiones, o diferenciados como las raices y los tallos (Busto, 2010):

2.3.2.1 Cultivos de callos

Los callos son agregados de células proliferantes no especializadas que crecen en
medios semisolidos en presencia de carbohidratos, sales minerales, vitaminas y
aminoéacidos, y que son suplementados con reguladores de crecimiento vegetal
(RCV) del grupo de las auxinas y las citocininas. Estas ultimas son las responsables

de mantener el crecimiento no diferenciado (Villareal et al.,2014).

La formacion de callo a partir de un explante depende principalmente de la
composicién de reguladores de crecimiento celular en el medio de cultivo; auxinas
y citoquininas. Un balance adecuado de auxina y citoquinina promueve la induccion
de callos, mientras que una proporcion alta de auxina o citoquinina induce la

regeneracion de raices o brotes (Ikeuchi et al., 2013; Martinez, 2018).

Los callos crecen bajo condiciones estériles y usualmente se inducen a partir de
tejidos jovenes de la planta. En teoria es posible obtener callos de todas las
especies vegetales; sin embargo, las condiciones éptimas para su crecimiento
dependen de cada especie y requieren ser determinadas. Los callos pueden variar
en su textura, desde duros y compactos, a tejidos friables. Los tejidos callosos
constituyen el material primario que permitira establecer cultivos de células en
suspension (Villareal et al.,, 2014). Los callos obtenidos también pueden
subcultivarse para mantenimiento y propagacién o inducir la diferenciacion para

formar 6rganos (organogénesis), embriones (embriogénesis).

El cultivo de callos puede ser una alternativa para la obtencién de MS lo que podria
permitir la produccién a gran escala de dichos compuestos que presentan actividad
biologica. En la Tabla 10, se presentan algunos reportes de especies vegetales

productoras de metabolitos secundarios por tal técnica:
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Tabla 10. Metabolitos secundarios producidos mediante cultivos de callo de diversas

especies de plantas

Especie vegetal Ingrediente Medio de cultivoy  Referencias

activo RCV
Capsicum annuum  Capsiacina MS + 2,4-D+ GA3 Varindra et al., 2000
Aspidosperma Ramiflorina (MS +2-4,D+BAP + Olivira et al., 2001

ramiflorum

Salvia officinalis

Rheum ribes

Vaccinium
myrtillus

Centella asiatica
Rauvolfia
tetraphylla
Gymnema
sylvestre
Gymnema
sylvestre

Cassia senna
Saprosma fragrans
Momordica
charantia

Zataria multiflora
Pluchea lanceolata
Artemisia annua
Coscinium
fenestratum

Crataegus sinaica

Withania somnifera

Camellia chinensis

Terpenoides

Catequina

Flavonoides

Asiaticosido

Reserpina

Acido gimnémico

Acido gimnémico

Sendsidos
Antraquinona

Flavonoide

Acido rosmarinico
Quercetina
Artemisinina

Berberina
Flavonoide
Lactona

esteroidal

Flavonas

Sacarosa)
(MS + 2,4-D + BAP)

(MS + IBA + BA)

(MS + BAP + NAA)

(MS + 2,4-D + KIN)
(MS + 24D +
Tript6fano)

(MS + IAA + BA)

(MS + 2,4-D + 1AA)

(MS + NAA + KIN)
(MS + 2,4-D + NAA)
(MS + BAP + NAA)

(MS + IAA + KIN)
(MS + NAA + BAP)
(MS + NAA + KIN)
(MS + 2,4-D + BAP)

(MS +2,4-D + NAA +
BAP)

(MS + 2,4-D + BA)

(MS + 2,4-D + NAA)

Santos Gomes et al.,
2002

Farzami y Ghorbant,
2005

Hohtola et al., 2005

Kiong et al., 2005
Anitha y Kumari, 2006

Devi et al., 2006

Gopi y Vatsala., 2006
Shrivastava et al., 2006
Singh et al., 2006
Agarwal y Kamal, 2007
Francoise et al., 2007
Arya et al., 2008

Baldi y Dixit, 2008
Khan et al., 2008
Maharik et al., 2009

Mirjalili et al., 2009

Nikolaeva et al., 2009
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https://bidi.uam.mx:7823/chapter/10.1007/978-981-13-9566-6_7#CR34
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https://bidi.uam.mx:7823/chapter/10.1007/978-981-13-9566-6_7#CR29
https://bidi.uam.mx:7823/chapter/10.1007/978-981-13-9566-6_7#CR92
https://bidi.uam.mx:7823/chapter/10.1007/978-981-13-9566-6_7#CR93
https://bidi.uam.mx:7823/chapter/10.1007/978-981-13-9566-6_7#CR4
https://bidi.uam.mx:7823/chapter/10.1007/978-981-13-9566-6_7#CR25
https://bidi.uam.mx:7823/chapter/10.1007/978-981-13-9566-6_7#CR7
https://bidi.uam.mx:7823/chapter/10.1007/978-981-13-9566-6_7#CR10
https://bidi.uam.mx:7823/chapter/10.1007/978-981-13-9566-6_7#CR42
https://bidi.uam.mx:7823/chapter/10.1007/978-981-13-9566-6_7#CR58
https://bidi.uam.mx:7823/chapter/10.1007/978-981-13-9566-6_7#CR61
https://bidi.uam.mx:7823/chapter/10.1007/978-981-13-9566-6_7#CR67

2.3.2.2 Cultivos de células en suspension

Cuando un callo friable o porcion de este se transfiere a un medio de cultivo liquido
y Se pone en agitacién constante, los aglomerados se disgregan liberandose células
independientes o pequefios agregados de ellas lo que da origen a las suspensiones
celulares. Estas suspensiones se mantienen por subcultivos periddicos en medios

de cultivo fresco (Busto, 2010).

En el cultivo en suspension las células estan de forma individual distribuidas
homogéneamente en el medio de cultivo liquido, lo que facilita la transferencia de
nutrientes y oxigeno hacia el citoplasma, asi se proporciona un cultivo uniforme,
eliminando los gradientes de nutrientes que se presentan en los cultivos en medio
sélido y garantizando la disponibilidad de nutrientes para todas las células.
Adicionalmente, las condiciones cultivo como pH, oxigeno disuelto y temperatura se
hacen mas faciles de controlar en este tipo de cultivo (Arias et al., 2009; Orozco et
al., 2011; Martinez, 2018).

Los procesos industriales actuales se basan en cultivos de células en suspension
para después iniciar el escalamiento a biorreactores, con lo que se busca la
produccion de los metabolitos bioactivos a mayor escala. Al mismo tiempo, este tipo
de cultivo se utiliza para manipular células a semillas artificiales encapsulandolas
dentro de un material inerte, o también, para en otra etapa modificar el medio de
cultivo e inducir la propagacion masiva de la especie. Esta propagacion in vitro de
plantas tiene un enorme potencial para la produccién de medicamentos a base de
plantas de alta calidad y se puede lograr a través de micropropagacion. La
regeneracion de plantas a partir de brotes, tallos y meristemas ha dado resultados
alentadores. Al mismo tiempo, ya sea para la produccion in vitro de los metabolitos
o para la propagacion masiva de las plantas medicinales, un screening, seleccion y
optimizacion del medio de células en suspension puede resultar en un incremento
de 20 a 30 veces en las concentraciones de los compuestos bioactivos, en

comparacion con las plantas silvestres. Existen diferentes métodos para inducir que
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estas células vegetales incrementen su produccion de MS, como puede ser la

inmovilizacion celular, la elicitacion o la permeabilizacion (Dominguez, 2015).

2.3.3 Condiciones de un cultivo in vitro

Durante el cultivo de tejidos de plantas medicinales, una serie de factores influyen
en el crecimiento de los tejidos y la sintesis de los metabolitos secundarios objetivo,
como temperatura, luz, pH, tipo de medio de cultivo, fuente de carbono, fuente de
nitrogeno, entre otros (Wang et al., 2017), por lo cual es de vital importancia el
control de cada uno de estos. A continuacion, se presenta una breve descripcion de

algunos de estos factores y su importancia en el cultivo de tejidos vegetales.

2.3.3.1 Esterilidad

El cultivo de las especies vegetales in vitro debe mantenerse altamente
desinfectado y libre de agentes patdgenos, en lo posible, las condiciones tienen que
ser Optimas para evitar que los cultivos puedan contaminarse, por lo que
regularmente debe realizarse una desinfeccion minuciosa dentro del laboratorio al
igual que un monitoreo del ambiente que permita conocer la cantidad de unidades
formadoras de colonias (UFC) tanto bacterianas como fungicas que puedan existir

en las diferentes areas (Cortes et.al., 2017).

2.3.3.2 Temperatura

La temperatura ideal para el crecimiento de cultivos vegetales por lo general puede

oscilar entre los 25 — 30 °C, ideal para que el crecimiento de estos tejidos se pueda
dar. Como lo demuestran algunos estudios en los que se cultivaron las especies
Populus tremula y Swietenia macrophylla, dada la especificidad que estas plantas
requieran (Cortes et.al., 2017).

35




2.3.3.3 Humedad relativa

Los cultivos vegetales in vitro necesitan una humedad relativa entre el 50% y el 80%
frente al ambiente, para que la planta pueda desarrollarse. Segun el tipo de
caracteristicas que requiera la planta la humedad puede variar, algunos estudios
muestran como Ocimum basilicum (albahaca) requiere una humedad relativa entre
el 70% y el 80% mientras que, para otros tipos de cultivos, como en el caso del
Coffea arabica (café), la humedad relativa varia entre el 50% y 60% (Cortes et.al.,
2017).

2.3.3.4 Ciclo de luz

Usualmente las plantulas crecidas in vitro deben permanecer durante 18 horas en
un ciclo de luz constante y 6 horas de oscuridad para que puedan realizar el
intercambio de luz necesario para su crecimiento, como, por ejemplo, en el caso del
cultivo de Ocimum basilicum (albahaca) se emplea principalmente un fotoperiodo
de luz como el que se menciond antes, al igual que el recomendado por la

Organizacion de las Naciones Unidas (Cortes et.al., 2017).

2.3.3.5 Nivel de acidez (pH)

Debe oscilar entre 5.6 y 5.8 para evitar estrés durante su cultivo. Por ejemplo, los
cultivos de Saccharum officinarum (cafia de azucar) requieren un pH menor, debido

a que de forma natural crecen en ambientes mas acidos (Cortes et.al., 2017).

2.3.3.6 Medios de cultivo

El éxito en la tecnologia y la aplicacion del cultivo de tejidos vegetales esta muy
influenciado por la naturaleza del medio de cultivo utilizado. Una mejor comprension
de los requisitos nutricionales de las células y tejidos cultivados puede ayudar a
elegir el medio de cultivo mas apropiado para el explante utilizado (Vargas y Flota,
2006).
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Los medios de cultivo mas utilizados se basan en las formulaciones establecidas
definidas por Gamborg, Heller, Linsmaier y Skoog, Murashige y Skoog, Schenk y
Hildebrandt, y White (Pollard y Walker, 1990). La diferencia mas importante entre
los medios puede ser el nivel general de sal. Parece haber basicamente tres tipos
de medios diferentes segun esta clasificacion: medios con alto contenido de sal (por
ejemplo, Medio Murashige y Skoog) (Tabla 11), nivel intermedio (por ejemplo, Nitsch
y Nitsch (Tabla 12) y medios con bajo contenido de sal (por ejemplo, White) (Tabla
13) (Vargas y Flota, 2006).

Tabla 11. Composicién del medio Murashige y Skoog (Vargas y Flota, 2006)

Macroelementos mg/L mM
NH4NO3 1650 20.6
KNO3 1900 18.8
CaClz:2H20 440 3
MgS0O4-2H0 370 15
KH2PO4 170 1.25
NaEDTA 37.3 0.1
FeSO4-7H.0 27.8 0.1
Microelementos mg/L UM
H3BO3 6.2 100
MnSO4-4H.0 22.3 100
ZnS04-4H,0 8.6 30
Kl 0.83 5
Na;Mo0O,-2H,0 0.25 1
CuS04-5H,0 0.025 0.1
CoCl,-6H20 0.025 0.1
Componentes mg/L UM
organicos
Myo-Inositol 100 555.1
Acido nicético 0.5 4.06
Pyridoxina-HCI 0.5 2.43
Tiamina -HCI 0.1 0.3
Glicina 2.0 26.6
Sacarosa 30,000 87.64
(mM)
pH 5.7-5.8
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Tabla 12. Composicién del medio Nitsch y Nitsch (Vargas y Flota, 2006)

Macroelementos mg/L mM
NHsNO3 720 9.0
KNO3 950 9.4
CaCl; 166 15
MgSQO,-7H20 185 0.75
KH2PO4 68 0.5
NaEDTA 37.2 0.1
FeSO4-7H0 27.8 0.1
Microelementos mg/L UM
H3BO3 10 161.7
MnSQO4-4H20 25 112.1
ZnS04-7H20 10 42.8
Na:MoOs-2H,0 0.25 1.0
CuS04-5H,0 0.025 0.1
Compuestos mg/L UM
organicos

Myo-Inositol 100.0 555.10
Acido nicético 5 40.6
Pyridoxina-HCI 0.5 2.43
Tiamina -HCI 0.5 1.50
Glicina 2.0 26.60
Acido folico 0.5 1.1
Biotina 0.5 0.2
Sacarosa 20,000 58.42(mM)
pH 55
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Tabla 13. Composicién del medio White (Vargas y Flota, 2006)

Macroelementos mg/L mM
KNO3 80 0.79
Ca(NO3)2-4H20 300 1.27
KCI 65 0.87
CaClz-2H20 440 3.00
MgSQO4-7H20 720 2.92
NaH2PO4-H.0 19 0.13
NaSO4 200 1.40
Fex(SO04)s 25 0.006
Microelementos mg/L UM
H3BO3 15 24.2
MnSO4-4H20 7.0 31.3
ZnS04-7H20 3.0 10.4
Kl 0.75 4.5
MoOs 0.0001 0.007
CuS04-5H:0 0.001 0.004
Compuestos mg/L UM
organicos

Acido nicético 0.5 4.0
Pyridoxina-HCI 0.1 0.5
Tiamina -HCI 0.1 0.3
Glicina 3.0 40.0
Sacarosa 20,000 58.42
pH 55

2.3.3.6.1 Composicién de los medios de cultivo

Los medios de cultivo estan conformados por: sustancias minerales (macro y

micronutrientes), vitaminas, aminoacidos, azlcares y reguladores de crecimiento.

Estos medios pueden ser liquidos o tener un soporte sélido (George, 1993).

2.3.3.6.1.1 Sales minerales

Macronutrientes. Los macronutrientes se requieren en cantidades milimolares

(mM). Calcio (Ca?*), potasio (K*), magnesio (Mg?*), nitrégeno (NO3"), azufre (SO4%7)

y fosforo (PO43") son los macroelementos e ingredientes esenciales de los medios

de cultivo de tejidos vegetales. Estos se afladen al medio como nitrato de calcio,
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dihidrogenofosfato de potasio y sulfato de magnesio. Alternativamente, el potasio y
el calcio se pueden proporcionar como KCI o KNO3 y CaCl2.2H20, respectivamente.
El nitrdgeno es uno de los elementos vitales necesarios para el crecimiento de las
plantas tanto en los cultivos como en la naturaleza. El nitrdgeno inorganico
generalmente se suministra en forma de iones de amonio (NH4*) y/o nitrato (NO3").
A veces, también se incluye en el medio una forma organica de nitrégeno, como
urea, aminodacidos (glutamina) y/o hidrolizado de caseina (una mezcla compleja de

aminoacidos y amonio) (Kumar & Saran, 2013).

Micronutrientes. Algunos micronutrientes, aunque necesarios en pequefas
cantidades, son esenciales para el crecimiento de tejidos en cultivos. Actian como
cofactores de enzimas. Los micronutrientes tipicamente incluyen boro (BO3®"; de
HsBOz), manganeso (Mn?*; de MnSQO4.H20), hierro (Fe?*; de FeS04.7H20), zinc
(Zn?*; de ZnS04.7H20), cobre (Cu?*; de CuS04.5H20), molibdeno (generalmente
como MoQs~; de NazMoQ4.2H20) y cobalto (Co?*; de CoCl2.6H20). Algunas recetas
de medios también incluyen cantidades muy pequefias de yodo (I7; de Kl). Para
asegurar la disponibilidad de hierro en un rango de pH mas amplio, se usa su forma
quelada (Fe-EDTA) o se agrega un agente quelante como Na2EDTA en
concentraciones equimolares junto con la sal de hierro (FeS0O4.7H20) (Kumar &
Saran, 2013).

2.3.3.6.1.2 Reguladores de crecimiento

Los reguladores del crecimiento de las plantas incluyen tanto las hormonas
vegetales naturales (fitohormonas) como los compuestos sintéticos, la mayoria de
los cuales son andlogos estructurales de las hormonas naturales y se unen a los
mismos receptores (Baltz et al., 2010). Una fitohormona es un compuesto producido
internamente por una planta, que ejerce su funcion en muy bajas concentraciones
y cuyo principal efecto se produce a nivel celular, cambiando los patrones de
crecimiento de los vegetales y permitiendo su control. Los reguladores vegetales
son compuestos sintetizados quimicamente u obtenidos de otros organismos y son,

en general, mucho mas potentes que los analogos naturales. Es necesario tener en
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cuenta aspectos criticos como oportunidad de aplicacion, dosis, sensibilidad de la
variedad, condicion de la planta, etc., ya que cada planta requerira de unas
condiciones especificas de crecimiento que pueden afectarse por la concentracion

de ellos en el medio.

Los reguladores vegetales son productos sintéticos que se han convertido en las
primeras herramientas capaces de controlar el crecimiento y actividad bioquimica
de las plantas por lo que su uso ha aumentado en los Gltimos afios. Existen distintos
tipos de reguladores capaces de promover o inhibir el crecimiento vegetal (Alcantara
et al., 2019).

Los RCV se clasifican en auxinas, giberelinas, citoquininas, acido abscisico, acido
salicilico, poliaminas, jasmonatos y derivados, segun su estructura molecular, su
actividad a nivel vegetal, sus efectos inhibitorios o estimulantes, entre otras
clasificaciones (Alcantara et al., 2019), en la Tabla 14 se mencionan algunos de los

reguladores mas empleados a nivel biotecnoldégico:

Tabla 14. Reguladores de crecimiento de uso comun y sus abreviaturas (Baltz et al.,
2010).

Clase de Reguladores Abreviatura o nombre Nombre quimico
comun
Auxinas AIA Acido 3-indolacético
ANA Acido Naftalenoacético
AlB Acido Indolbutirico
ApCFA Acido (4-clorofenoxi)
acético
2.4-D Acido 2.4-

diclorofenoxiacético
Picloram Acido 4-amino-3,5,6-
tricloropico-linico

ANOA Acido naftoxiacético
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Citoquininas Kinetina (KIN) 6-furfurilaminopurina
BAP (BA) 6-benzilaminopurina, 6-

benziladenina

2lp Isopentiladenina
Zeatina (ZEA) N-(4-hidroxi-3-metilbut-2-
enil) aminopurina
PBA (6-benzilamino)-9-2-
tetrahidropiranil-9H-purina
Tidiazuron (TDZ) 1-fenil-3(1,2,3-tidiazol-
5il)urea
Giberelinas Ac. Giberélico (GA3) 2,4a,7-trihidroxi-1-metil-8-
metilen-gib-3-enel,10-
acido carboxilico-1,4-
lactona
Inhibidores ABA Acido abscisico
Etileno Etileno C2oHa
Etefon Acido 2-cloroetilfosfénico

Auxinas y citoquininas

Ademas de controlar los procesos fundamentales de crecimiento y desarrollo en las
plantas, también se sabe que los RCV regulan la produccion de metabolitos

secundarios de las plantas en el cultivo de tejidos vegetales (Amoo & Staden, 2013).

El equilibrio de los reguladores del crecimiento de las plantas (RCV), especialmente
las auxinas y las citoquininas, tiene un efecto importante en la induccion vy
proliferacion continua de callos, asi como en la produccion de metabolitos a partir
de estos. Es posible aumentar el contenido de metabolitos secundarios bioactivos
en el callo mediante distintas combinaciones y concentraciones de auxinas y
citoquinas. Para esto ultimo se utiliza principalmente un tipo especifico y una
concentracion relativamente alta de auxina segun la especie vegetal (Park et al.,
2020).
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Auxinas

Las auxinas se utilizan mucho en el cultivo de tejidos vegetales y suelen formar
parte integral de los medios nutritivos. Las auxinas promueven, principalmente en
combinacion con citoquininas, el crecimiento de callos, suspensiones celulares y
organos, y también regulan la direccion de la morfogénesis. La palabra auxina tiene
un origen griego: auxein significa agrandar o crecer. A nivel celular, las auxinas
controlan procesos basicos como la division y el alargamiento celular. Dado que son
capaces de iniciar la division celular, participan en la formacion de meristemas que

dan lugar a tejido desorganizado u 6rganos definidos (George et al., 2008).

Por lo general, se requiere una auxina para la induccion de callos a partir de
explantes. Las auxinas aplicadas parecen ser capaces de alterar fundamentalmente
la fisiologia programada genéticamente de tejidos vegetales completos, que
previamente habian determinado su estado diferenciado. Las células, que
responden a la auxina, vuelven a un estado desdiferenciado y comienzan a dividirse
(George et al., 2008).

La auxina empleada con mas frecuencia para iniciar cultivos de callos es 2,4-D. Sin
embargo, dado que los cultivos mantenidos en 2,4-D pueden volverse
genéticamente variables, algunos investigadores prefieren ANA o AIA, 0 una
transferencia de callo a un medio que contenga uno de estos compuestos

alternativos una vez que ha sido iniciado por 2,4-D (Figura 8) (George et al., 2008).

OCH,COOH
U CH,COOH cl
N I
H
AIA (Acido 3-indolacético) 2,4-D (Acido 2,4-diclorofenoxiacético)
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ANA (Acido Naftalenoacético) Picloram (Acido 4-amino-3,5,6-

tricloropicolinico)

Figura 8. Estructuras de las auxinas AlA, 2,4-D, ANA y picloram

Citoquininas

Las citoquininas tienen la capacidad de estimular e inducir una alta proliferacion y
division celular (Figura 9). El efecto de las citoquininas es méas notable en cultivos
de tejidos donde se utilizan, a menudo junto con auxinas, para estimular la division

celular y controlar la morfogénesis (George et al., 2008).

Su efecto en el sistema vegetal casi siempre suele acompafarse de la presencia de
auxinas debido a su alta complementariedad en la estimulacion del crecimiento y
desarrollo vegetal, por lo que una concentracién similar de la relacion auxinas-
citoquininas puede inducir la proliferacién de células no diferenciadas (meristemos
o callos vegetales), mientras que una mayor concentracidon de auxinas podria
generar un incremento en la produccién de raices, una concentracion mayor de
citoquininas puede inducir una mayor produccién de brotes vegetales , lo cual puede
sugerir que una concentracion ideal de ambas fitohormonas en un medio de cultivo
estable o en un sustrato adecuado podrian mejorar y acelerar el crecimiento vegetal
(George et al., 2008). -

| | CH
NHCHJ—: ] |
N = NH

N M
>
il
N H - H
KIN (6-furfurilaminopurina) BAP (6-benzilaminopurina)

Figura 9. Estructuras de las citoquininas KIN y BAP
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2.3.3.6.1.3 Agentes quelatos

Son necesarios para la sintesis de la clorofila y en muchas funciones de oxidacién
y reduccion, pues son compuestos cuyas moléculas son capaces de adsorber un
ion de un metal. Existen varios agentes quelantes, pero el mas usado es el EDTA
(acido etilendiaminotetraacético) por ser menos toxico que otros quelatos y, que en
combinacion con FeSOa4-7H20 en bajas concentraciones, estimula el crecimiento

permitiendo la disponibilidad de hierro al cultivo (Aguirre et al., 2016).

2.3.3.6.1.4 Carbohidratos

Es indispensable afiadir una fuente de carbono al medio de cultivo, como fuente de
energia y regulador osmdético. La sacarosa es la fuente de energia mas utilizada en
cultivo in vitro, pero en ocasiones se emplean otros carbohidratos como la glucosa,
fructuosa, galactosa y maltosa, pero estos compuestos son inferiores a la sacarosa,
que puede ser sustituida por azlucar comercial, llegandose a obtener 6ptimos
resultados. Regularmente las concentraciones 6ptimas son de 2 a 3%, sin embargo,
en ciertas especies se utilizan concentraciones muy elevadas de 5 a 12%. (Aguirre
et al., 2016).

2.3.3.6.1.5 Vitaminas

Las vitaminas tienen funciones cataliticas en las reacciones enzimaticas. La
vitamina considerada importante para las células vegetales es la tiamina (B1). Otras
vitaminas, acido nicotinico (B3) y piridoxina (B6), se agregan a los medios de cultivo

celular, ya que pueden mejorar la respuesta celular (Smith, 2012).

2.3.3.6.1.6 Aminoacidos

Los aminoacidos representan, para las células, una fuente efectiva e inmediata de
nitrégeno, puesto que se pueden incorporar al metabolismo mucho mas rapido que

el nitrogeno inorganico, aun cuando ambas fuentes se encuentran en el mismo
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medio. Es conocido que su empleo esta en funcion del balance adecuado de la
relacion NH4/NO3s que es usualmente suministrado como NOsz’, NHa, NOs, NH4Cl,
etc. Generalmente la inclusiébn de estos compuestos nitrogenados organicos es
necesaria solamente cuando se inicia la formacion de callo, ya que se consideran

estimulantes de la proliferacion celular (Sharry et al., 2015).

La glicina, el aminodcido mas simple, es un componente comun de los medios de
cultivo de tejidos vegetales. Otros incluyen L-glutamina, asparagina, serinay prolina
(Saran & Kumar, 2013).

2.3.3.6.1.7 Agente gelificante

El agente gelificante es un carbohidrato (hetero-polisacarido) cuya concentracion
puede variar entre 50 a 90%. Estos agentes son necesarios para dar consistencia
al medio nutritivo (en el caso de medios semisélidos), de modo que el explante
guede en la superficie (Prieto et al., 2005; Levitus et al., 2010).

Phytagel® es producido en laboratorio y se caracteriza por ser uno de los
gelificantes con menor porcentaje de impurezas, de textura fina y de calidad mas
consistente que la mayoria de los agares, facilita la deteccion de cualquier agente
contaminante por su apariencia cristalina (Villegas, 1988). Sigma-Aldrich (2003-
2004) senala que el phytagel es un agente gelificante de alta fuerza, de textura fina
descolorida (Pérez & Claure, 2004; Aguirre et al., 2016) y es empleado en una

proporcion de 0.25% a 0.4% (Prieto et al., 2005).

2.3.3.6.1.8 Agua

En la micropropagacion comercial, rutinariamente se usa agua destilada comun,
pero para los estudios de investigacion se requiere formas mas puras: desionizada,

bidestilada. Normalmente, se recomienda que el agua sea desionizada, ademas de

estar destilada en condensador de vidrio (Aguirre et al., 2016).
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3. JUSTIFICACION

C. filaginoides es una planta medicinal mexicana la cual en los ultimos afios ha sido
ampliamente comercializada como remedio natural a nivel local, sin embargo, lo
anterior ha derivado en una sobreexplotacion de la especie limitando
significativamente su distribucion y propagacion geografica, y colocandola como
una especie en riesgo de peligro de extincion, por tal motivo es necesario buscar
nuevas alternativas que permitan satisfacer la demanda comercial de la misma con
el objetivo de cuidar al mismo tiempo su preservacion nativa. Una excelente opcién
para obtener una amplia disponibilidad de la planta es la técnica de cultivo in vitro,
ademas de que a condiciones controladas aplicadas mediante tal técnica se pueden
obtener compuestos bioactivos (metabolitos secundarios) de interés al igual que en
la planta silvestre e incluso la posibilidad de un aumento de tales compuestos los
cuales pueden ser utilizados para complementar los tratamientos tradicionales y
como una alternativa para la produccién de farmacos naturales para el atendimiento

de diversas enfermedades.
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4 HIPOTESIS

Células de cultivo in vitro de callos de hoja y peciolo de C. filaginoides permitiran

la produccién de compuestos bioactivos identificados en la planta silvestre.

5.0BJETIVOS
5.1 Objetivo general

Establecer cultivos de callo productores de compuestos bioactivos de la especie C.

filaginoides

5.1.10bjetivos especificos

» Establecer las condiciones de desinfeccion y germinacioén in vitro de semillas
de C. filaginoides

* Inducir la formacion de callo en explantes de hoja y peciolo de plantulas
cultivadas bajo condiciones in vitro de C. filaginoides

+ Obtener extractos organicos de biomasa de cultivos de callos de C.
filaginoides y comparar rendimientos con respecto al de la planta silvestre

» ldentificar el perfil fitoquimico de biomasa de los cultivos de callos mediante
cromatografia en capa fina y comparar con respecto al de la planta silvestre

+ Identificar la presencia de compuestos bioactivos de interes en cultivo de
callos por medio de CG-MS y comparar con respecto a los producidos en la

planta silvestre.
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6. METODOLOGIA
La presente investigacion se realizé en el laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales del Departamento de Biotecnologia de la Division de Ciencias Bioldgicas
y de la Salud de la Universidad Autdbnoma Metropolitana Unidad Iztapalapa. En la

Figura 10 se describe de manera general el desarrollo experimental de la

investigacion.

SELECCION DEL MATERIAL

DESINFECCION DE SEMILLAS

GERMINACION IN VITRO DE
SEMILLAS

OBTENCION DE PLANTULAS
CULTIVO DE CALLO

OBTENCION DE EXTRACTOS

IDENTIFICACION DEMETABOLITOS
SECUNDARIOS

Figura 10. Esquema general del desarrollo experimental de la
presente investigacion.
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6.1 Establecimiento del cultivo aséptico de plantulas de C. filaginoides

6.1.1 Material vegetal

Para el establecimiento de cultivo in vitro de plantulas se recolectaron ejemplares
de la especie en la region de Acaxochitlan ubicada en el estado Hidalgo, México
con las siguientes coordenadas (20°11°55”°N, 98° 15°33”0), la recoleccion fue
realizada a mediados de octubre del afio 2019, siguiendo las recomendaciones de
la Organizacion Mundial de la Salud, (2003), la cual especifica que el mejor
momento para cosechar (la temporada y horas del dia éptimos) debe determinarse
en funcién de la calidad y la cantidad de los componentes con actividad biologica.
De acuerdo a la literatura se determino que el periodo de septiembre a noviembre
era apto para la recoleccion de la especie, ya que estudios fitoquimicos realizados
con ejemplares de la planta recolectada entre ese periodo revelaron la identificacion
y aislamiento de compuestos bioactivos con actividades farmacolégicas
importantes, entre ellos se encuentran compuestos con actividad antinociceptiva e
hipoglucémica (rutina) (Ovalle et al., 2015); y actividad actividad relajante del
musculo liso (flavonoides y terpenoide) (Mata et al., 1997), identificados a partir de

material vegetal recolectado en el mes de septiembre y octubre, respectivamente.

Un ejemplar de la especie fue llevado al Herbario de la Universidad Autbnoma
Metropolitana Unidad Iztapalapa para su identificacion, donde el Bidlogo Jorge
Santana Cerdon determiné que el mismo pertenecia a la especie Conyza filaginoides

(D.C.) Hieron de la familia Asteraceae. El ejemplar fue depositado en UAMIZ.
El material vegetal fue secado bajo sombra al aire libre.

6.1.2 Desinfeccion de semillas de la especie C. filaginoides

A partir del material vegetal seco se seleccionaron las semillas mas grandes de color
negro grisaceo y fueron colocadas en papel filtro y cuidadosamente selladas, lo

anterior para facilitar su manejo, limpieza y desinfeccién. Debido a que la especie
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en estudio no cuenta con un método de desinfeccion de semillas se probaron 3
tratamientos de desinfeccién los cuales se basan en el empleo de diferentes
agentes desinfectantes que han resultado ser efectivos para la desinfeccion de

semillas de otras especies (Tabla 15).

Tabla 15. Tratamientos de desinfeccion empleados para semillas de C.
filaginoides
Pasos del Tratamiento A Tratamiento B Tratamiento C

procedimiento

Paso 1

Sumergir en 100 mL
de HO destilada
estéril con 2 gotas
de detergente
liquido Axion® por
10 min

Sumergir en 100 mL
de H>O destilada
estéril con 2 gotas de
detergente  liquido
Axion® por 10 min

Sumergir en 100
mL de H.O
destilada esteril
con 2 gotas de
detergente liquido

Axion® por 10 min

Paso 2

Colocar en sol.
Hipoclorito de sodio
( Cloralex®) al 10%
en HyO destilada
estéril por 15 min

Colocar en sol.
Hipoclorito de sodio (
Cloralex®) al 10% en
H.O destilada estéril
con 0.2% de Tween
80 por 15 min

Colocar en sol.
Hipoclorito de sodio
(Cloralex®) al 10%
en H>O destilada
estéril por 15 min

Paso 3

Sumergir en alcohol
etilico al 70% v/v en
H.O destilada estéril
por 30 s.

Sumergir en alcohol
etilico al 70% v/v en
H.O destilada estéril
por 30 s.

*Sumergir en
peréxido de
hidrogeno al 4% v/v
en H>O destilada
estéril por 10 min.

Paso 4

3 lavados con HO
destilada estéril de 5
min cada uno

3 lavados con H.0O
destilada estéril de 5
min cada uno

3 lavados con H->O
destilada estéril de
5 min cada uno

Referencia

Pola et al., 2019 vy
Sanchez et al., 2019
con algunas
modificaciones(conc
entracion y tiempo
de inmersién en
Hipoclorito de sodio)

Salazar, 2012 con
algunas
modificaciones
(concentracion y
tiempo de inmersién
en Hipoclorito de
sodio con Tween)

Flores et al., 2008 y
Marcu et al.,, 2014
con algunas
modificaciones
(tiempo
inmersion
perdxido
hidrogeno)

de
en
de

* Nota: El peréxido de hidrogeno(H202) en concentraciones mayores al 10% produce dafios a los
tejidos (ATSDR, 2002).

El proceso de desinfeccion de semillas fue realizado en la campana de flujo laminar

VECO, con agitacion constante de las semillas en cada uno de los pasos.
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6.1.3 Cultivo in vitro de semillas de C. filaginoides en medio aséptico

Las semillas desinfectadas por diferentes métodos como se especifica en el punto
6.1.2 se cultivaron en tubos de ensaye con 15 mL de medio Murashige & Skoog al
100% adicionado con 30 g/L de sacarosa, 2 g/L de agente gelificante, con pH
ajustado de 5.6-5.8, lo anterior sin el empleo de reguladores de crecimiento,
colocando tres semillas por cada tubo de siembra con 6 repeticiones y realizandose
en campana de flujo laminar VECO. El medio Murashige & Skoog fue previamente
esterilizado en autoclave a 121 °C por 15 min. Posteriormente las semillas se

llevaron a incubacion a 25 + 2 °C con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad.

6.1.4 Determinacion del % de desinfeccion de semillas y % de germinacion

Una vez observada respuesta de germinacion en las semillas sembradas bajo
condiciones controladas de luz y temperatura (punto 6.1.3) se evalué el porcentaje
de semillas con germinacion y libres de contaminacion. Las plantulas obtenidas se
cultivaron en frascos tipo gerber con 45 mL de medio de cultivo MS (Murashige &
Skoog) preparado como en el punto 6.1.3 y se llevaron a incubacién bajo las mismas
condiciones especificadas con subcultivos cada 15 dias durante aproximadamente

2 meses.

6.2 Establecimiento de cultivo de callos

A partir de plantulas 2 meses de edad de C. filaginoides obtenidas como lo
especifica el punto 6.1.4., se extrajeron explantes de hojas y peciolos de 1X1 cm
aprox. con ayuda de bisturi dentro de una caja Petri con solucion antioxidante (100
mg/L de acido citrico y 150 mg/L de acido ascorbico). Posteriormente se sembraron,
colocando 1 explante en 3 0 4 tubos de ensaye con 15 mL de medio Murashige &
Skoog semisélido preparado y esterilizado como se especifica 6.1.2 con la
combinacion de reguladores de crecimiento (RCV) correspondiente a cada

tratamiento (Tabla 16), llevando a incubacion a 25 £ 2 °C con un fotoperiodo de 16
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h luz y 8h oscuridad, realizando subcultivos a medio fresco aproximadamente cada

4 semanas.

Tabla 16. Combinaciones de RCV’s (tratamientos) para lainduccion a callogénesis
en la especie C. filaginoides

Citoquininas Auxinas (mg/L)
(mgiL)
Tratamiento KIN BAP ANA 24-D Picloram AIA

Control 0 0 0 0 0 0
T1 0.1 0.1

T2 0.1 1

T3 0.1 0.1

T4 0.1 1

T5 0.1 0.1

T6 0.1 1

T7 0.1 0.1
T8 0.1 1
T9 0.1 0.1

T10 01 1

T11 0.1 0.1

T12 0.1 1

T13 0.1 0.1

T14 0.1 1

T15 0.1 0.1
T16 0.1 1

RCV’s: acido naftalenacético (ANA), acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), acido 4-amino-3,5,6-
tricloropicolinico (Picloram) y acido indolacético (AIA) vy 6-furfurilaminopurina (KIN), 6-
benzilaminopurina (BAP).

6.3 Extraccién e identificacién de compuestos fitoquimicos en biomasa de
cultivo de callo de C. filaginoides

6.3.1. Obtencidn de extractos de biomasa de cultivos de células de callo de
C. filaginoides

Se peso6 1 g de biomasa fresca de callo de 2 meses de edad de cada tratamiento,
posteriormente se seco en estufa a 60 °C por 8 h y se trituro hasta pulverizacion.
Después se obtuvo el extracto de la biomasa seca y pulverizada con 30 mL de una
solucion de diclorometano-metanol (1:1) y se sénico durante 20 min. La biomasa se

filtr6 al vacio con embudo Bichner, y el disolvente se concentré en un evaporador
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rotatorio hasta sequedad (realizando por triplicado). El extracto obtenido fue
depositado en un vial previamente pesado e identificado. Finalmente se realizo el

calculo del rendimiento (%) de los extractos organicos.

6.3.2. Obtencion de extractos de las partes aéreas de C. filaginoides

Se pesaron 108.11 g de las partes aéreas de la planta y se trituraron hasta
pulverizacion. Después se obtuvo el extracto de la biomasa seca y pulverizada en
300 mL de una solucion de diclorometano-metanol (1:1) y se sonico durante 20 min.
La biomasa se filtr6 al vacio con embudo Bichner, y el disolvente se concentré en
un evaporador rotatorio hasta sequedad (realizando por triplicado). El extracto
obtenido fue depositado en un vial previamente pesado e identificado. Finalmente

se realizo el calculo del rendimiento (%) del extracto organico.

6.3.3. Identificacidn cualitativa de presencia de compuestos en los diferentes
tratamientos de callo de explante de hoja y peciolo de C. filaginoides por
cromatografia en capa fina

Los extractos se analizaron de manera cualitativa mediante cromatografia en capa
fina fase normal, utilizando cromatoplacas de silica gel 60 Merck (F254, 0.2 mm) y
como sistema de elusion en un sistema de elusién de CH2Cl2: MeOH (95:05); las
placas fueron reveladas bajo luz ultravioleta (onda corta) y posteriormente con
sulfato cérico amoniacal al 1% en H2SO4 2N (revelador universal). Se utilizaron
estandares conocidos de quercetina y rutina (Sigma-Aldrich, ciudad y pais de
adquisicién) para comparar los perfiles cromatograficos de cultivo de callo y planta

silvestre.

6.3.4 ldentificacion de compuestos por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas

De cada extracto obtenido como lo indica el punto 6.3.1 se pesaron 2mg Yy

resuspendieron en 0.5 mL de CH2Clz y se llevaron a su analisis en un cromatografo
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de gases HP Agilent Technologies 6890 equipado con un detector de masas
cuadrupolo MSD 5973 (HP Agilent) equipado con:

o Columna capilar HP-5MS (longitud: 30 m; diametro interior: 0.25 mm; espesor
de pelicula: 0.25 pm).

o Gas acarreador: helio (1 mL por minuto).

o Condiciones: temperatura de entrada se fij6 a 250 °C y la del horno
inicialmente fue de 40 °C (se mantuvo durante un minuto) y aumenté a 280
°C a una velocidad de 10 °C por minuto.

o El espectrémetro de masas se hizo funcionar en electrones positivos en
modo de impacto con energia de ionizacion de 70 eV. La deteccién se realizé

en monitorizacion selectiva de iones.
6.4 Andlisis estadistico
Los datos obtenidos de porcentaje de desinfeccion de semillas fueron analizados
mediante un ANOVA one way, prueba Tukey con a =0.05 (n=6).

Es importante mencionar que debido al acortado tiempo de experimentacion y la
falta de disponibilidad de material vegetal no se pudieron realizar suficientes
repeticiones de induccion a cultivo de callo lo cual impidio llevar a cabo un analisis

estadistico reforzado para tal etapa.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Establecimiento de un método de micropropagacion de C. filaginoides

Con la finalidad de obtener material vegetal disponible para el presente estudio se
llevé el establecimiento de un método de micropropagacion de la especie, mediante
la técnica de cultivo in vitro. Es importante mencionar que C. filaginoides cuenta con
numerosos estudios fitoquimicos que respaldan sus usos etnomédicos, sin
embargo, no se han reportado estudios biotecnoldgicos que empleen la técnica de
cultivo in vitro en la especie, el presente estudio inicié con la germinacion de semillas
bajo condiciones in vitro, para ello, se colectaron semillas en su habitat natural y se
encontré que crecen con abundantes microorganismos e insectos, esto complicé su
cultivo bajo condiciones in vitro y llevé a buscar un método de desinfeccion
adecuado que permitiera de manera paralela obtener un porcentaje alto de
germinacion. Para lo anterior se seleccionaron las semillas mas grandes de color

negro grisaceo (Figura 11).

Figura 11. Semillas seleccionadas de C. filaginoides
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7.1.1 Desinfeccion de semillas de la especie C. filaginoides
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Figura 12. % de desinfeccion de semillas de C. filaginoides obtenido de diferentes
tratamientos aplicados. Letras distintas indican diferencias significativas a un nivel
de confianza de 95%.

Con un 95% de confiabilidad se observa que los tratamientos mas efectivos son el
B y C, ya que permiten obtener un 100% de desinfeccion, mientras que el
tratamiento A proporciona el porcentaje mas bajo de desinfeccion (50%) (Figura 12).

El tratamiento A en el que se cual emplea 10% de hipoclorito de sodio (NaOCI) v/v
y 70% v/v etanol (C2HsOH) como agentes desinfectantes, es uno de los métodos
mas usados y eficaz para la desinfeccibn de semillas de diferentes especies
incluyendo a las pertenecientes a la familia Asteraceae. Elaleem et al., (2015) y
Sanchez, (2019) obtuvieron un 100% de desinfeccion en semillas de las especies
Helianthus annuus L. y A. pichinchensis sin embargo, el empleo de ambos
desinfectantes permiti6 obtener solo un 50% de desinfeccion en semillas
(presentando contaminacién fungica) de la especie en estudio, lo cual permite
discernir que la eficacia de tales desinfectantes por si solos puede variar
dependiendo de la especificidad de los mismos y la carga microbiana nativa que

contengan las semillas de una especie en particular.

Estadisticamente los tratamientos B y C no fueron distintos entre si, ya que ambos
permiten obtener un 100% de desinfeccion en semillas de la especie en estudio, de

acuerdo a lo anterior se considera que el empleo de 0.2% de Tween 80 y 4% de
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peroxido de hidrogeno (H202) tienen la misma eficacia de desinfeccion en semillas
de la especie C. filaginoides proporcionando un efecto coadyuvante con cloro 10%

v/v y etanol al 70% vi/v.

Reportes de especies de la familia Asteraceae permiten corroborar la efectividad de
desinfecciéon de los agentes NaOCI, etanol 70% y Tween 80 (como agente
tensioactivo no ionico), mismos que fueron empleados exitosamente para la
desinfeccidon de semillas de la especie en estudio. Durosomo et al., (2014) empleo
de hipoclorito de sodio 10%, etanol 70% y Tween 20 en la desinfeccion en semillas
de Solanum lycopersicum obteniendo un 100% de desinfeccion, mientras que el
empleo de etanol 70% durante 30 s e hipoclorito de sodio al 1.0% con dos gotas de
Tween-20®, es un protocolo establecido para la desinfeccion de semillas de
Cattleya mendelii Dombrain (Salazar, 2012).

La efectividad del tratamiento B esta basada principalmente en el empleo de Tween
80, siendo notorio tal efecto ya que la Unica diferencia entre el tratamiento Ay B, es
gue en este Ultimo se suministrd 0.2% de Tween 80. Este agente es empleado como
humectante o surfactante, que rompe la tension superficial y permite que los
agentes desinfectantes (en este caso etanol y cloro) tengan mayor contacto con la
superficie de la semilla (Cruz, 2012; Roca et al.,1993), lo cual permiti6 una mayor

desinfeccion.

La efectividad del tratamiento C se atribuye a la propiedad del H202 para disminuir
la dureza de la testa (escarificacion), lo cual favorecié la absorciéon del hipoclorito de
sodio y H202 en las semillas de C. filaginoides, permitiendo un mayor contacto y por
ende una mayor desinfeccién de las mismas (Duarte et al., 2014), lo que permite
confirmar que la combinacién de ambos proporciona un efecto coadyuvante en la
desinfeccion de semillas de C.filaginoides, cabe resaltar que la contaminacion
presentada en las semillas fue de tipo fungico. El H202 se ha utilizado durante afios
para desinfectar semillas antes de su cultivo (Yildiz & Er, 2002), y es conocido por
presentar un efecto bactericida, viricida y fungicida (Pernezny et al., 2002; Flores,
2008), mientras que el cloro y etanol son eficaces en la mayoria de las bacterias

patogenas, pero de accion imprevisible contra hongos y virus, lo cual permite
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confirmar la efectividad del H202 para atender la contaminacion por hongos en las
semillas de la especie en estudio, por otra parte, la accion desinfectante del H20:2
se centra en su capacidad de actuar como un agente oxidante enérgico, para el
caso de la desinfeccidn de la semilla, las bacterias que existen en ella no presentan
enzimas como la catalasa o peroxidasa capaces de degradar el perdxido de
hidrégeno como agua y oxigeno, y por lo tanto, no pueden eliminar los productos
nocivos resultantes del oxigeno, lo cual conlleva a su erradicacion (Lafies, 1998;
Flores, 2008).

Diversos estudios corroboran la efectividad del H202 como agente desinfectante,
Duarte et al., (2014) reporta que la combinacion de H202 y NaOCI permite obtener
una optima desinfeccion en semillas de Amblycerus longesuturalis, mientras que el
empleo de H202 al 3% en la especie Nolina parviflora proporciono buenos resultados
de desinfestacion (Flores et al., 2008). Marcu et al., (2014) describe el H202 como
un buen agente de esterilizacion que rompe el letargo de la semilla, comprobando
al mismo tiempo la eficacia de tal agente obteniendo una tasa de contaminacion

muy baja de apenas 1.8% en semillas de Achillea pyrenaica.

7.1.2 Germinacion de semillas de la especie C. filaginoides

La germinacion de las semillas desinfestadas y cultivadas en medio Murashige &
Skoog se observo en el dia 15 posterior a su siembra (Figura 13), las plantulas
obtenidas de los 3 tratamientos de desinfeccion probados, presentaron un sano

desarrollo y fueron subcultivadas durante 2 meses aproximadamente (Figura 14).

Figura 13. Germinacién de semillas de C. filaginoides en el dia 15 de
cultivo obtenidas mediante el tratamiento C
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Figura 14. Plantula de 2 meses de edad C. filaginoides

El tratamiento C permiti6 obtener un 72.18% de germinacion, seguido del
tratamiento B con un 55.5% y el tratamiento A con el porcentaje méas bajo de 33.3%
(Figura 15).
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Figura 15. % de germinacion de semillas de C. filaginoides, obtenido de
diferentes tratamientos aplicados.
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Como se puede observar los tratamientos B y C permitieron un aumento
considerable en el porcentaje de germinacion de la especie en comparacion con el

tratamiento A.

Por medio del tratamiento A se obtuvieron resultados de germinacion similares a lo
reportado en otras especies de la misma familia como Stevia rebaudiana, Gynoxys
verrucosa, Achyrocline satureioides y Achillea pyrenaica, en las cuales se han
determinado bajas tasas de germinacién que van del 20 al 45 % (Gattuso et al.,
2007; Marcu et al., 2014; Halim et.al.2016; Cueva & Lucero, 2018), la variacion en
los porcentajes de respuesta de germinacion puede deberse a diversos factores
entre los que se encuentran principalmente la influencia genética de la familia, las
condiciones de la semilla en su habitat natural y el efecto de los agentes quimicos
empleados para desinfectar y escarificar la semilla. La familia Asteraceae presenta
la caracteristica de producir una gran cantidad de semillas con fines de lograr mayor
supervivencia, pero no todas poseen reservas energéticas, lo que provoca su
deterioro, por lo que su calidad se ve afectada por dafios mecéanicos, humedad de
la semilla, patégenos y muchos otros factores que afectan su recuperacion y por
ende su respuesta germinativa (Cueva & Lucero, 2018).

Se han reportado diversos estudios que emplean métodos quimicos para
incrementar la respuesta germinativa de semillas de distintas especies; entre los
agentes quimicos usados para este fin, se encuentran el peréxido de hidrogeno y
algunos RCV como la kinetina y &cido giberélico AG3 (Amador et al., 2013) la
efectividad de estos métodos estd basada en la concentracién y tiempo de empleo
de los agentes quimicos usados (Cueva & Lucero, 2018). En el presente estudio, el
tratamiento de desinfeccion C que consiste en el empleo de NaOCI al 10% durante
15 min y H202 al 4% por 10 min, proporciono un aumento del 38% de germinacion
con respecto al tratamiento A, tal aumento se atribuye a la propiedad escarificante
del H202 que permite ablandar la testa de la semilla (Duarte et al., (2014)
aumentando la permeabilidad del agua y oxigeno en la misma (Barnett, 1998), lo

que facilita a nivel celular la oxidacion de grasas y su conversion a carbohidratos,
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promoviendo la activacion de enzimas y reacciones sintéticas esenciales para
movilizacion de componentes celulares involucrados en el crecimiento de la raiz
(Flores, 2008); y posiblemente la actividad oxidante del peroxido de hidrogeno
suprime la actividad inhibidora de la germinacion en la cubierta de la semilla
(Barampuram et al., 2014). Estudios anteriores han demostrado que el empleo de
H202, mejora las tasas de germinacion en semillas de pino y cartamo (Hoefnagels
& Linderman 1999; Cram & Fraedrich 2009; Lizarraga et al., 2013), asi mismo el
H20: fue utilizado en Gynoxys verrucosa y Diospyros riojae como promotor de la
germinacion, obteniendo resultados favorables en ambas especies (Sanchez et al.,
2002; Cueva & Lucero, 2018).

Por otra parte, el tratamiento B permitio un aumento del 22.2% en la germinacién
de semillas de C. filaginoides, como se menciond anteriormente (apartado de
contaminacion) Tween 80 es conocido por romper la tension superficial, lo cual
aumenta la permeabilidad del oxigeno y agua en la semilla, por lo cual se puede

pensar que produce un efecto similar al peréxido de hidrogeno.

Se establece que el mejor método para la micropropagacion de la especie C.
filaginoides, es el tratamiento C, el cual permite obtener un porcentaje considerable
de germinacion (72.18%) y cultivos libres de contaminacion (con 100% de
desinfeccién). Este tratamiento se basé en el empleo de NaOCI al 10% durante 15
min y H202 al 4% por 10 min, dicha combinacion de agentes permite obtener un
100% de desinfeccidn y promueve un aumento en la germinacion de semillas de C.
filaginoides, cabe resaltar que es la primera investigacion en la que se establece un
método de micropropagacion in vitro de la especie (C. filaginoides). Mismos
resultados se han reportado para otras especies, Yanagawa et al.,(1995) obtuvieron
cultivos estériles utilizando como desinfectantes cloro y peréxido de hidrégeno para
la siembra y propagacion de cultivos de plantulas de orquideas, mientras que Duarte
et al., (2014) obtuvieron un 93,3+6,7% de germinacion y una optima desinfeccion

en semillas de Amblycerus longesuturalis, al emplear la combinaciéon de H202y
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NaOClI, logrando establecer dicha combinacién como método para la propagacion

in vitro de la especie.

7.2 Induccidn a callo de C. filaginoides

A continuacion, se presentan resultados preliminares de induccién a callogénesis
en la especie C. filaginoides, es importante mencionar que, debido al acortado
tiempo de trabajo experimental, y la falta de material vegetal aunado al tiempo de
espera para el desarrollo 6ptimo de las plantulas (2 meses de edad) imposibilito
obtener mas repeticiones de cada uno de los tratamientos por lo cual no se presenta

un andlisis estadistico para este apartado.

Como el objetivo del presente trabajo fue establecer cultivos de callo productores
de compuestos bioactivos de la especie C. filaginoides, y debido a que no se
cuentan con estudios biotecnoldgicos similares en la especie, se decidio emplear
un abanico amplio de reguladores de crecimiento vegetal (RCV) que mas
popularmente se agregan a los medios de cultivo, de los cuales se ha comprobado
su efectividad para producir callos friables y metabolitos secundarios de interés en
diversas especies de planta incluyendo a las de la familia Astereceae, como
Saussurea obvallata (Dhar & Joshi, 2005), Ageratina pichinchensis (Sanchez et al.,
2018), Stevia rebaudiana (Gupta et al., 2010), Helianthus annus L (Pola et al., 2019),
Ophiorrhiza mungos L(Krishnan et al., 2019), Hylocereus costaricensis (Winson et
al., 2020), Sophora flavescens (Park et al., 2020), Gynochthodes umbellata
(Anjusha & Gangaprasad, 2017) entre otras. Los RCV empleados fueron 2,4-D,
acido indol-3-acético (IAA), acido 1-naftalenoacético (NAA) y picloram (auxinas), y
BAP y KIN (citoquinas) (Kulus & Tymoszuk, 2020), ambos grupos de RCV (auxinas
y citoquininas) fueron afiadidos conjuntamente debido a su alta complementariedad
para inducir la proliferacion de células no diferenciadas (callos vegetales) (Alcantara
et al., 2019).

63



https://bidi.uam.mx:7823/chapter/10.1007/978-981-10-1917-3_9#CR86

7.2.1 Respuestas de induccién a callogénesis en explante de hoja

En los resultados de esta seccion se muestra que el 75% del total de los
tratamientos probados proporcionaron respuesta de callo, porcentaje del cual 37.5%
de los tratamientos dieron una respuesta de 100% de callogénesis, 18.75% una
respuesta del 75%, 6.25% una respuesta del 50% y 12.5% una respuesta de 25%.
El indice de los tratamientos sin respuesta fue del 25% (Figura 16).
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Figura 16. % de callo obtenido en los diferentes tratamientos aplicados a
explantes de hoja de C. filaginoides, n=4

Los tratamientos que promovieron una induccion del 100% fueron el 2, 6, 12, 13, 14
y 16 donde los tratamientos 6 (0.1 mg/L KIN + 1 mg/L PIC) y 14 (0.1 mg/L BAP + 1
mg/L PIC) proporcionaron las mejores caracteristicas de callos (callos friables y sin
oxidacién) en comparacion con los tratamientos restantes (Figuras 20 a y 20 c).

7.2.2. Respuestas de induccidn a callogénesis en explante de peciolo

En este apartado del experimento se observé que el 62.5% del total de los
tratamientos probados proporcionaron respuesta de callo, porcentaje del cual
31.25% de los tratamientos dieron una respuesta de 100% de callogénesis 18.75 %
una respuesta del 66.6% y 12.5% una respuesta de 33.3% de callo (Figura 17).

64




120

1Q0% 100% 100% 100% 100%
100 A
80 +
66.6% 66.6% 66.6%
60 +
40 A 33.3% 33.3%
20 A
0% 0% 0% 0% 0% 0%
0
T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9

T1 T2 T10 Ti11 T12 T13 T14 T15 TI16
TRATAMIENTOS

% CALLOGENESIS

Figura 17. % de callo obtenido en los diferentes tratamientos aplicados a
explantes de peciolo de C. filaginoides, n=3

Los tratamientos que promovieron una induccién del 100% fueron el 6, 9, 12, 14,
16, donde los tratamientos 6 (KIN 0.1 mg/L + PIC 1 mg/L) y 14 (BAP 0.1 mg/L + PIC
1 mg/L) proporcionaron las mejores caracteristicas de callos (callos friables y sin

oxidacion) en comparacion con los tratamientos restantes (Figura 20 b y 20 d).

7.2.3 Comparacion de callos obtenidos de explantes de hoja y peciolo

Se obtuvieron dos tipos de respuestas morfogenéticas (callo y raiz) a partir del dia

24 de cultivo.

Los tratamientos 1, 3, 5, 9, 7 y 15 mostraron un porcentaje por debajo del 50 en
respuesta de callo en ambos explantes ademas de presentar caracteristicas
morfologicas no deseables (pronunciada oxidacion y callos compactos) por lo cual
no es recomendable el empleo de 0.1 mg/L de las auxinas ANA, AIA, 24 Dy
picloram en combinacion con las citoquininas KIN y BAP para la induccién a
callogénesis en la especie en estudio. Es importante mencionar que el 3 (0.1 mg/L
KINy 0.1 mg/L 2,4-D) de explante de hoja fue el unico que proporciono callos color
verde y friables (Figura 18), tal respuesta puede ser atribuible a la presencia de 2,4-

D, ya que tal regulador aparentemente brinda estimulo para iniciar la callogénesis
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Roca & Mroginski, (1991) y es conocido por su potente efecto para la obtencion de
callo (Martinez et al., 2007), por lo cual este RCV a sido ampliamente utilizado en
diversas especies de plantas, incluyendo a las pertenecientes a la familia
Asteraceae como Wedelia chinensis (Dhas et al., 2016) y Stevia rebaudiana (Gupta
et al., 2010).

Figura 18. Respuesta morfogenética de callo del tratamiento 3
de explante de hoja

El empleo de las auxinas ANA, 2,4 D y AIA en concentracibn de 1 mg/L en
combinacion con las citoquininas KIN y BAP promueven exitosamente la obtencién
de callo (>50% callogénesis) en ambos explantes, sin embargo, los cultivos
presentan poca friabilidad y pronunciada oxidacion (Figura 19). La oxidacién u
oscurecimiento de tejidos cultivados in vitro puede desencadenarse por distintos
factores como los cortes que sufre el explante, composicion del medio de cultivo,
volumen y calidad del frasco de cultivo (Azofeifa et al., 2009), o bien tambien puede
estar influenciado por el tipo, combinacién y concentracién de reguladores del
crecimiento (desbalance) agregados al medio de cultivo, lo cual puede generar un
estrés oxidativo, de tal manera, que los ROS generados alteran diferentes vias
metabdlicas y respuestas fisioldgicas del explante, pudiendo incluso llevarlo a su
muerte (George, 1996; Van Staden et al., 2006). Los resultados del presente estudio
confirman esto Ultimo, ya que la oxidacion de los cultivos fue visible en los medios
donde se indujo a callogénesis por medio de las auxinas ANA, 2,4-D y AlA,
presentando visible oxidacion aproximadamentre al sexto dia de subcultivo, sin
embargo, los cultivos donde se empleo la auxina picloram se encontraron libres de

oxidacioén inclusive a las 20 semanas de cultivo.
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Existen muchas alternativas para combatir la oxidacibn de los cultivos, por
mencionar algunas, se encuentran el aumento de antioxidantes en la preparacion
del explante para su cultivo o en el medio de cultivo (Azofeifa et al., 2009), uso de
carbon activado en el medio de cultivo (Harikrishnan et al., 1997), la sustitucion del
regulador de crecimiento o la implementaciébn de subcultivos (transferencias)
frecuentes a un medio de cultivo fresco (George, 1996), esta ultima alternativa fue
aplicada en el presente estudio, no obstante, es un procedimiento demandante de
tiempo y reactivos, por lo es recomendable emplar otra alternativa para evitar el

deterioro de los cultivos (George, 1996).

==~

Figura 19. Oxidacién de células de cultivo de callo del
tratamiento 10 (explante de hoja

Por otra parte los resultados de callo evidencian que existe una relacion
directamente proporcional en el aumento de la concentracidon de las auxinas ANA,
AlA, 2,4 D y picloram de 0.1 a 1.0 mg/L en combinacién con una citocinina (BAP o
KIN), en el aumento de la division celular en explantes de hoja y peciolo de la
especie en estudio, corroborando lo obtenido por Tisserat (1985), el cual demostré
que la produccién de callos esta intimamente ligada a la adicion de auxinas al medio
de cultivo, y que este efecto podria verse potencializado por la adicién conjunta de

auxinas y citocininas en el mismo medio de cultivo.

Otros estudios han reportado la obtencion de porcentajes considerables de callos
con el uso de la auxina ANA, Sanchez et al., (2018) determinaron que 1.0 mg /L
ANA + 0.1 mg/L KIN es la mejor combinacion para obtener el maximo porcentaje de
formacion de callo de apariencia friable y de color beige (81.7%) en explantes de

hoja de Ageratina pichinchensis (Asteraceae), por otro lado, explantes de hoja de
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Saussurea obvallata (Asteraceae) proporcionaron una respuesta del 100% de
callogénesis por medio de la combinacion 2.5 uM BAP + 1.0 uM ANA (Dhar & Joshi,
2005). En la especie Ophiorrhiza mungos (Rubiaceae) 10.74 uM ANA + 4.44 uM
BAP se seleccioné como la mejor combinacion para la maxima produccion de callo

amarillo y friable (en explantes de hoja) (Krishnan et al., 2019).

En explantes de hojas de Wedelia chinensis se encontré que 1 mg/L 2,4-D + 0,5
mg/L de BAP proporciona callos friables y de color blanco verdoso (Dhas et al.,
2016). Gupta et al., (2010) concluyeron que la combinacion 0.75 mg/L de ANA + 1
mg/L de 2,4-D proporciona la méaxima produccion de callos en explantes de hojas
de Stevia rebaudiana, por otra parte Pace et al., (2009) desarrollaron un protocolo
de micropropagacion eficaz para Leontopodium nivale donde indujeron callos en

medio MS suplementado con 1.0 mg/L de 2,4-D a partir de explantes de cotiledones.

Son muy escasos los reportes del empleo de AIA como regulador de crecimiento
vegetal (RCV) para la induccion a callogénesis en plantas, sin embargo, Pola et al.,
(2019) evaluaron el efecto del acido indol-3-acético (AIA) y tipo de explante en
callogénesis de girasol (Helianthus annus L.), para ello cultivaron explantes de
cotileddn, hipocoétilo y raiz en medio Murashige y Skoog (MS) suplementado con las
concentraciones de 0.1, 0.5 y 1 mg/L de AIA , logrando la formacién de callos con
todos los explantes en las concentraciones evaluadas (0.1, 0.5 y 1 mg/L)
estableciendo a AIA como unico regulador de crecimiento para la induccion de callos
en explantes de girasol, en todos los callos se observo formacién de raices primarias
y adventicias. La concentracion de AIA que indujo una formacion constante de
raices fue 0.1 mg/L con 72%, mientras que la mas baja fue la de 0.5 mg/L con 52%.
De acuerdo a lo reportado por Pola et al., (2019) y los resultados observados en el
presente estudio en explantes de hojay peciolo de C. filaginoides donde se observé
como respuesta la formacion de raices en el tratamiento 8 (0.1 mg/L KIN + 1 mg/L
AlA) es posible sefialar que el AlA induce la formacién de raices a concentraciones

bajas (1 mg/L) en diferentes explantes de especies de la familia Asteraceae, mas
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adelante se discuten a fondo los resultados de la especie en estudio referentes a la
obtencién de raices.

Por otra parte los tratamientos 6 (0.1 mg/L KIN + 1 mg/L PIC) y 14 (0.1 mg/L BAP +
1 mg/L PIC) presentaron mejores caracteristicas morfolégicas en comparacién con
los tratamientos restantes tanto para hoja como peciolo, se pudo observar que los
callos de tales tratamientos presentaban una apariencia friable y verde, células sin
oxidacion y % alto de callogénesis (100% de callogénesis) cabe resaltar que en
ambos tratamientos se emplea el RCV picloram en una concentracion 1 mg/L
(Figura 20 a, b, c y d) , sin embargo, el empleo de concentraciones menores (0.1
mg/ L PIC) de tal regulador afecta significativamente las caracteristicas morfologicas
de los cultivos proporcionando callos compactos y pronunciada oxidacion, lo cual
fue visible en los tratamientos 5 (0.1 mg/L PIC+ 0.1 mg/L KIN) y 13 (0.1mg/L PIC+
0.1 mg/L BAP). Estos resultados son similares a los obtenidos por Suarez y Salgado
(2008) en donde demostraron que el suplemento de la auxina acido naftalenacético
(ANA) en el medio de cultivo es necesario y suficiente para inducir callo a partir de
explantes consistentes de entrenudos de Stevia rebaudiana, sin embargo,
determino que el mayor porcentaje de friabilidad se obtuvo en el tratamiento con la
combinacion 0.5 mg/L de ANA (auxina) + 4.0 mg/L de BAP (citocinina), mientras
que los valores mas bajos en esta variable ocurrieron cuando el medio estaba
desprovisto de citocinina BAP, concluyendo que los bajos porcentajes de friabilidad
en presencia de la auxina ANA solamente indica la necesidad de la interaccion de
auxinas y citocininas en el medio para obtener tejidos friables. De acuerdo a lo
anterior se puede decir que la interaccion de la auxina PIC con KIN y BAP promueve
la obtencion de callos friables, donde la primera proporciona un alto porcentaje de

callogénesis mientras que KIN y BAP ayudan a mantener la friabilidad.
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Figura 20. Respuesta morfogenética de callo, a) explante de hoja tratamiento 6,
b) explante de peciolo tratamiento 6, ¢) explante de hoja tratamiento 14 y d)
explante de peciolo tratamiento 14.

Hasta el momento la auxina picloram ha sido escasamente usada en especies de
la familia Asteraceae, sin embargo, el uso de este RCV ha proporcionado resultados
exitosos en la induccion de callogénesis incluso frente a las auxinas AlIA, ANAy 2,4-
D en explantes de especies de otras familias; en Eurycoma longifolia se obtuvieron
porcentajes considerables de callo, para explantes de hoja con 1.0 mg/L de 2,4-D
(81.67%), seguido de picloram (78.33% a 3.0 mg/L) y ANA (61.67% a 4.0 mg/L), por
otra parte 2,4-D y picloram a 4.0 mg/L resultaron ser mas efectivos para la induccion
de callos en explantes de peciolo (78.33%), seguido de (73.33% a 2.0 mg/L), ANA
(73.33% a 3.0 mg/L) y AlA (61.67% a 3.0 mg/L) (Mahmood et al., 2010). Se llevo a
cabo la induccién de callo en peciolo y hojas de Lamprocapnos spectabiliscon
mediante varias combinaciones y concentraciones de BAP, AIA, ANA, 24-D y
picloram (PIC), al evaluar la respuesta morfogenética obtenida se determiné que no
hubo influencia del tipo de explante en la eficiencia de la callogénesis (62.1-65.3%)
y que el mayor peso de porcentaje de callo se produjo en explantes de hojas en
presencia de PIC (Kulus & Tymoszuk, 2020) , mismos resultados son similares a los

obtenidos en el presente estudio, ya que no se observaron diferencias en el
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porcentaje de callo obtenido en explantes de peciolo y hoja con las combinaciones
(0.1 mg/L KIN + 1 mg/L PIC) y (0.1 mg/L BAP + PIC 1 mg/L PIC). En la amapola de
maiz (Papaver rhoeas L.) se indujo a callogénesis explantes de raiz, hipocétilo,
cotileddén, peciolo y hojas con diferentes concentraciones y combinaciones de las
auxinas picloram, ANAy 2,4-D (0.5y 1.0 mg/L) y las citoquininas BAP y KIN (0.1 y
0.5 mg/L), obteniendo los mejores resultados para la induccién de callos en
explantes de peciolos y hojas en medio MS que contenia 1.0 mg/L picloram y 0.1
mg/L BAP (89.2%) (Aghaali et al., 2019), asi mismo en explantes de cotiledones de
la especie Hylocereus costaricensis se probaron 36 tratamientos con diversas
concentraciones de ANA y Thidiazuron (TDZ), picloram y 2,4-D, determinando que
la concentracién de 10 uM de picloram fue eficaz para la proliferacion de callos
friables (Winson et al., 2020), mientras que Park et al.,(2020) probaron 100
combinaciones de diferentes concentraciones de los RCV (TDZ , ANA, 2,4-D y BAP)
para la induccion a callogénesis en explantes de hojas, tallos y raices de Sophora
flavescens, observando una tasa del 100% de callo en todas las concentraciones
probadas de TDZ y picloram, mientras que en combinaciones de BAP y picloram se

observaron callos friables.

Estos ultimos reportes y los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran
qgue el RCV picloram promueve la obtencion de altos porcentajes de callogénesis,
ademas de callos friables, por lo que es ampliamente recomendable su empleo para

la formacion de callo en la especie C. filaginoides.

Comparando los resultados obtenidos en el presente estudio con los reportados en
otras investigaciones, se concluye que la variacion en las respuestas de callo
obtenidas de las diferentes concentraciones y combinaciones de las auxinas ANA,
2,4-D, AlAy picloram con las citoquininas BAP y KIN, es una cuestion que depende
de la especie, del cultivo empleado e incluso del explante (Kulus & Tymoszuk,
2020).
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La eleccion del tratamiento con la mejor respuesta de callo est4 en funcién del alto
% callogénesis (100% callogénesis) y friabilidad, por lo cual las combinaciones de
los tratamientos 6 (0.1 mg/L KIN + 1 mg/L PIC) y 14 (0.1 mg/L BAP + 1 mg/L PIC)
son recomendables para la induccién a callo en la especie C. filaginoides en ambos
explantes. Por otro lado, cabe mencionar la importancia de analizar el perfil
fitoquimico de estos ultimos tratamientos (6 y 14) para establecer la combinacién de
RCV y el tipo de explante (hoja y peciolo) que permita obtener la mejor respuesta

de callogénesis con la posible produccion de metabolitos de interés.

7.2.3.1 Formacién de raices

La combinacion de 0.1 mg/L KIN y 1 mg/L AIA promovié la obtencion de raices
(Figura 21) en un 33.3% Yy 25% en explantes de peciolo y hoja, respectivamente, tal
respuesta puede deberse al empleo del regulador de crecimiento vegetal AlA el cual
se ha reportado mediante diversos estudios de induccién a callogénesis en especies
de la familia Asteraceae que favorece la respuesta morfogenética de raiz ; Rout y
Sahoo (2013) utilizaron brotes alargados de E. scaber en medio MS suplementado
con la auxina AlA para la induccién de raices; Ahmed et al., (2007) informaron sobre
induccion de brotes in vitro a partir de segmentos nodales de S. rebaudiana
empleando diferentes concentraciones de las auxinas IBA, ANA e AlA, donde AIA
a 0.1 mg/L produjo el porcentaje de enraizamiento mas alto (97.66%); por otra parte
Karakas y Turker (2013) enraizaron brotes regenerados de B. perennis en medio
MS fortificado con AIA (1.0 mg/L).

Figura 21. Respuesta morfogenética de raiz
del tratamiento 8 de explante de hoja
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De acuerdo a lo mencionado anteriormente incluso entre especies de la misma
familia se obtienen respuestas morfogenéticas variadas empleando la misma
concentracion de reguladores de crecimiento, en el presente estudio se obtuvo la
respuesta morfogenética de raiz con la concentracion de 1.0 mg/L de AIA
(tratamiento 8) mientras que la concentracion de 0.1 mg/L de AlA (tratamiento 7) no
indujo ninguna respuesta morfogenética, es importante mencionar que los
tratamientos del presente estudio se combinaron con 0.1 mg/L de KIN, por otra parte
las mismas concentraciones de AIA (0.1 mg/L y 1 mg /L) en combinacion con la
citocinina BAP proporcionaron una respuesta de callogénesis, todo lo anterior se
puede atribuir a la variacién genética existente incluso entre especies de la misma
familia, otro factor que interviene en la respuesta puede ser el tipo de citocinina (KIN
o BAP) que en interaccion con la auxina AIA promueven la obtencién de diferentes

respuestas morfogenéticas (callo o raiz).

Por ultimo, la respuesta morfogenética de raiz obtenida en el presente estudio
concuerda con lo mencionado por Pierik (1990) el cual indica que AIA es una
hormona que se produce de forma natural en las plantas ,y se afade en
concentraciones de 0.1 a 10 mg/L produciendo generalmente elongacion celular y
expansion de tejidos, division celular (formacién de callo), formacion de raices
adventicias y frecuentemente embriogénesis en los cultivos en suspension y que las
auxinas sintéticas relativamente mas activas ANA, AIB y 2,4-D se utilizan en
concentraciones mas bajas que AIA (considerada una auxina débil), lo anterior
explica la diferencia de resultados obtenidos en el presente estudio entre
tratamientos donde se empled este ultimo regulador, ya que al aumentar la
concentracion de AIA a 1 mg/L (tratamientos 8 y 16) se obtuvieron las respuestas
morfogenéticas raiz y callo en ambos explantes de hoja y peciolo de C. filaginoides,
mientras que los tratamientos donde se emple6 una concentracion de 0.1 mg/L de

AlA (tratamientos 7 y 15) no indujeron ninguna respuesta morfogenética.

Debido a que el objetivo del presente trabajo, no esta centrado en la obtencién de

raiz como respuesta morfogenética, para futuras investigaciones enfocadas en la
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basqueda de un aumento del % de raiz en la especie C. filaginoides se recomienda
el empleo de un abanico més amplio de la de la auxina AIA en combinacién con la

citocinina KIN.

7.3. Perfil fotoquimico de los diferentes tratamientos de callo de explante de
hoja y peciolo de C. filaginoides

Ovalle et al.,, (2014) reportaron que el extracto de la planta silvestre de C.
filaginoides obtenido a partir de la mezcla diclorometano-metanol (1:1) posee altas
cantidades de rutina (principal componente activo) y sus productos de hidrdlisis
(isoquercitrina y quercetina), para determinar si las células de cultivo in vitro (cultivo
de callo) de C.filaginoides producen compuestos de la misma naturaleza que la
planta silvestre, se analizo el perfil fltoquimico (cualitativo) de los extractos
organicos de todos los tratamientos, por medio de cromatografia en capa fina
empleando un sistema de elucion diclorometano (CH2Cl2): metanol (MeOH) 95:05
con revelado con luz UV y sulfato cérico amoniacal, este ultimo revelador se empleo
para poder visualizar los compuestos que no revelan con luz UV y tener un
panorama mas amplio en cuanto al perfil fitoquimico, como referencia se utilizaron
los estdndares comerciales de quercetina y rutina. Es importante mencionar que
debido al tiempo y la falta de disponibilidad de materiales no se pudo analizar la

presencia de rutina en los cultivos de callo.

En la cromatoplaca revelada con luz UV (Figura 23a) se puede observar que el
extracto de la planta silvestre de C. filaginoides (E) mostro la presencia de
quercetina, ya que presento el mismo Rf= 0.36 que el estandar de quercetina (Q),
sin embargo, no se identificé la presencia de este compuesto en ningun extracto de
biomasa de cultivo de callo de la especie, por otra parte los tratamientos 2, 3,6y 14
de explante de hoja (Figura 22), mostraron un perfil fitoquimico similar a la planta
silvestre por medio de ambos revelados (Figura 23 a y b), dentro de los cuales el
tratamiento 6 mostré el perfil mas completo con respecto a los demas tratamientos

y el mas similar al perfil de la planta silvestre, los extractos de los tratamientos
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restantes no mostraron presencia de compuestos. Cabe resaltar que abundan los

compuestos de mediana polaridad con respecto a los de alta polaridad lo cual es

visible en ambos revelados.

Figura 22. Extractos obtenidos de biomasa de cultivo de callo de los
tratamientos 2, 3, 6 y 14, respectivamente.

Q e T2 T13 716 T14 Q E T2 T3 T6 Ti4

Figura 23. Cromatoplacas de los extractos de cultivo de callo y planta
silvestre de C. filaginoides

a=revelado conluz UVy b=revelado con sulfato cérico amoniacal donde
Q= estandar de quercetina, E: extracto de planta silvestre, T2:
tratamiento 2, T3: tratamiento 3, T6: tratamiento 6, T 14: tratamiento 14.
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La visualizacion de compuestos de mediana polaridad pueden significar la
presencia de terpenos, ya que estos compuestos son extraidos generalmente con
solventes de baja o mediana polaridad, ademas la especie C. filaginoides se
caracteriza por producir metabolitos secundarios de la familia de los terpenos y
polifenoles, especialmente flavonoides los cuales se encuentran dentro de este
ultimo grupo. La posible ausencia de flavonoides como la quercetina era de
esperarse, ya que generalmente los flavonoides son producidos en tejidos vegetales
diferenciados como cultivos de raices y brotes, debido a que el cultivo de érganos
produce patrones de metabolitos secundarios similares a los de las plantas
silvestres (Jedinak et al., 2004; Amer et al., 2018).

Se ha comprobado que la produccién y acumulacion de flavonoides en cultivo de
callos esta estrechamente relacionada como respuesta ante condiciones de estrés

al igual que en la planta silvestre (Gomez et al., 2011).

7.3.1 Rendimiento de extractos de cultivo de callo y planta silvestre

Se determind el rendimiento del extracto obtenido a partir de la planta silvestre
(Tabla 17), asi como también el de los extractos de cultivo de callo que presentaron

un perfil fitoquimico similar a la misma (Tabla 18).

Tabla 17. Rendimiento de extracto de la planta silvestre

Tratamiento  Material Extracto Rendimiento
vegetal total(g) (%)
seco(g)

Planta seca 108.11 8.22 7.6
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Tabla 18. Rendimiento de extractos de biomasa de cultivo de callo de C.

filaginoides
Tratamiento Biomasa Extracto Rendimiento
seca(g) total(g) (%)
2 0.9273 0.2119 22.85
3 0.5305 0.1508 28.42
6 0.9843 0.3303 33.55
14 0.7085 0.1226 17.30

De acuerdo a los resultados presentados en la tabla 17 y 18 se puede ver que los

rendimientos de los extractos de biomasa de callo de los tratamientos 2, 3, 6 y 14

se encuentran considerablemente por arriba del rendimiento del extracto de la

planta silvestre.

Con base a lo anterior se puede ver que el cultivo de tejidos de la especie C.

filaginoides puede representar una opcién viable para la produccion de metabolitos

secundarios de interés ofreciendo rendimientos de entre 3 y 4 veces mayores a la

planta silvestre, esto Ultimo se pudo observar por medio de los tratamientos 3y 6.
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7.4 ldentificacion de compuestos en tratamientos de cultivo de callo por CG-
MS

Se llevo a cabo la identificacidon de compuestos en los tratamientos 2, 3, 6 y 14 de
explante de hoja por medio de la técnica de CG-MS, siendo el tratamiento 3 (0.1
mg/L KIN y 0.1 mg/L 2,4-D) (Figura 18) el que mostré la presencia de compuestos
de interés, en este Ultimo se identific la presencia de los triterpenos pentaciclicos
(TP) B-amirina (Figura 24), a-amirina (Figura 25), y lupeol (Figura 26), lo anterior
concuerda con lo reportado por Dominguez et al., (1972) los cuales llevaron a cabo
la identificacion y aislamiento de B-amirina a partir de extracto de éter de petroleo y
MeOH obtenido de partes aéreas de la planta silvestre de C. filaginoides, por otro
lado Mata et al., (1997) y Calzada et al., (2001) por medio de extracto de cloroformo-
metanol (1: 1) de planta silvestre llevaron a cabo el aislamiento de tres terpenoides
(eritridiol, B-cariofileno 4,5-a-6xido y 3-B-tridecanoiloxi-28-hidroxi-oleano-1 2- eno)
los cuales son compuestos de la misma naturaleza que los triterpenos pentaciclicos
producidos por medio del cultivo in vitro de hojas de C. filaginoides en el presente
estudio. De acuerdo a lo anterior se puede ver que el cultivo in vitro permite la
produccion de compuestos de la misma naturaleza que los presentes en la planta

silvestre de C. filaginoides.
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Figura 24. Espectro de masas de B-amirina en extractos de diclorometano-
metanol (1:1) tratamiento 3 obtenidas por CG-MS.
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Figura 25. Espectro de masas de a-amirina en extractos de diclorometano-
metanol (1:1) tratamiento 3 obtenidas por CG-MS.
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Figura 26. Espectro de masas de lupeol en extractos de diclorometano-
metanol (1:1) tratamiento 3 obtenidas por CG-MS.

La familia Asteraceae se caracteriza por poseer una gran diversidad de
triterpenoides (Shao et al.,1995); especies silvestres como Piptocarpha axillaris
(Less.) Baker (Pereira et al, 2019), Lactuca sativa (Choi et al., 2020),
Pseudobrickellia brasiliensis (Spreng.) R.M. King & H. Rob (De Amorim et al., 2016)
y Calendula officinalis (familia Asteraceae) (Nizynski et al., 2015), Vernonanthura
patens (Kunth) H. Rob (Rao & Rao , 2015), Eclipta alba (Upadhyay et al., 2000),
Spilanthes acmella (Krishnaswamy et al., 1975), junto con ejemplares del género
Conyza como C. linifolia (Harraz et al., 1988) y C. aegyptiaca (Metwally et al., 1989),
son ejemplos de plantas de la familia en las que se ha encontrado la presencia de
a-amirina, B-amirina y Lupeol; asimismo en Chromolaena hirsuta (Contini et al.,
2004) y Scorzonera latifolia (Acikara et al., 2018) se identifico la presencia de lupeol
y a-Amirina, mientras que en Senecio gossypinus de a-amirina, B-amirina
(Razafindrakoto et al., 2020).
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A pesar de que existen muchas especies silvestres de la familia que producen estos
compuestos, aun son escasos los estudios de cultivo de callo productores de estos
TP, en su forma libre. En la tabla 19 se muestra informacion detallada acerca de
este tema.

Tabla 19. Especies de plantas productoras de a-amirina, B-amirina y lupeol
por medio de cultivo de callo

Especie | Explante RCV empleados TP Referencia
familia utilizado identificados
en cultivo de
callo

Vernonanthura Hoja 1.0mg/Lde BAP Lupeol Chéez et
patens (Kunth) + 05 mg /L de al., 2019
H. Rob 2,4-D
(Asteraceae)
Ageratina Hoja 1.0 mg /L NAA + Lupeol Séanchez
Pichinchensis 0.1 mg /L KIN et al., 2018
(Asteraceae)
Hemidesmus Hojas y Diferentes Lupeol Misra et al.,
indicus raices combinaciones de 2005.
(Apocynaceae) ANA+ KIN 'y 24

D+ BAP
Eclipta alba Tallo 3.0mg/Lde BAP [-amirina Khurshid et
(Asteraceae) + 1.0 mg / L de al., 2018

NAA
Spilyanthes 0.5 mg/L BAP + a-amirinay B- Ekhlas et
acmella 20mg./L 2,4-D amirina al., 2020
(Asteraceae)

Con base a las investigaciones citadas (tabla 19), se puede observar que cutlivos
de callos de Vernonanthura patens (Kunth) H. Rob y Hemidesmus indicus
produjeron lupeol, sin embargo, en las plantas silvestres se identificd la presencia

de lupeol, a-amirina'y B-amirina, en tallo, hojas y flores de V.patens y raices y tallo
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de H. indicus (Manjulatha et al., 2014; Rao & Rao ,2015) ; en Eclipta alba y
Spilyanthes acmella se identifico [-amirina, y a-amirina y -amirina,
respectivamente, mientras que en su medio natural ambos ejemplares producen a-
amirinay B-amirina en sus partes aéreas (Upadhyay et al., 2000; Krishnaswamy et
al., 1975). En el presente estudio células de cultivo de callo de hoja de C. filaginoides
obtenidas mediante la combinacion 0.1 mg/L KIN y 0.1 mg/L 2,4-D evidenciaron la
presencia de los tres TP (lupeol, a-amirina, B-amirina), mientras que solo se aislo e
identifico B-amirina en la planta silvestre (Dominguez et.al., 1972). De acuerdo a lo
anterior es posible ver que los cultivos celulares de plantas no siempre producen los
mismos metabolitos secundarios que las plantas madre (Orihara y Ebizuka, 2010).
Los tejidos u 6érganos de plantas cultivadas suelen mostrar perfiles de fitoquimicos
diferentes y, a veces, impredecibles, en particular metabolitos secundarios, en
comparacion con las plantas naturales, inclusive por medio de la técnica de cultivo
in vitro es posible la formacion de metabolitos secundarios que no produce la
especie en su medio natural, lo cual se debe a la presencia de RCV, ya que estos
afectan el metabolismo de las plantas y la sintesis de compuestos quimicos. En
general, se considera que los reguladores del crecimiento de las plantas no
reaccionan con compuestos intermedios de rutas biosintéticas, pero parecen
cambiar las condiciones citoplasmaticas para la formacién del producto (Misra et al.,
2005). Con base a los estudios referenciados y los resultados de la especie en
estudio es posible sefalar que los RCV 2,4-D y ANA inducen la formacién de
esqueletos de triterpenos (a-amirina, B-amirina y lupeol) particularmente en

especies de la familia Asteraceae.

Estos tres compuestos son representativos de la familia de los TP, y se ha
demostrado que los esqueletos de tales compuestos se ciclan a partir del 2,3-
oxidoscualeno, un precursor comun de fitoesteroles y triterpenoides (Abe et al.,
1993). Recientemente estos triterpenos han atraido mucha atencién debido a su
actividad hepatoprotectora, antihiperglucémica, hipolipidémica, antiinflamatoria y
anticancerigena (Gallo & Sarachine, 2009; Melo et al., 2011; Siddique & Saleem,

2011; Chen et.al., 2017; Ramos et al., 2018), entre otras, motivo por el cual en las
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tltimas décadas, se han desarrollado varias estrategias para obtener estos tres TP
naturales, como la sintesis quimica (Chen et.al., 2017) y el uso de tecnologias
emergentes (Ramos et al., 2018). Esta ultima busca mejorar los métodos clasicos
de extraccion en la planta, dentro de las cuales se encuentran extraccion asistida
por ultrasonido (EAU), la extraccion de alta presién hidrostéatica (HHPE) y la
extraccion asistida por microondas (MAE) , sin embargo, a pesar de que estos
métodos ofrecen ciertas ventajas sobre la extraccion convencional como la
disminucién de los tiempos de extraccion, el consumo reducido de solventes y
energia y la prevencion de la contaminacion ambiental (Barrera, 2015), siguen
siendo procedimientos complejos de extraccion y aislamiento, que conducen a un
bajo rendimiento de los compuestos de interés, ya que desafortunadamente, los
metabolitos secundarios, incluidos los triterpenos, se producen a una concentracion
muy baja en las plantas (Ghosh, 2016); por otra parte la sintesis quimica, es una
opcién econémicamente no competitiva debido a que en la mayoria de los casos los
triterpenoides pentaciclicos tienen estructuras complejas, lo cual dificulta o

imposibilita su sintesis (James y Dubery, 2009).

Las enzimas involucradas en la formacion de a-amirina, p-amirina y lupeol se
denominan oxidoscualeno ciclasas (OSC) (Huang et al., 2012) y son usadas por la
ingenieria enzimatica para la produccion de estos triterpenos. Phillips et.al., (2006)
reportan que se ha llevado a cabo la clonacion de mas de 30 genes que codifican
las enzimas OSC, mientras que la secuenciacion del genoma de A. thaliana
(Brassicaceae) y Taraxacum officinale (Asteraceae) revel6 la presencia de multiples
copias de genes OSC en estas plantas. En todas ellas, la 3-amirina se produce no
solo por sintasas especificas de productos sino también por OSC multiproducto. La
funcién enzimatica de las OSC de T. officinale se expresé en una cepa de S.
cerevisiae (Shibuya et al.,2009). Por otra parte, se ha utilizado diferentes sustancias
como inductores para estimular la actividad de OSC y la biosintesis de saponinas
como en el caso de las células cultivadas de G. glabra con jasmonato de metilo
(Cammeri, 2008); lo cual muestra que uno de los beneficios particularmente

importantes del cultivo de células vegetales es la capacidad potencial para
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manipular y mejorar la produccién de compuestos deseados dentro de la célula
vegetal mediante la experimentacion con cultivos celulares (James y Dubery, 2009).

Es importante mencionar que hasta el momento no se ha reportado de especies de
plantas que produzcan los tres triterpenos pentaciclicos lupeol, a-amirina y -
amirina conjuntamente, mediante la técnica de cultivo in vitro. Cabe resaltar que el
presente estudio tiene como principal ventaja la produccidn de estos tres triterpenos
pentacicliclos mediante una misma combinacién de reguladores de crecimiento 0.1
mg/L KIN y 0.1 mg/L 2,4-D. Los hallazgos encontrados en el presente estudio
apoyan la produccion de estos tres triterpenos pentacicliclios a través del cultivo in
vitro de la especie C. filaginoides bajo condiciones controladas, ademas tales
hallazgos pueden aportar informacion a otras disciplinas como la ingenieria
enzimatica para comprender todos los pasos enziméticos en la via biosintética de
los triterpenoides que conducen a la produccion de estos compuestos
biol6gicamente activos por una sola técnica (por medio del estudio de las células
indiferenciadas de callo de C. filaginoides) y una vez que se identifiquen los genes
clave por medio de ingenieria genética facilitar su manipulacion y regulacion como
una alternativa para la produccién de tales metabolitos secundarios (lupeol, a-

amirina y -amirina).
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8. CONCLUSIONES

El tratamiento C proporciona el porcentaje més alto de desinfeccion y
germinacion en semillas de la especie C. filaginoides con un 100% y 72.18%,
respectivamente.

La combinacion 0.1 mg/L KIN y 1 mg/L PIC (tratamiento 6) proporciona una
alta division celular y friabilidad en cultivos de tejidos de hoja de la especie
C. filaginoides, ademas de un perfil fitoquimico mas completo en
comparacion con los tratamientos restantes.

La combinaciéon de 0.1 mg/L KIN y 1 mg/L AIA promovié la obtencién de
raices en un 33.3% y 25% en explantes de peciolo y hoja, respectivamente

Células de cultivo de callo (explante de hoja) obtenidas a partir de la
combinacion 3 (0.1 mg/L KIN y 0.1 mg/L 2,4-D) permiten la produccién de
metabolitos secundarios (triterpenos pentaciclicos) con diversas actividades
farmacoldgicas.

Extractos de biomasa de cultivos de callo de los tratamientos 3 y 6 producen
rendimientos de entre 3 y 4 veces mayores a la planta silvestre,
respectivamente.

Cultivos in vitro de la especie C. filaginoides permiten la produccion de
compuestos bioactivos de la misma naturaleza que los identificados en la

planta silvestre.
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9. PERSPECTIVAS

Llevar a cabo la cuantificacion de lupeol, a-amirina y B-amirina en extractos
de cultivo de callo de hoja del tratamiento 3 (0.1 mg/L KIN y 0.1 mg/L 2,4-D)
y determinar el rendimiento de cada uno de los compuestos.

Establecer el cultivo de células en suspension de los tratamientos 3 y 6, a
partir del cultivo de callos de hoja de la especie C. filaginoides.

A partir de extractos de biomasa de células en suspension (explante de hoja)
de los tratamientos 3 y 6, identificar y cuantificar por medio de diversas
técnicas analiticas la posible presencia de metabolitos de interés.

Evaluar la actividad farmacoldgica de los extractos de interés de cultivo de

callo y/o células en suspension de C. filaginoides.
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