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Resumen

La encecalina es un cromeno que se produce entre otras plantas en Helianthella
quinquenervis (Hook.) A. Gray, esta especie pertenece a la familia Asteraceae y
su importancia radica en la accién biolégica de algunos de los compuestos que
produce y que le confieren su actividad alelopatica y fungicida.

En el presente trabajo se desarroll6 un proyecto de investigacion utilizando
herramientas biotecnologicas como €l cultivo de tejidos vegetales, para conocer
la produccién de los principales compuestos de la planta. Dentro de los ex-
perimentos realizados se logré optimizar la germinacién de las semillas de H.
quinquenervis para o cual se determiné como necesaria la eliminacion de la
cubierta seminal.

Se probaron diferentes auxinas y citocininas para inducir la formaciéa de
callo, a partir de diferentes explantes, lo cual se logré en medio MS adicionado
con 1 mg/l de BAP y 0.1 mg/! de 2,4-D, o bien en MS con 1 mg/l de ANA. Estos
tratamientos dieron origen a un callo de color verde clarc a blanco y de consis-
tencia friable con escasa oxidacién. Los explantes de tallo y hoja provenientes de
semillas germinadas in vitro, y utilizados en los experimentos anteriores, dieron
resultados similares en la produccién de callo.

Al medio MS con 1 mg/) de BAP, se le adicion6 1 mg/1 de ANA en sustitucién
de 0.1 mg/1 de 2,4-D en el cultivo en suspensi6n, esto originé un aumento en la
velocidad de divisién del cultive cuadruplicAndose la biomasa. Este cultivo en
suspension sintetiza un compuesto de color amarillo, que no se ha detectado en
la planta silvestre.

En el sistema de elicitaci6n con Fusarium sp en el cultivo en suspension, se
produjo una reacci6n de defensa, que se manifestd a través de la oxidacién del
cultivo, pero adn no se conoce la naturaleza de los compuestos producidos.

Por medio de cromatografias de placa fina y cromatografia de gases acoplado
a espectrometria de masas, se determiné que los compuestos identificados en la
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planta silvestre no se sintetizan en tejido desdiferenciado como lo es el callo ¥
el cultivo de células en suspension. Se determiné que la encecalina se produce
en las hojas jovenes de plantas desarrclladas in vitre y en hojas maduras de
plantas gilvestres, pero no en las rafces jévenes; respuesta que esté relacionada
con la biclogfa de la planta y su uso etnoboténico.

Para determinar si los extractos obtenidos del cultivo elicitado, del cultive
de células en suspensién y de las rafces originadas de tallo y hojas, presentaban
actividad fitotdxica, se probaron éstos en varias concentraciones sobre el creci-
miento radicular de Echinochloa crusgaili (L.) Beauv, en bioensayos in vitro. El
anslisis de varianza de los resultados obtenidos en este experimento demostré
que los extractos de los sistemas de raices originados a partir de tallo, tuvieron
un efecto inhibitorio significative sobre el crecimiento de Ia rafz de esta maleza.



Capitulo 1

Introduccién

H. quinquenervis es una planta herbacea perenne perteneciente la familia
Asteraceae, tribu Heliantheae y subtribu Verbesinae (Weber, 1952). Sus carac-
teristicas botanicas la describen como una planta con hojas largas {superiores a
50 cm), lanceoladas, basales, opuestas o alternas, de tres a cinco nervaduras; la
inflorescencia es de color amarillo brillante, sostenida por un pedineulo largo y
solitario (figura 1.1). Las rafces son lefiosas y suelen dar origen a nuevos brotes

Figura 1.1: Planta y flor de Helianthella quinquenervis.

(figura 1.2); el fruto o aquenio estd fuertemente comprimido lateralmente y
presenta cerdas marginales (figura 1.3).

H. quingquenervis, crece en bosques de pino, frecuentemente en laderas cerca
de afluentes de agua dulce y en lugares abiertos. Se distribuye en el norte de
Mexico, en los estados de Chihuahua y Nuevo Leon; al oeste de los Estados

12



CAPITULO 1. INTRODUCCION 13

Figura 1.3: Semillas de H. quinguenervis.

Unidos en las Montaiias Rocallosas y Canada (Hertz, 1984).

H. quinguenervis resulta de particular interés para ser investigada por varias
razones. Una de ellas es que los indigenas de la etnia Tarahumara conocen 2
la planta como “rarésoa” y la usan en su medicina tradicional y para eliminar
ectoparasitos (Bye, 1985). Otro de los nombres con que se le conoce es “corso-
nero”, y dentro de las propiedades que se le atribuyen, est4 la de combatir dolores
musculares, asf como aliviar la tos al ingerirla en infusion; de la misma forma ge
emplea para curar enfermedades gastrointestinales y Glceras. Las otras razones
que se derivan de la anterior son de interés quimico ¥ bictecnolégico por los
compuestos bioactivos que produce esta especie y que pueden ser de utilidad en
¢l campo de la agrobiologfa.

Estudios fitoquimicos de las partes aéreas (Hertz y Kulantaivel, 1984) y
de las rafces (Gomez, 1993) de H. gquinquenervis, permitieron ¢l aislamiento e
identificaci6n de diferentes prenitacetofenonas, cromenos y benzofuranos. En la
figura 1.4 se muestran las diferentes estructuras de estos COmpuestos.

La desmetilencecalina y la encecalina son compuestos que pertenecen al
grupo de los acetilcromenos, en general los cromenos son meroterpenoides cuyo
origen, dentro del metabolismo secundario vegetal, es el Acido shikimico; es
caracterfstica de estos compuestos el anillo piranico y una unidad aromatica
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Figura 1.4: Compuestos aislados de Helianthella quinguenervis (Castaiieda et
al., 1996).



CAPITULO 1. INTRODUCCION 15

que conforman su estructura. Recientemente, investigaciones realizadas por
Castafieda y Col. {1996, 1998) permitieron demostrar que algunos de estos
compuestos poseen propiedades fitotéicas, antifangicas y citottuica. De éstos,
la encecalina y la desmetilencecalina son de particular interés debido a que se
encuentran tanto en partes aéreas (Herz y Kulanthaivel, 1984), como en rafces
de la planta, y poseen una actividad ftotdxica significativa.



Capitulo 2

Antecedentes

2.1 Metabolitos secundarios, consideraciones ge-
nerales

Las plantas producen compuestos orghnicos que han sido clasificados como
metabolitos primarios y metabolitos secundarios. Estos compuestos SON Macro-
moléculas y algunas de ellas son funcionalmente activas ¥y de gran importancia
en e! metabolismo de las plantas.

Para entender de dénde se derivan los metabolitos secundarios, es preciso
conocer a los metabolitos primarios, éstos son sustancias distribufdas en todos
los seres vivos. En plantas superiores, tales compuestos se encuentran en semi-
llas (). triglicéridos) y en 6rganos vegetativos (almidén y sacarcsa en rafces,
rizomas y tubérculos) (Balandrin y Klocke, 1988). Los metabolitos primarios
son indispensables debido a que intervienen en las funciones vitales de la célu-
la, es decir, son necesarios para el metabolismo basico celular que involucra al
crecimiento y al desarrollo fisiolégico. El metabolismo primario no Gnicamente
abastece a! metabolismo secundario con precursores, algunos de estos precur-
sores son importantes para la sintesis de constituyentes celulares; es por esta
razon que frecuentemente hay una competencia por esos precursores entre el pro-
ceso de desarrollo y el metabolismo secundario. Como consecuencia, la sintesis
de metabolitos secundarios ocurre especialmente cuando el desarrollo es lento
© ausente, frecuentemente después de completar un proceso de diferenciacién
(Van der Plas et al., 1995).

Los metabolitos secundarios se derivan biosintéticamente de los metabolitos

16



CAPITULO 2. ANTECEDENTES 17

primarios (carbohidratos y amino4cidos principalmente) (figura 2.1) y, aunque
€1 un principio se creyd que eran compuestos de desecho, ahora se conoce que su
papel es muy importante en la interaccion de las plantas con su entorno. Algunos
metabolitos secundarios desempefian un papel importante como atrayentes de
polinizadores pero también representan adaptaciones quimicas al estrés am-
biental, funcionan como defensas o proteccion ante el ataque de insectos u otros
herbivoros, o bien pueden funcionar como inhibidores de crecimiento cuyo pa-
pel es importante en las relacicnes de competencia por nutrientes y espacio con
otras plantas. Por otra parte, la bioeintesis de estos compuestos frecuentemente
permite relacionar grupos taxonémicos a nivel de divisién, subdivision, clase,
subclase, grupo, familia, género y especie, o grupos de familias cercanamente
relacionadas (Gottlieb, 1990).

De acuerdo con Balandrin y Klocke (1988}, en téminos de economfa celular,
es caro producir v acumular metabolitos secundarios, por lo que se presentan
en menores cantidades que los metabolitos primarios. Aunado a ésto, est4 la
facultad que tienen las plantas de sintetizar los metabolitos secundarios en célu-
las especializadas y almacenarlos en vacuolas, asf como en distintos estados de
desarrollo. Esto ocasiona que su extraccién, aislamiento y purificacién sean difi-
ciles de lograr. Sin embargo, el hombre ha sabido explotar 1os productos de
ambos metabolismos.

Los usos que se le han dado a los metabolitos secundarios de plantas incluyen
la produccién de medicamentos, insecticidas, saborizantes, colorantes, resinas:
taninos, esteroides, saponinas, aceites volatiles, glictsidos, agroquimicos y fra-
gancias. La mayoria de estos compuestos se extraen de plantas cultivadas o
colectadas en el campo y su produccién comercial suele ser muy costosa; en
muy pocos casos se han obtenido los compuestos por sintesis quimica, cuan-
do las moléculas son sencillas. Algunas estimaciones indican que log alcaloides
codefna y morfina pueden alcanzar precios de $650 a $1,250 délares por ke, el
aceite de rosa $2,000 y los alcaloides anticancerfgenos aislados de Catharanthus
roseus $20,000 por gramo (Bajaj et al., 1988., Curtin, 1983).

Se sabe que el potencial de las plantas superiores como fuente de nuevos
compuestos bioactivos ests lejos de conocerse en gu totalidad, se estima que de
las 20,000-500,000 especies de plantas, Gnicamente un pequefio porcentaje ha
sido investigado desde el punto de vista fitoquimico Y el porcentaje en el drea de
farmacologia es todavia menor (Hamburger y Hostettmann, 1991}. Sin embargo,
muchas plantas medicinales producen algunos metabolitos en suficiente cantidad
como para ser comercializados, ejemple de ello son la shikonina (Fujita, 1988),
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Figura 2.1: Principales vias del metabolismo secundario en las células vegetales.
(Loyola-Vargas, 1984, en Robert et al., 1991}.
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la quinina, la digoxina, la efedrina, la morfina, la heroina, (Nigg y Seigler, 1992)
y muchos otros se encuentran en investigacién como la vinblastina ¥ vincristina
que han sido usados como agentes quimicterapéuticos en casos de leucemia
(Hirata et al., 1994). Estos alcaloides diméricos son extremadamente dificiles
de sintetizar quimicamente por lo que se estin usando otras tecnologias para su
produccion (Suga y Fujita, 1991).

En el caso de México, las plantas medicinales siguen siendo una de las princi-
pales fuentes de medicamentos dentro de la medicina tradicional, sobre todo en
areas rurales (Lozoya, 1990). Aunque en la industria farmacéutica se usan ex-
tractos de plantas como principios activos, se est4 retomando e! uso de las plan-
tas medicinales como agentes terapéuticos en varias partes del mundo (Akerele,
1990). Sin embargo, la sobreexplotacion de recursos silvestres no domeésticos,
puede traer como consecuencia una reduccién en el rendimiento, o la extincién
de las especies (Robert et al., 1991).

Una alternativa interesante para la obtencion de metabolitos secundarios
bioactivos, es el uso del cultivo de tejidos vegetales (CTV) como una herramienta
tecnol6gica para la generacion de productoe en condiciones controladas y su
posible mejoramiento genético, con el fin de aumentar su produccion. Por medio
del CTV se puede tener un suministro contfnuo y homogéneo de materia prima
en condiciones controladas (Loyola y Reyes, 1985). El CTV se est4 enfocando
a la formacién de productos, en el sentido de establecer la biostntesis de estos
compuestos, aislar {as enzimas involucradas como biocatalizadores y finalmente,
manipular y promover la sintesis de productos en este sistema (Stackigt et al.,
1995).

2.2 Metabolitos secundarios de plantas obtenidos
por Cultivo de Tejidos Vegetales

La produccién de metabolitos secundarios por células cultivadas in vitro, es
un Area de interés para la industria. La ventaja que provee este sistema es la
independencia de variables ambientales como son el clima, la geografla y enfer-
medades que pueden disminuir el abastecimiento de la materia prima. Asfmis-
mo, el CTV puede contribuir a la produccién de compuestos naturales mediante
la sintesis de productos de plantas dificiles de crecer y a la bioconversién de pre-
cursores exégenos para Ja formacién de los metabolitos deseados (Taticek et al.,
1991). Esta idea se basa en los fermentadores o cultivos en suspension similares
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a los de microorganismos para la produccién de antibi6ticos, compuestos alifati-
cos, flavonoides, fenélicos, esteroides y alcaloides, entre otros (Lozoya, 1987).

El CTV es una herramienta importante cada vez m4s empleada en diversos
grupos de investigacion para la produccién de metabolitos secundarios y aunque
son varias las plantas que por cultivo de ctlulas esidn produciendo metabolitos
secundarios (Robert, et al. 1991}, son pocos los casos en los cuales se han
obtenido producciones a escala comercial (Mavituna, 1992).

En el CTV, el uso de reguladores de crecimiento es uno de los factores mas
importantes para su inicio, en Ia formacién de callo y en la induccién de es-
tructuras organizadas (6rganos, embriones sométicos). Los reguladores de uso
més frecuente son las auxinas y las citocininas; las primeras intervienen en la
regulacion del crecimiento y desarrollo de la planta, su transporte basipétalo les
corfiere funciones biologicas especificas en procesos tales como son la dominan-
cia apical, la comunicaci6n entre rafz y tallo, la diferenciacién de tejido vascular
y elongacién celular {Leyser, 1997; Macdonald, 1997). Las moléculas de las auxi-
nas son lipofilicas y son capaces de entrar a la membrana celular por difusién
hasta alcanzar niveles suficientes e inducir una respuesta fisiclégica (Sithon y
Perrot-Rechenmann, 1997). A nivel molecular, las auxinas inducen modulacion
de la expresién de genes involucrados en la regulaci6n del metabolismo de la
pared celular y de otros genes y protefnas. Esto se ha detectado por el aumento
de ciertos RNAm en las zonas de elongacion de la planta (Gee et al., 1991). En
el metabolismo secundario, la adicién de auxinas parece inhibir algunos aspec-
tos del metabolismo, generalmente por la disminucién de RNA mensajeros que
codifican enzimas involucradas en la produccitn de ciertos metabolitos secunda-
rios, como el caso de meroterpenoides en Catharanthus roseus (Goddijn et al.,
1992; Ozeki et al., 1990), aspecto que no se habia detectado con la aplicacién
de citocininas.

Las citocininas, a su vez, controlan la expresién de genes a nivel transcrip-
cional y peetranscripcional en la sintesis de proteinas, en el desarrollo de los
cloroplastos y en el metabolismo de log nutrientes, asf como la sintesis de nuevas
protefnas, provocado por los cambios en la abundancia de la actividad de protet-
nas especificas en regpuesta a las citocininas. Esto se infiere por la abundancia de
RNA egpecificos estimulados por estos reguladores de crecimiento (Schmiilling
et al., 1997).

La compleja interaccién de las citocininas y las auxinas en los procesos fisio-
l6gicos y de desarrollo, es establecida mediante la regulacién de la expresion de
genes. Diferentes tipos de interacciones han sido notadas por su influencia, su



CAPITULO 2. ANTECEDENTES 21

modulacién de una ante la presencia de la otra o por su actividad antagénica
€D unos casos o sinergista en otros. Los estudios que se han realizado utilizando
el CTV, estén permitiendo conocer mas detalladamente su comportamiento a
nivel bioqufmico y molecular; sin embargo son pocos los casos en los que estos
conocimientos se han podido aplicar en 1a produccién comercial y esto se debe
a varios factores.

1. El primero y m4s importante es la baja produccién de los metabolitos
secundarios en las células.

2. El costo de produccién puede no ser rentable.

3. Las ctlulas vegetales en cultivo en suspensi6n necesitan menor concen-
tracién de oxigeno que los sistemas bacterianoe (Taticek et al., 1991},
Ademés, la lentitud de crecimiento de las células aumenta significativa-
mente el tiempo que se requiere para la produccién de biomasa (Robert
et al, 1991).

4. La tendencia de las células a formar agregados aumenta las dificultades
en la axigenacitn y asimilacién de nutrimentos.

5. Muchos cultivos acumulan los metabolitoe secundarios en vacuolas, lo que
dificulta la extraccién; este fenémeno provoca la necesidad de generar
continuamente lfneas celulares con las mismas caracterfsticas del cultivo
productor.

6. Muchos cultivos necesitan tener un grado de diferenciacion para poder sin-
tetizar los metabolitos de interés; se sabe que las cthulas indiferenciadas
contienen los genes apropiados para, la sintesis de los metabolitos secunda-
rios, pero sélo se producen cuando tienen un grado de diferenciacién. Un
ejemplo de ello es que si se generan plantas a partir del cultivo de céhulas,
estas plantas son capaces de sintetizar y acumular los productos de interés;
esto es porque las plantas muy frecuentemente acumulan los metabolitos
en tipos especiales de células y 6rganos {Alfermann y Petersen, 1995).

Una alternativa es el uso de cultivos organizados o diferenciados. Otro ejem-
plo es el cultivo de rafces en el cual se controla el desarrollo con la adicién
de hormonas en el medio o a través de la transformacién con Agrobacterium
rhizogenes. Esta bacteria es capaz de infectar una amplia gama de plantas di-
cotiledéneas. El proceso de integracién involucra a una porcibén del plasmido
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de Agrobacterium rhizogenes en el genoma de la planta. Los genes codificados
en la porcion RI-DNA aparentemente regulan, entre otras cosas, el balance de
hormonas end6genas producidas por la célula transformada, dando como resul-
tado la proliferacién y un rapido crecimiento de raices adventicias. También la
porcién Ri-DNA codifica genes que sintetizan azGicar, amino4cidos conjugados
¥ opinas que la bacteria invasora puede utilizar como fuente de carbono. Estos
cultivos son estables y se desarrollan m4s rapidamente que las raices normales;
por ello, su uso en la obtencién de metabolitos secundarios ests aumentando
principalmente en el sector de investigacién biotecnolégica. (Flores et al., 1987;
Taivonen, 1993). ,

A pesar de las dificultades que se tienen en la obtencién de compuestos
por medio de CTV, especificamente por cultivo de células en suspension, son
muchos los avances logrados, ademas de la potencialidad de su uso; en este
contexto, se encontrd que compuestos como la ghikonina producida por Mitsui
Petrochemical Ltd., tiene éxito comercial en Japsn; el sabor natural de 1a vainills
de ESCAgenetics Corp., gingentsidos de Panaz ginseng por Nitto Denko Corp.
o bien el taxol de Phyton Catalytic Inc., que posee actividad contra algunos
tipos de céncer de ovarios, sence y con actividad antimalrica, para el cual
se han obtenido lneas celulares altamente productivas (Fujita y Hara, 1985;
Hirasuna et al., 1996; Monitor, 1991; Nila et al., 1992).

E) CTV ha servido también para realizar estudioa sobre el ciclo celular, estu-
dios fisicl6gices y biogufmicos, obtencidn de metabolitos secundarios, aislamien-
to de mutantes y producién de embriones sométicos (Szabados et al., 1991). En
egte Gltimo punto, extensas investigaciones se han enfocado a la automatizacion
de los procesos de micropropagacitn para el uso comercial de la tecnologfa de
CTV (Kozai et al., 1997).

Actualmente, el 4rea para la obtencion de compuestos con algin uso para
el hombre, recibe un fuerte apoyo. Tanto es asi, que ciertos procesos de obten-
cion de metabolitos secundarios de origen vegetal han comenzado a desplazar
a algunoe de los procesos tradicionales de extraccién, principalmente de sa-
borizantes, colorantes, fragancias y algunos productos farmacéuticos.

En México, se tienen avances prometedores del uso del cultivo de células
en suspengitn de Solanum chrysotrichum para la produccién de una saponina
denominada SC-1. Este compuesto es un antimicético usado para varios tipog
de micosis de piel. Este sistema representa a una de las especies seleccionadas
etnoboténicamente y que ha sido un importante remedio popular aprovechado
por la via de la biotecnologfa vegetal (Villareal et al., 1997).
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En la actualidad, una de las tecnologfas mis usadas a partir del cultivo de
células vegetales, es la biotransformacién de compuestos; sistema que se basa
en la capacidad bioquimica de los cultivos celulares pata transformar in vive
una sustancia en otra. Un amplio rango de reacciones han sido observadas en
este sistema, por ejemplo, la esterificacion, oxidacion, reduceidn, hidroxilacién
y glicosilacién de moléculas. Al respecto, se le ha dado especial interés a la
conversitn de hidroquinona por diferentes sistemas de lineas celulares de Datu-
ra inozia y Catharantus roseus, estos cultivos transforman la hidroquinona en
un B-D-glucésido lamado arbutina. La arbutina es un producto natural que se
genera en hojas de diferentes plantas (Pyrus communis, Bergenia erassifolia) y
los extractos son usados en la medicina moderna y tradicional para tratar in-
fecciones uretrales. Recientemente, estos extractos han despertado gran interés
como aditivos en cosméticos porque son eficientes supresores de la biosintesis de
melanina en la piel humana (Akiu et al., 1988; Stockigt et al., 1995).

Sin duda, la investigacién del metabolismo secundario, sus rutas, asf como
el potencial de! CTV permitiran el descubrimiento de nuevos compuestos, y
nuevas formas de producci6n con altas posibilidades de uso para el hombre,

2.3 Cromenos y benzofuranos de algunas es-
pecies de la familia Asteraceae

Los cromenos (benzopiranos) y los benzofuranos, son metabolitos secundarios
caracterfsticos de algunas de las especies pertenecientes a la familia Asteraceag,
se encuentran frecuentemente en grupos de tribus relacionadas, incluyendo 1a
Astereae, Eupatorieae, Heliantheae, Inulae ¥ Senecioneae (Proksch y Rodriguez,
1983).

Los estudios que se han realizado hasta el momento, establecen que los
cromenog encecalina y desmetilencecalina, s ban detectado en especies como
Helianthells unifiora, Encelia farinosa, Encelia californica y Helianthella
quinguenervis por mencionar algunos ejemplos. En las dos especies del género
Helianthella, los compuestos encontrados en las rafces no difieren quimicamente
(Herz y Kulanthaivel, 1984).

La encecalina y desmetilencecalina, presentan actividad biolégica como re-
pelentes de insectos herbivoros y en algunas especies se ha tratado de establecer
la ruta y lugar de biosintesis, tal es el caso de Ageratina adenophora. Esta es-
pecie pertenece a la misma familia que H. quinquenervis, y en ella se determiné
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la distribucién 6rgano-espectfica de derivados de cromenos ¥ su acumulacién en
relacidn con su ontogenia. En este estudio se encontré que 80% de los cromenos
se acumulaban en el mes6filo de las hojas, 18% en el tallo ¥ 2% en las raices. La
encecalina estuvo presente en plantas viejas, pero la dimetilencecalina domin en
plantas jévenes justo después de la germinacién. Se ha propuesto que la biocon-
version de los compuestos, procede de la desmetoxiencecalina via, hidrexilaci6n,
produciendo la desmetilencecalina, seguida por una metilacién que da origen a
la encecalina. Cuando las plantas jovenes fueron tratadas con una solucisn de
glifosato, conocido como inhibidor de la ruta del &cide shikimico, se encontrd
con més del 50% de la reduccién total de los cromenos. De acuerdo a Proksch
et al. (1986), estos datos indican fuertemente que los cromence derivados de A.
adenophora se originan de una acetofenona, compuesto derivado de la ruta del
Acido shikimico.

Mediante el cultivo de tejidos vegetales, especfficamente por medio del culti-
vo de ctlulas en suspensién de A. adenophora, se determiné que ninguno de los
cromenos y benzofuranos encontrados en Ia planta se sintetizaba en el cultivo
en suspensién. Para la induccién de los compuestos se llevd a cabo la biotrans-
formaci6n por parte del cultivo, agregando desmetoxiencecalina, desmetilence-
calina y encecalina separadamente, y se analizd la respuesta por HPLC. Los
resultados mostraron que con los dos primeros compuestos habia una rapida
biotransformacién a compuestos mis polares, en tanto que al adicionar la en-
cecalina, su concentracion permanecit en un 80% de la concentracién inicial;
con ello, se concluys que las célulag tienen la capacidad bioquimica de sintetizar
compuestos derivados de desmetoxiencecalina y desmetilencecalina, perc no asf
de la encecalina (Proksch et al., 1987).

Otros de los compuestos que se han encontrado en H. guinguenervia son el
écido angélico (Gomez, 1993) y la euparina. El primero se encuentra también
en la especie Anthemis nobilis, cuyos ésteres se ocupan en la industria de la
perfumerfa (Balandrin y Klocke, 1988); el segundo, pertenece al grupo de los
benzofuranos y se e ha encontrado en rafces de Eupatorium connabinum. Al
parecer la fenilalanina y el Acido cindmico son los precursores biogenéticos de
los benzofuranos. A pesar de que mas de 200 cromenos y benzofuranos han
sido aislados, su biosfntesis es todavia en gran parte desconocida {Siebertz et
al., 1989).

De acuerdo con Proksch (1991), el cultivo de células ofrece una alternativa
prictica para investigar el proceso metabdlico relacionado con la biosintesis,
biotransformaci6n e induccién de cromenos y benzofurancs. Baséndonos en la
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plasticidad del CTV, es posible obtener sistemas productores de los compuestos
de interés, o bien conocer qué condiciones se requieren para su sfntesis.

Los estudios m4s recientes que han determinado alguna actividad relaciona-
da con estos compuestos, estn reportados por Castafieds et al. (1996), en un
trabajo en el que se elucidan las moléculas que le confieren a H. quinguenervis
las propiedades fitotéxica, citotéxica y -segiin se ha reportado- fungicida, recono-
cidas de sus rafces, siendo ia encecalina ¥ la desmetilencecalina los compuesgtos
que presentaron mayor actividad fitotéxica y fungicida. Para la desmetilenceca-
lina se report6 un efecto citotéodco moderado en dos lineag celulares de tumores
de seno y colon en humanos. Asimismo, se describe que la encecalina provoca
un efecto herbicida post-emergente en diversas especies de arvenses causando
necrogig, desecacién de partes aéreas, y -al igual que la desmetilencecalina- in-
hibe la sfntesis de ATP, el transporte de electrones basal, e interviene en la
captacién de protones durante la fotosfntesis. El efecto se ha detectado a nivel
del fotosistema I¥, por 1o que su blanco de accitn se estableci6 entre la Pgag y
Qs.

Merril (1989) determin6 que la encecalina y la desmetilencecalina provocan
un efecto negativo sobre el crecimiento radicular de varias especies (Panicum
miliaceum, Echinochloa crusgalli, Medicago sativa y Loliuvm perenne}. Por su
parte, Srivastava y Proksch (1990), detectaron que la encecalina presenta ac-
tividad contra insectos herbfvoros. Estos compuestos le confieren a las plantas
que los producen un mecanismo de defensa natural. Sin embargo, también se
ha encontrado que hay una especie de escarabajo resistente a la accién de la
encecalina, la cual metaboliza y forma otro compuesto menos activo {Kunze et
al., 1996).

Las propiedades descubiertas para algunos de los cromenocs existentes les
confieren potencialidad en la produccién de herbicidas. Las ventajas que éstos
pueden llegar a presentar ante muchos herbicidas comerciales, es que pueden
ser compuestos biodegradables, menos téxicos para otros organismos, presentar
mecanismos de accién especificos y los costos de produccién pueden ser mas
bajos.
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2.4 Elicitores, su papel en la induccién de

metabolitos secundarios en plantas

Las plantas son hospederos de cientos de enfermedades causadas por fitopatoge-
nos como hongos, bacterias, virus, insectos y nem4todos responsables de grandes
pérdidas en los cultivos. Sin embargo, la mayorfa de las plantas reconocen y
resisten algunas invasiones fitopatégenas induciendo una répida respuesta de
defensa (Baker et al., 1997).

El método de reconocimiento de los fitopatogenos por las plantas, involu-
cra la presencia de genes que codifican para receptores que se encuentran en la
membrana plasmética, y que interactdan directa o indirectamente con elicitores
producidoe por los patégenos; algunos de estos genes han sido reconocidos como
Avr. Los eventos moleculares que constituyen la interaccién planta-patégeno,
al parecer, envuelven el mecanismo de receptor-ligando para el reconocimien-
to del patdgeno y la induccién de sefiales de transduccién en la planta que
gula las respuestas de defensa; también estin involucrados la produccién de
agentes antimicrobianos Hamados fitoalexinas, enzimas hidroliticas (quitinasa y
B-glucanasa), barreras estructurales de lignina, compuestos quimicos de defensa
como Hy0; y células con paredes ricas en hidroxiprolina (Dixon y Harrison,
1994; Darnell et al., 1990), asf como una rapida oxidacién intra y extra celular
que constituyen la respuesta hipersensible (Levine et al., 1996).

En €l caso de los elicitores fiingicos, se distingue la produccién de fragmentos
de oligosacaridos de la pared de los hongos (b-glucanos, quitina o quitossn). La
interaccién entre el hongo fitopat6geno y la célula vegetal provoca una serie de
cambios metabolicos en la célula hospedera y una serie de cambios a nivel de
expresién genética. Las sefiales biogufmicas iniciales reconocidas por la célula,
vegetal estin contenidas en las moléculas elicitoras. Estas moléculas elicitoras
pueden ser abi6ticas, metales pesados, por ejemplo, o bidticas, las cuales se
derivan de paredes celulares de hongos fitopatogenoe, o de paredes celulares de
plantas liberadas por las enzimas del hongo invasor (Davis et al., 1993). Res-
puestas tales como la expresién de quitinasa o biosintesis de fitoalexinas pueden
contribuir al lento crecimiento del pat6genc, pero frecuentemente no bloquean
la enfermedad (Maher et al., 1994; Zue et al., 1994). Por eso es importante
distinguir entre elicitores especfficos producidos como resultade de la expresi6n
de genes Avr que confieren una efectiva resigtencia al daiic, y los elicitores no
especificos, tales como fragmentos de paredes que inducen la respuesta de las
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fitoalexinas antes mencionadas (Bent, 1996).

El concepto de fitoalexina fue propuesto por Miiller y Borger en 1941, d4n-
dosele el significado de protector producido por las plantas. El postulado mas
importante de este término es que las fitoalexinas son sybstancias que inhiben el
desarrollo de hongos mediante una respuesta hipersensible del tejido formado,
activado Gnicamente cuando la ctlula hospedera tiene un contacto fntimo con
el parésito (Deverall, 1'972). Esta respuesta hipersensible fue observada como
granulacién del citoplasma y color pardo en la célula hospedera limitando al
parésito en el sitio de invasi6n.

La resistencia de las plantas a los componentes de pared de los hongos, est4
frecuentemente relacionada con el incremento en la actividad de las percxidasas
(Shimoni et al., 1991), actividad que podrfa estar involucrada con un amplio
rango de wxidacion de fenoles, uno de los principales causantes de la aparicién de
lesiones necréticas en as plantas y de una fuerte actividad antimicrobiana {Alam
et al,, 1991). Las peroxidasas, al catalizar la mddacién de diversas sustancias
organicas {ej. componentes del medio nutritivo) a pertxidos que son altamente
toxicos para la célula, incrementan la toxicidad del medio; sin embargo, las
catalasas descomponen esos peréxidos en agua y oxigeno que resultan inocuos
para la actividad celular. De acuerdo con Brenton (1997), la peroxidacién de
las fitoalexinas producidas por la planta para detener a los hongos, puede ser
més fungitéxica que las fitoalexinas por sf mismas. Aunado a este proceso, esti
la entrada de cationes como el Ca2+ a Ia célula. El efecto que eato provoca es
la reduccion de la actividad antiftngica en la defensa de la planta (Broekaert et
al., 1995).

La produccién de compuestos que intentan detener el ataque de fitopat6genos
tiene la potencialidad de ser aplicado en la agricultura para proteger loe cultivos
de las enfermedades. De acuerdo con Paxton (1988}, el uso de elicitores en
la agricultura es muy promisoric ya que las fitoalexinas tienen un importante
papel en la resistencia a enfermedades, tienen actividad antimicrobiana y bajo
peso molecular. Estos compuestos son sintetizados y acumulados en las plantas
después de exponerse a microorganismos y su biosintesis puede ser derivada de
fenoles; las plantas los sintetizan del aminoacido aromatico fenilalanina y €3 un
proceso repetible; lo que le confiere un valor adicional en su uso es que se trata
de un sistema inducible. También la infeccién por microorganismos patégenos
induce la produci6n de una gran variedad de metabolitos secundarios in vitro;
de la misma forma, la adicién de extractos microbianos induce la sintesis de
compuestos como flavonoides, alcaloides y cumarinas de las células cultivadas in
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vitro. Ejemplos de ello son la produccion de escopoletina en Hevea brasiliensis, la
acumulacién de este compuesto est4 directamente relacionada con la resistencia
a dos hongos fitopatogenos (Brenton et al., 1997); asf como la induccién de
furanocumarina en cultivo de células vegetales de Ruta graveolens por medio de
un elicitor, como resultado de la activacién de enzimas de la ruta biosintética
(Bohlmann et al., 1995).



Capitulo 3
Justificacion

H. quinquenervis es una planta de interés para diferentes disciplinas como la
etnoboténica, el cultivo de tejidos vegetales y Ia fitoquimica entre otras, de-
bido a la produccién de algunos metabolitos secundarios con actividad biolégica
comprobada, por la importancia que tiene como planta medicinal en algunas
poblaciones de la Sierra Tarahumara y por sus implicaciones ecol6gicas, ya que
algunos de sus compuestos resultan ser téxicos para otras plantas e insectos.
Esta especie crece en algunas localidades del estado de Chihuahua por lo que
es de suma importancia conocer y proponer una estrategia de aprovechamiento
y conservacién. El hecho de que sean las raices de las plantas la parte més
aprovechada, la hacen susceptible de reducir sus poblaciones. Por otra parte,
la cantidad de encecalina encontrada tanto en raices como en hojas es mayori-
taria dentro de los diferentes compuestos que produce de manera in vivo, siendo
factible obtener suficiente cantidad de ellas. En este caso, la propagacién por
CTV garantizaria la existencia y aprovechamiento de la planta.

Para conocer ia produccién de los metabolitos de interés en el sistema de
cultivo de tejidos, ya sea por cultivo de la planta o el cultive de células en
suspensién, se propone un sistema experimental que nos permita conocer los
compuestos que produce la planta, y aunque es sabido que muchas plantas bajo
este sistema no producen los compuestos de interés, también es cierto que una
vez que se tienen las lineas celulares, es posible seleccionar, mejorar y transfor-
mar dichas células para obtener de ello algtin provecho y producir informacién
Gtil para el conocimiento de la biodiversidad, el conocimiento fitoquimico y et-
noboténico, asi como posibilitar un beneficio para la comunidad regional donde
crece, por medio del aprovechamiento racional del recurso.
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Capitulo 4

Objetivos

4.1 Objetivo general

Detectar la presencia de cromenos {encecalina y desmetilencecalina) en diferen-
tes cultivos in vitro de Helianthella quinquenervis,

4.2 Objetivos particulares
¢ Egtablecer las condiciones 6ptimas de germinacién in vitro y en suelo.
o Inducir cultivos de callo.
» Inducir cultivos de células en suspensi6n.
» Inducir cultivos de ralces in vitro.
¢ Elicitar el cultivo de células en suspensién con Fusarium sp.

¢ Identificar los compuestos producidos en los diferentes sistemas.
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Capitulo 5

Materiales y Métodos

5.1 KEstrategia general

5.1.1 Primera etapa

Se colect6 el material vegetal, que consisti6 en rafces, hojas y semillas, en al-
gunas localidades de la Sierra Tarahumara de Chihuahua. Con este material se
determinaron las condiciones 6ptimas de germinacién in vitre y en suelo. Con
las plantas obtenidas in vitro se disefiaron varios experimentos con los objetivos
de:

1. obtener a partir de hojas y tallo, callo en medios nutritivos y con la adicion
de reguladores de crecimiento,

2. establecer a partir de este callo cultivo de ctlulas en suspension y

3. determinar su cinética de crecimiento.

5.1.2 Segunda etapa

Se utilizaron diferentes técnicas fitoquimicas como la extraccién de compuestos
mediante el 180 de solventes y el uso de cromatografia de capa fina y de gases
acoplada a espectromettia de masas, para detectar en los sistemas in vivo e in
vitro, 1a presencia de los compuestos de interés, principalmente de la encecalina,
desmetilencecalina y euparina.
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5.1.3 Tercera etapa

La tercera etapa fue inducir el crecimiento de rafces en medios nutritivos, asf
como elicitar el cultivo de células en suspension con Fusaréum sp, para posterior-
mente hacerles un andlisis quimico. En el caso de la elicitacion de los cultivos,
ge tratd de inducr 1a sintesis de los compuestos de interés, estresando a la plan-
ta con un homogenizado esterilizado de un hongo patégeno (Saad, 1996). Por
tiltimo, se hizo un ensayo biolégico sobre semillas de Echinochloa crusgalli con
los extractos obtenidos de estos sistemas para determinar su posible actividad
fitotGxica. Esta especie es uno de varios modelos utilizados para determinar
fitotoxicidad, ya que es una planta que puede desarrollarse como maleza en los
cultivos agricolas, adema4s de presentar una respuesta rapida de germinacién (42
horas) y por lo tanto de reaccién ante los compuestos probados.

Con los experimentos anteriormente descritos, se pretende conocer més el
comportamiente fisiolégico de la planta expuesta a condiciones que pueden
generar o inhibir la produccién de algunos de sus metabolitos secundarios.

5.2 Material vegetal

Las semillas de H. quinguenervis se colectaron en el estado de Chihuahua en
dos localidades, en la ladera Noreste del rio San Ignacio Arareco a una altitud
de 2,480 msnm y en la ladera del rfo Terros a una altitud de 2,480 msnm, en el
mes de octubre de 1996. Las plantas herborizadas se encuentran en el Herbario
Nacional de México (MEXU) Robert Bye No. de colecta 19202 y 21306.

5.3 Medios de cultivo

El medio basico utilizado con el material vegetal fue el Murashige-Skoog, MS
(1962).

1. Medios sblidos. Loa medios s6lidos estan constitufdos por el medio MS,
30 g/l de sacarosa, 150 mg/l de 4cido ascérbico y 9 g/l de agar. Estos
medios se sometieron durante su preparacion a una agitacién constante y
tiempos prolongados de calor para disolver el agar.

2. Medios liquidos. Egt4n constituldos por los componentes del MS y 30 g/l
de sacarosa, sin Acido ascorbico. Para el cultivo de células en suspension
se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de medio.
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3. Medio PDA. Este medio se utiliz para inocular en &l al hongo Pusarium sp
y obtener biomasa suficiente para preparar el homogenizado. El medio se
preparé con 100 g de papa cruda en trozos, éstos se enjuagaron varias veces
y 8e esterilizaron en 250 m} de agua destilada durante 15 min en autoclave
a 1.5 kg/cm? de presién. Posteriormente, se hizo un filtrado del extracto
de papa y se le adicionaron 7 g de dextrosa (glucosa refinada del almidén
de mafz) y 8 g de agar. Por dltimo se afors a 506 ml con agua destilada y
se esteriliz6 en autoclave. Se agregaron apraximadamente 25 ml de medio
a cada caja de Petri de 15x10 ml en condiciones estériles, se dej6 solidificar
y al dia siguiente se utiliz6 para inocular un poco de micelio de Fusarium
8p aislado de la especie Pigueria trinervia (Cav) (Saad, 1996), especie que
crece en un habitat parecido al de H. quingquenervis y que pertenece a la
misma familia.

En 106 casos 1 y 2, los medios se aforaron al volumen de medio deseado, se
ajusté el pH a 5.7 con NaOH 0.5 y 0.1 N y con HC! 0.5 N. Para los tratamientos
con medio sélido, los frascos de cultivo de 150 ml contuvieron 25 ml de medio
nutritivo. Todos los medios y diversos materiales esterilizados se sometieron a
1.5 kg/cm? de presion, 120° C durante 15 min (el suelo se esterilizé 20 min).

5.4 Germinacion

Las variables que se consideraron para estandarizar la germinacion de las semi-
llas fueron:

Escarificacién: semillas escarificadas, la escarificacién consistié en la elimi-
nacién de la cubierta seminal de cada semilla y semillas sin escarificar,
ambas sembradas en germinadores con algodén (frascos de 150 ml conte-
niendo algodén humedecido con 40 ml de agua destilada esterilizada). A
partir de este experimento, todas las semillas utilizadas fueron escarifica-
das.

Exposicién a Ia luz: semillas expuestas a fotoperiodo de 16 h luz y semillas
expuestas a oscuridad, en germinadores con algodén.

Sustrado utilizado: semillas en germinadores con 30 ml de MS liquido, semi-
llas en MS sélido y en suelo.
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5.4.1 Desinfestacion de las semillas

Para la germinacién in vitro, las semillas se desinfestaron superficialmente de
la siguiente manera: se lavaron con detergente comercial durante 5 min y se
enjuagaron en agua corriente, se agitaron en etanol al 70% durante 1 min y
posteriormente en hipoclorito de sodio al 2.4% durante 30 min. Las semillas ge
enjuagaron con agua destilada esterilizada en condiciones asépticas y la siembra
se hizo en una campana de flujo laminar. Se sembraron 5 semillag por frasco
con 6 repeticiones y la respuesta se evalu6 considerando germinadas las semillas
cuando el hipocttilo habfa emergido.

5.4.2 Condiciones ambientales

Las condiciones ambientales para las semillas fueron: fotoperiodo largo de 16 h
luz, 8 de obscuridad y luminancia de 1,600 lux a 27° C.

5.4.3 Siembra en suelo

Para la giembra en suelo, éste se esteriliz6 en autoclave durante 20 min a 120°
C y 1.5 kg/cm? de presibn. Una vez que se enfri6 el suelo, las semillas se
desinfestaron como se describi6 anteriormente y se colocaron 20 semillas por
surco con cinco repeticiones para cada una de las doa variables, escarificadas y
sin escarificar. Los germinadores permanecieron en condiciones de invernadero
¥ se cuantific la respuesta cada tercer dfa. Las plantas que se germinaron en
el suelo, fueron transferidas posteriormente a bolsas de plastico con capacidad
para 3 kg de suelo y se dejaron desarrollar en el invernadero.

5.5 Eliminacién de la contaminacién bacteriana

Debido a la alta frecuencia de contaminacién detectada durante la germinacion
y el desarrollo de ias plintulas, se procedié a hacer una evaluaci6n del tipo de
contaminante y las condiciones en que éste se present6 en los cultivos. Para
ello, se tomaron muestras de semillas contaminadas y se hizo un monocultivo.
De éste, se hicieron preparaciones en lAminas y se observaron al microscopio.
El contaminante principat result6 ser un cultivo de bacterias, por lo que se
utilizaron dos tipos de antibiSticos, gentamicina y carbencilina en una concen-
tracién de 50 mg/l, que fueron adicionados por filtracién al medio previamente
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esterilizado y se evalut su eficacia en dos colectas diferentes de semillas. Se rea-
lizaron también pruebas de hipersensibilidad con la inoculacién de la bacteria
en rodajas de papa y hojas de tabaco, en medio PDA y en MS. Estas prue
bas se hicieron en el Colegic d¢ Postgraduados de Chapingo, en el Instituto de
Fitosanidad.

5.6 Induccién de callo

La inducci6n en callo se llev6 a cabo en medio MS s6lido. Explantes de secciones
de tallo de 1.5 cm? (con entrenudo) y secciones de hojas inmaduras de 1.5
cm? se disectaron de plantas procedentes de semillas germinadas in vitre de
dos meses de desarrollo. Los explantes fueron sembrados en MS con distintas
combinaciones de BAP, ANA, 2,4-D y K.

Por cada tratamiento se colocaron 4 explantes con 10 repeticiones. La res-
puesta se cuantific 30 dfas después de la siembra, por nfimero de explantes que
desarrcllaron callio y biomasa (peso fresco) en ambos explantes.

5.7 Cultivo de células en suspension

5.7.1 Establecimiento

Para inducir el cultivo de células en suspensién se tomaron aproximadamente 2
g de callo inducido en medio MS sélido y se colocaron en matraces Erlenmeyer
de 250 m), con 50 ml de medioc MS liquido. A partir de varias combinaciones
de reguladores de crecimiento (ver resultados), se seleccionaron los de 1 mg/]
de BAF y 0.1 mg/l de 2,4-D. Estos cultivos liquidos primero se subcultivaron
cada 25 dias durante 4 meses y posteriormente se transfirieron a un medic
denominado B3 (1 mg/l de BAP y 1 mg/l de ANA).

Una vez inducido el cultivo de células en suspensi6n, se mantuvo sin cambios
en cuanto a la forma de las células y coloracion del medio, los subcultivos se rea-
lizaron cada 15 dfas. En cada subcultivo, las células se filtraron con una malla
metélica de 104 pym. Loe matraces se mantuvieron en una plataforma de agita-
cién orbital a 100 rpm, primero con fotoperiodo de 16 h luz y posteriormente se
transladaron a penumbra para evitar su oxidacion.

Una segunda linea celular se indujo a partir de callo cultivado en medic MS
con 1 mg/l de ANA. Este tratamiento fue elegido de experimentos previos con



CAPITULO 5. MATERIALES Y METODOS 36

este regulador, en concentraciones de 0.1 a 0.5 ug/1 y posteriormente se duplico
la concentracién.

5.7.2 Efecto de la sacarosa sobre la turgencia celular.

Para determinar el posible efecto de la agitacion de los cultivos y de la sacarosa
sobre la turgencia de las células, se ensayaron las concentraciones de 20 g/l
y 30 g/l Se realizaron observaciones en el microscopio estereoscopico para
determinar la apariencia {turgencia) celular.

5.7.3 Cinética de crecimiento

Para determinar la velocidad del crecimiento del cultivo de ctlulas, se pesaron
4 g de células del medic B3 previamente filtradas y se colocaron en matraces
Erlenmeyer conteniendo 50 ml del mismo medio. Los 30 matraces se colocaron
en un agitador orbital y se tomaron tres matraces por cada punto de la curva.
Las muestras se tomaron diariamente los primeros cinco dfas para detectar la
presencia de una fase “lag” y posteriormente cada 5 dfas. De cada muestra se
cuatificé el paquete celular, el contenido de protefna, peso fresco y peso seco.
Para medir el paquete celular, el volumen de cada matraz se transfirié a tubos de
pléstico graduados con capacidad de 50 m! y se centrifugaron en una centrifuga
de columpio Beckman TJ-6, a 4,000 rpm durante 15 min, posteriormente se
registr6 el volumen ocupado por las células; para el peso fresco, la biomasa
centrifugada se pesd y este mismo material se utilizé para determinar el peso
seco, para lo cual se colocaron las muestras en cajas de Petri y éstas en una
estufa a 50° C durante una semana. Se sac6 la media de los tres datos tomados
por cada punto y se hizo la curva de crecimiento. La cuantificacién de protelnag
se realizé mediante la técnica de Lowry aplicada a 100u]l de muestra, tomada
de una solucién de 0.5 g de células del cultivo en suspensién en 5 ml de agua
destilada. Se hizo una curva de calibracién con albiimina.

5.7.4 Elicitacién del cultivo en suspensién

Una vez que se cont6 con micelio suficiente en las cajas de Petri, se tomé 1 cm
2 de! mismo para propagar el micelio a un volumen mayor, por lo que se sembr6
en matraces de 25¢ ml con 50 m! de medio PDA liquido y se mantuvo a 100
rpm. Debido a la consistencia del micelio, se homogeniz6 en una licuadora y se
agregaron 5 ml de éste, en cada uno de los 10 tubos de ensayo utilizados para
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facilitar su aplicacién a los matraces, y se esterilizaron en autoclave. Se utilizé
un tubo con el homogenizado del hongo por matraz con el cultivo de células
en suspensién, se hicieron 6 repeticiones. La evaluacién de elicitacion se hizo
durante las primeras 36 horas a partir de la adicién del hongo.

Para la elicitacién del ﬁﬂtivo, se agregaron 5 ml del homogenizado de Fu-
sarium sp, a matraces con 50 ml de cultivo de células en suspensitn y se dejo
en estas condiciones durante 36 h. Transcurrido ese tiempo, las ctlulas se Bepa-
raron del medio por filtraci6n y se hizo una extraccién con cloroformo tanto de
las células elicitadas como del medic de caltivo.

5.8 Induccién de raices

5.8.1 Cultivo de raices obtenidas de plantas in vitro

Se disectaron las rafces desarrolladas en plantas germinadas in vitro de dos meses
de edad, se enjuagaron sobre una malla met4lica con agua destilada esterilizada
para eliminar residuos de agar y se colocaron en matraces Erlenmeyer con 50 ml
de medio MS liquide. Las auxinas utilizadas en los medios fueron 24-D, IBA
y £NA en concentracion de 0.25 mg/l. Se inocularon cinco matraces por cada
concenttacion y se evalué la respuesta a los 30 dias de cultivo.

5.8.2 Cultivo de rafces a partir de tallo y hoja

La formacion de rafces se indujo a partir de explantes de hoja y tallo de plantas
in vilro con la finalidad de comprobar la necesidad de la diferenciacién del
tejido para la sintesis de los metabolitos de interés. Los explantes se colocaron
en medio MS adicionado con 1 mg/]l de ANA; 4 explantes por frasco con 10
repeticiones. Una vez que hubo formacién de raices, se sacaron del medio para
su extracci6n.

5.9 Analisis fitoquimicos

Se hicieron extractos de las semillas colectadas, de hojas y rafces (tejido dife-
renciado) de plantas desarrolladas in vitro de dos meses de edad y de plantas
colectadas en el campo, de callo de consistencia friable de distintos tratamien-
tos, del culivo de raices in vitro, del cultivo de células en suspensién (tejido
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indiferenciado}, y finalmente del cultivo en suspensién elicitado. En estos dos
ltimos cultivos, se hizo una extraccion de los medios liquidos.

Lag extracciones se hicieron con el material vegetal fresco empleando clo-
roformo como disolvente de extraccion. Los extractos se filtraron y concen-
traron en un evaporador, para posteriormente detectar la presencia de los consti-
tuyentes mayoritarios obtenidos previamente de las rafces de H. quinquenervis.
La deteccién de estos metabolitos secundarios se realizé por CCF, mediante 1a
coelucién de los extractos obtenidos, con muestras auténticas de la encecalina,
desmetilencecalina y euparina. Para ello, se emplearon placas de vidrio recubier-
tas con sflica gel y como sistema de elucitn, una mezcla de benceno-cloroformo
en relacién 9:1. Posteriormente, se procedié a visualizar las placa con luz UV
(onda corta 254 nm y onda larga 365 nm). Como agente cromégeno se empled
una solucion reactivo de sulfato cérico.

Para determinar la presencia de los compuestos de interés y cuantificarlos, se
realizé el anélisis por medio de cromatografia de gases acoplado a espectrometria
de masas para algunas de las muestras.

Los anilisis mediante cromatografia de gases acoplado a espectrometria de
masas (CG-EM), se realizaron en un cromatbgrafo de gases HP acoplado a un
espectro de masas modelo Jeol JMS-SX 102 A, mediante la inyeccion de 0.1 pl de
cada una de las muestras de prueba, en una columna capilar PAS-1701-Tested
Silicone HPS. Se utiliz6 helio como gas acarreador a una presi6n manométrica de
0.4kg/em? y con un flujo de 1 mi/min. La temperatura del inyector se mantuvo
en 280°C, la temperatura inicial de la columna fue de 150°C y se programé para
alcanzar una temperatura de 260°C con un calentamiento gradual de 10°C/min.

Para los registros de los espectros de masas para el impacto electrénico,
se utiliz6 como condicién experimental un voltaje de 70 V. Cada uno de los
espectros se registr6 con un barrido de 50 a 800 unidades de masa/carga (m/z)
por segundo.

Los anilisis de CG-EM se realizaron en la Unidad de Servicios en Apoyo a
la Investigacién (USAI) de la Facultad de Quimica, UNAM.

En el caso del compuesta de color amarillo producido en el cultivo de células
en suspensién, se realizaron analigis de cromatografia de gases acoplado a es-
pectrometria de masa, IR (infrarojo), y RMN-'H (resonancia magnética nuclear
protonica).
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5.10 Pruebas biolégicas

La actividad fitotdxica de los extractos obtenidos se determiné midiendo el efecto
de los mismos sobre el crecimiento radicular de las semillas de Echinochkloa
crusgalli, de acuerdo con la siguiente metodologfa (Anaya et al., 1990).

Los extractos obtenidos de los sistemas in vitro se disolvieron en cloroforme
para preparar disoluciones finales de 5, 50 y 500 ug/ml. En cajas de Petri de
10x100 mm, se colocaron discos de papel filtro, a los que se adicionaron 2 m}
- de cada una de estas disoluciones y el disolvente se elimin6 por evaporacién.
Posteriormente, se adicionaron 3 m! de agua destilada sobre loe discos de papel
¥ ge colocaron 10 semillas de Echinochloa crusgelli. Las cajas se sellaron con
parafilm y se colocaron en una estufa a 30°C en la obscuridad. Transcurridas 48
h se cuantifich el porcentaje de germinacién y el crecimiento radicular. Se usaron
como controles negativos agua y cloroformo y 2,4-D como control positivo a una
concentracién de 5 pg/ml.

Se hicieron tres repeticiones por tratamiento; los resultados se analizaron
mediante la prueba de ANOVA (p>0.05) v de Tukey para determinar diferencia
significativa de los extractos utilizados en su caracter de inhibidores del credi-
miento de rafz.

5.11 Estrategia general

La figura 5.1 ilustra, a manera de resumen, la metodologia general utilizada a
lo largo de toda la experimentaci6n.
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Figura 5.1: Metodologia general.



Capitulo 6

Resultados y Discusién

6.1 Germinacion

Los resulados de las diferentes variables evaluadas para optimizar la germi-
nacién, se muestran en la grafica 6.1.

100 [

-

sin el oo el

Figura 6.1: Germinaci6n de Helianthells quinguenervis (Hook.) A. Gray a los
25 dfas de siembra.

Escarificacién: en germinadores de algodén, las semillas que fueron escarifica-

41
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das mostraron una tasa de germinacién de 100%, mientras que las semillas
que mantuvieron la cubierta seminal mostraron tan solo un 13.3%, lo que
corresponde a una proporcién de 4/30. A partir de estos resultados las
semillas utilizadas en los siguientes experimentos fueron escarificadas.

Exposicién a la luz: en condiciones de obscuridad se obtuvo 90% de germi-
naci6n; en este caso, las plantas crecieron etioladas, lo cual fue reversible
cuando fueron colocadas en un lugar con iluminacién. Las semillas ex-
Puestas a fotoperiodo de 16 h luz y 8 h obscuridad tuvieron una respuesta
de germinacién de 96%. En ambos casos las semillas tuvieron el mismo
tipo de sustrato (germinadores con algndén) y la germinacién presentd
porcentajes altos.

Sustrato utilizado: en germinadores con MS liquido el porcentaje de germi-
naci6n fue de 97% con una proporcién de 29/30. En el caso de MS solido,
la proporcién fue de 24/30, lo que corresponde al 80%. En suelo, las se-
millas sin escarificar presentaron tan solo un 38% de germinaci6n a los 25
dfas de evaluacién. Las semillas escarificadas bajo las mismas condiciones
presentaron 77% de germinacién (77/100).

Resultados similares a los del presente estudio son reportados por Smith y co-
laboradores (1997). Las semillas de pecana que ellos utilizaron, no fueron escari-
ficadas y observaron que éstas germinaron lentamente, al removerse la cubierta
seminal se redujeron los tiempoe de germinacién y se logré de manera uniforme.

En nuestro caso, la diferencia que presentaron los tratamientos con testa y sin
testa, pueden deberse a la presencia de la cubierta seminal, pues aunque ésta es
permeable al agua y gases, retarda la germinacién por restricciones mecénicas
que impiden la elongacién radicular de la plantula en desarrollo. En el caso
de las semillas con testa germinadas en suelo y en MS s6lido, la diferencia es
notoria, ya que en el segundo caso no alcanza un 15 % de germinacién, lo que
consideramos como una baja respuesta dados los resultados de 100% en el caso
de las semillas sin testa en MS s6lido.

6.2 Evaluacién y eliminacién de la contaminacion

en las semillas de H. quinquenervis

De acuerdo con Leifert y Waites (1990), la contaminacién por microorganismos
se considera como una de las causas mas importantes de pérdida de plantas
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durante el cultivo in vitro. La manera en que pueden permanecer los patdgenos,
principaimente bacterias, es en un estado latente o end6geno; en éste estado no
presentan un desarrollo visible en la planta o en el medio de propagacion, pero
una vez adaptadas a las condiciones, pueden inducir la muerte de las plantas,
esto se debe a que los medios nutritivos utilizados permiten que las bacterias
se desarrollen m4s répidamente que en el suelo y de ésta manera afectan a la
planta. Los contaminantes bacterianos suelen establecerse en la rizésfera o en
1as superficies aéreas de la planta, aspecto que se detectd en las plantulas de H.
gquinguencruis.

Por la forma tan localizada en que se presenté la contaminacién bacteria-
na sobre cada una de las semillas, se determin6 que se trata de una bacteria
sistémica debido a que la desinfestacién superficial no funcioné en su totalidad
y el crecimiento de la bacteria apareci6 en cada semilla contaminada una vez
que la plantula comenz6 a emerger, siendo menor la proporcién en las semillas
que no habfan germinado (tabla 6.1), ademas de que después de su contacto con

Tabla 6.1: Porcentaje de semillas contaminadas en dos colectas durante los
meses de octubre de 1995 y 1996.

1* colects 2* colecta

No. de semillas % No. de semillas %
Total semitlas 288 100 160 100
Total germinadas 233 80.9 127 0.4
Germinadas contaminadas 102 43.7 9 T.08
Germinadas 1in contaminar 13t 56.2 118 92.9
Sin germinar contaminadas 9 3.12 0 0
Sin germinar no contaminadas 55 10.09 33 20.6

€l medio, la bacteria tarda unos dias en adaptarse y comenzar su desarrollo.

Loa resultados de las pruebas de hipersensibilidad, muestran que el cultivo
que se presentd colonizando el medio y las plantas ¢én vitre {que presentan una
coloracién rojiza), no son fitopatdgenas ya que no causarcn pudricitn en rodajas
de papa y en hojas de tabaco. Esto resultados permiten sugerir que se trata de
un contaminante sapréfito. Considerando que el cultivo bacteriano mostrd una
reaccitn de tincién Gram negativo y un metabolismo exidative de la glucosa, se
procedib a emplear los antibi6ticos adecuados para su eliminacién.

De acuerdo con Young y Col. (1984) se conocen cuatro grupos de antibibticos
que se utilizan como bactericidas: los aminogluc6sidos (gentamicina, estrep-
tomicina), quinonas (tetraciclina, mitomicina), lactonas (eritromocina) y los
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péptidos {polimicina}. La accién de los aminogluctsidos es unirse a la subunidad
30S del ribosoma de la bacteria e inhibir la sintesis de protefnas, pero a altas
concentraciones pueden ser fitotOxicas, por lo que su uso debe ger probado, o
bien debe tratarse con combinaciones de antibi6ticos.

Las pruebas que se hicieron utilizando gentamicina 25 mg/1 y 50 mg/1 no
disminuyeron la contaminacion de manera efectiva. En tanto que para el caso de
la carbencilina, perteneciente al grupo de los #-lactamos, a una concentracién de
50 mg/1 se obtuvo un incremento del 49 % de semillas sin contaminar. Este com-
puesto inhibe la sfutesis de la pared celular de las bacterias y la concentracién
utilizada fue satisfactoria.

6.3 Induccién de callo

Los 6rganoas de las plantas, cuando experimentan algln tipo de ataque, respon-
den de manera natural con la formacién de un tejido amorfo conocido como
callo. En el caso de un cultivo de tejidos, la formacién de callo se induce en los
explantes con ia adicién de auxinas en un medic nutritivo y bajo condiciones
ambientales controladas. Para la formacion de callo en H. quinguenervis se pro-
baron dos explantes, hoja y tallo, con aproximadamente 40 combinaciones de
3 auxinas y 2 citocininas. Los mejores regultados se obtuvieron con medio MS
con 1.0 mg/l de BAP mi4s 0.1 mg/l de 2,4-D (tabla 6.2), asf como en presencia

Tabla 6.2: Induccién de callo a partir de explante de tallo de H. quinquenervis
utilizando medio MS adicionado con BAP y 2,4-D, evaluados a los 30 dias.

Regulador Callo Brotes Sin Caracteristicas
de crecimiento respuesta
BAP 2,4-D Proporcién % Proporcién | % | Proporcion. %
(mg/1) | (mg/1)
0.0 0.0 14/40 35 18/4D 10/40 25 callo verde, escaso,
con poco crecimiento
1.0 0.1 38/40 o5 0/40 2/40 5 | calla friable, abundany
sin oxidacién
1.0 0.5 35/40 87.5 0/40 5/40 12.5 callo color blanco
friable
1.0 Lo 40/40 100 0/40 0/40 '] calio color
café claro, friable

de MS més 1.0 mg/l de ANA (figura 6.2).
Los diversos experimentos que se han realizado y la respuesta atribuida a las
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Figura 6.2: Callo desarrollado en MS mas 1.0 mg/ide BAP y 0.1 mg/t de 2,4-D.

auxinas, sugieren fuertemente que éstas son el regulador central del desarrollo
¥y crecimiento en las plantas; la adicién ex6gera genera cambios correlacionados
con los niveles del regulador y la sensibilidad del tejido (Leyser, 1997).

Aungue en todos los tratamientos se generé callo, la ausencia de consistencia
friable fue un parametro para descartar muchos de los tratamientos asf como la
presencia de oxidacion del tejido (tablas , 6.3, 6.4 y 6.5). La eleccion de 1 mg/1
de ANA para la inducci6n de callo, resulté de 5 experimentos con secciones de
hoja con concentraciones de 0.1 a 0.5 mg/l, al aumentar la concentracion a 1
mg/] se obtuvo callo y una segunda respuesta que fue la formacién de raices
cerca del peciolo o la zona de corte, con AIA no hubo ningtin tipo de respuesta
pues todos los explantes presentaron clorosis y muerte (no se presentan datos).

Los dos tratamientos elegidos en los cuales se utilizaron los reguladores de
crecimiento ANA y BAP, originaron callo y posteriormente el cultivo en suspen-
8ion. Esta respuesta es importante pues la generacién de callo y posteriormente
un cultivo en suspension no es facilmente inducible, ademés de que los cultivos en
suspension se pueden manipular de manera aniloga a los procesos tradicionales
de fermentacién con microorganismos, aunque se pueden presentar problemas
particulares al cultive de células vegetales (Taticek et al.,1991). Este sistema
permite una fAcil manipulacion de condiciones y la cuantificacién de la biomasa,
producida. Uno de los beneficios del cultivo en suspensién es 1a posibilidad
de produccién de cientos de plantas a partir de las células individualizadas,
ademé4s de la produccidn de compuestos que pueden ser excretados al medio o
permanecer en sitios especfficos en la célula {(Wink, 1987).

La misma combinacién de BAP (1 mg/l), con altas concentraciones de 2,4~
D, mostré resultados positivos de formacion de callo, pero algunos tratamientos
presentaron contaminacion bacteriana (tabla 6.3). La adicion de reguladores de
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crecimiento en estos medios, inhibi6 la organogénesis.

Tabla 6.3: Inducci6n de callo a partir de explante de tallo con concentraciones
altas de auxina (2,4-D) evaluado a los 30 dias.

Regulador de Calto No. axplantes Caracteristicas
crecimiento. (mg/1) | Proporcion. % contaminados
BAF 2,4-D
1.0 1.0 24/25 '] 1} friable, café claro,
0.2 & 0.5 cm?
1.0 1.5 24/25 96 0 friable, café claro,
0.5 a 1.0 cm®
1.0 2.0 25/25 100 15 friabla, poco oxidads,
0.2 0.5 cm?
1.0 3.0 25/35 100 18 cafe claro, 0.5 cm?

Al aumentar las concentraciones de ANA en los medios MS con 1 mg/1 de
BAP, con explante de hoja, el crecimiento del callo fue superior al generado
utilizando otros 6rgancs como explantes (tabla 6.4).

Tabla 6.4: Induccién de callo a partir de explante de hoja con concentraciones
altas de auxina (ANA), evaluado a los 30 dias.

Regulador de Callo No. explantes Caracteristicas
crecimiento. (mg/1} | Proporcisn. % | contaminados
BAFP ANA
L0 1.0 25/25 100 18 friable, ligeramente
oxidado,1.5 & 2.0 cm?
1.0 1.5 25/25 100 0 friable, de blanco a café
claro, 0.5 a 1.5 cm?
1.0 2.0 24/25 Y [ friable, verde claro a
café claro,1.0 a 2.5 cm?
1.0 3.0 25/25 100 0 frisble, café claro,
0.5 & 1.0 ¢cm?

Para establecer los mejores tratamientos inductores de callo friable, se cuan-
tifios por peso fresco la producci6n de biomasa con los explantes utilizados. Los
resultados obtenidos con 1 mg/l de BAP mas 2 mg/l de ANA y 1 mg/l de
BAP mas (.1 mg/l de 2,4-D se muestran en la tabla 6.5. Como se desprende
de los mismos, existe una diferencia apreciable en la produccién de biomasa en
relacién con el explante. En el caso del tallo se obtuvo un peso promedio de
0.200 mg/explante con 1 mg/l de BAP y 2 mg/t de ANA, mientras que con
medio MS con 1 mg/l de BAP mas 0.1 mg/l de 2,4-D, el promedio de peso
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fresco fue de 0.216 mg/explante. Con explante de hoja, €l peso promedio para
1 mg/l de BAP y 2 mg/l de ANA fue de 0.318 mg/explante, mientras que con
medio MS con 1 mg/l de BAP mas 0.1 mg/! de 2,4-D, ¢l promedio de peso fresco
fue de 0.273 mg/explante. Para ambos tipos de explante, el 2,4-D resultd ser
m4s efectivo en la produccién de biomasa considerando que su concentracién fue
menor que en los tratamientos con ANA, posiblemente esta respuesta se deba
en parte a la sensibilidad de las células de las hojas para desarrollar callo, en
comparacién con Ias secciones de tallo que contienen células lignificadas y mas
especializadas que las hojas.

Tabla 6.5: Inducci6n de callo a partir de explantes de hoja y tallo en medioc MS
con dos combinaciones de reguladores de crecimiento.

Tratamiento BAP (1 mg/l} + | BAP (1 mg/l} + | BAP {1 mg/1} + | BAP (1 mg/1) +
ANA (2mg/t} | 24-D (01 mgfl) | ANA (2mg/1) | 2,4D (0.1 mg/l)
Explante Tallo B Hola
Proporcién 21/36 24/40 $7/40 36/40
Y biomass (g) 4.21 5.198 1 9.85
Peso promedio 0.200 0.218 0.318 0.273
{mg/explante)

6.4 Cultivo en suspension

6.4.1 Establecimiento

El cultivo de ctlulas en suspensi6n se logr6 obtener de callo generado a partir de
secciones de hoja en medio MS s6lido, con 1 mg/l de BAP y 0.1 mg/1 de 2,4-D.
Después de 6 meses de subcultivar el cultivo celular generado, se transfirié a un
medio MS con 1 mg/1 de BAP y 1 mg/l de ANA, en penumbra donde el callo
habia sido friable y con muy poca axidacién (tabla 6.4). En este tratamiento las
células comenzaron a presentar una fase de divisién mas acelerada, lo cual hizo
posible concentrar suficiente biomasa para establecer la cinética de crecimiento.
El in6culo para cada matraz fue de 4 g y se obtuvo como maximo 22.3 g de
biomasa fresca/matraz a los 15 dfas de iniciado el cultivo.

Los ctimulos celulares ya en suspensi6n se disgregaron facilmente en el medio,
y a través de observaciones con el microscopio se comprobé la turgencia de las
mismas, as{ como la presencia de células redondeadas (figura 6.3} formando
cadenas, pero la individualidad celular fue predominante en el medio.
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Figura 6.3: Agregacién de células en cultivo en suspensi6n.

El segundo cultivo en suspensitn, se logro establecer con medio MS adiciona-
do con 1 mg/1 de ANA. Este present6 color verde claro y grandes conglomerados
de células. Esta linea celular presenta poca disgregacién celular, ademas de un
crecimiento lento, por lo que no se realizé su cinética de crecimiento.

6.4.2 Efecto de la sacarosa sobre la turgencia celular

Para determinar el efecto de la sacarosa sobre la turgencia y crecimiento celular,
se ensayaron concentraciones de 20 g/l y 30 g/1. La eleccién de 30 g/] se tomb
considerando la forma de las células observadas al microscopio (figura 6.4) y
de manera cualitativa, la densidad celular lo cual le di6 al cultivo una mayor
turbidez que cuando se utilizaron 20 g/! de sacarosa.

Figura 6.4: Celula turgente del cultivo en suspension con 30 g/l de sacarosa.

E! motivo por el cual se modificé la concentracion de la fuente de carbono es
por ¢l efecto que ésta puede tener scbre la turgencia celular y sobre la producién
de los metabolitos secundarios; se ha observade que las fuentes de carbono que
son eficientemente utilizadas por los sistemas microbianos para el crecimiento

ejercen un efecto negativo sobre la sfntesis de los metabolitos (Santana et al.,
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1994).

En este ensayo, observamos que no era el efecto de la concentracién de saca-
roea utilizada lo que estaba provocando la lisis celular, la velocidad de agitacién
estaba provocando este fendmeno por lo que se regulé y se descartt el cambio
de concentracién de sacarosa manteniéndose a 30 g/1 de medio.

6.4.3 Cinética de crecimiento

Las muestras tomadas los primeros cinco dias de la cinética de crecimiento
permitieron obgervar que no hay fase “lag” que muestre un periodo de adaptacién
de las ctlulas aj medio de cultivo.

El crecimiento del cultivo se evalu6 por paquete celular (figura 6.5), peso
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Figura 6.5: Cinética de crecimiento por paquete celular.

freaco (figura 6.6), peso seco (figura 6.7) y contenido de protefna (figura 6.8). Se
observo claramente el comportamiento del crecimiento del cultivo, presentando
desde el dfa 2 un crecimiento de tipo exponencial, llegando en el caso de la
figura 6.7, la fase de desaceleracion en el dfa 10 y estacionaria a partir del dia
15. La biomasa producida por peso fresco alcanzé su maximo con 22.5 g/matraz
a loa 20 dias, lo que puede estar relacionado con la cantidad de indeulo, que fue
de 4 g por matraz y por la asimilacién de los nutrientes, Después del dia 20,
el cultivo de células en suspensién presenté cxidacién y saturacién del cultivo.
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Figura 6.8: Cinética de crecimiento por contenido de protefna.

En la figura 6.8 se muestra que hay producci6n de proteinas totales de manera
constante hasta e dia 15.

De las diferentes formas utilizadas para cuantificar 1a cinética de crecimiento
del cultivo en suspensitn, el peso seco es el que presenta de una manera més
clara el comportamiento del cultivo, ya que la variacién del peso de la biomasa
debida a la presencia de agua es minima, aspecto que se comparte en menor
con grado con el peso fresco y con la cuantificacién de protefna. En este caso,
observamos que cuando se registra una desaceleracién en el crecimiento del
cultivo, el contenido de proteina se mantiente constante, esto nos indica que
ests habiendo sintesis de protefnas que no estan involucradas en el crecimiento
celular .

6.5 Induccidon de raices

6.5.1 Cultivo de raices obtenidas a partir de plantas in
vitro

Con base en la presencia de encecalina en la rafz de Ia planta madura (Gémez,
1993), se realizé un ensayo en el cual se propagaron raices extraidas de plantas
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desarrclladas in vitro en medio MS liquido con tres diferentes auxinas.
En el caso de la induccion de rafces de H. quinguenervis (tabla 6.6), las con-

Tabla 6.6: Induccién de rafz en tres combinaciones de auxinas.

Regulador de crecrecimiento | Proporcién Caracteristicas
{0.25 mg/1) {matraz) de crecimiento
control o/5 No hubo crecimiento de rafs
IBA 2/5 Se observd escasa elongaci6én
de los dpices radiculares
ANA 3/5 Hubo formacién de callo
& lo largo de 1a rais,
ligeramente friable
2,4-D 2/5 Se observt desatrollo de
callo y posteriormente
cultivo en suspensitn.

centraciones de auxinag utilizadas no generaron resultados satisfactorios. Cuan-
do se duplict la concentracién de los reguladores de crecimiento a 0.5 mg/l,
tampoco se obtuvo crecimiento de las rafces. Sin embargo, hubo formacién de
calle a lo largo de éstas.

En algunas especies se ha obtenido exitosamente el cultivo de rafces para
la produceén de algunos metabolitos secundarios de interés, como en Nicotiana
tabacum {Gyulai et al., 1995) y vincamina derivada de rafces pilosas transfor-
madas con Agrobacterium rhizogenes (Tanaka et al., 1995).

La produccién de callo se presentt en los tres explantes utilizados, tallo, hoja
y rafz. Por lo tanto, éste resultd con potencial para inducir cultivo de células
en suspension.

6.5.2 Cultivo de raices obtenidas a partir de tallo y hoja

Las raices originadas a partir de tallo y hoja se formaron de manera directa en el
explante (figura 6.9) y en algunos casos via indirecta, a partir de callo generado
sobre el explante. La proporcién de formacién de rafz registrada utilizando
como explante secciones de hoja fue de 24/160, lo que corresponde a un 15%.
En el caso de la rafz formada a partir de secciones de tallo, la proporcién fue
mayor con 63/156, siendo un 40.38%. Los resultados obtenidos con los tallos,
pueden deberse a la presencia de meristemos laterales que se encuentran en los
entrenudos de los tallog ¥ que respondieron con la formacién de rafces arte el
estimulo hormonal externo.
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Figura 6.9: Raices inducidas a partir de secciones de ho ja.

6.6 Cultivo de células en suspensién elicitado

El cultivo de células en suspension de H. quinguenervis elicitado con un homoge-
nizado de Fusarium sp, present6 oxidacion en las primeras horas de adicionado al
cultivo. Como ya ha sido observado, este proceso ocurre en las plantas debido
a algin tipo de dafio estimulandose el metabolismo de los fenoles {Deberg y
Read,1991; Gabriel y Rolfe, 1990).

La estimulacién de las células vegetales con los elicitores destruye una varie-
dad de compuestos solubles en agua, incluyendo el AlA; esta actividad destruc-
tiva se manifiesta considerablemente a los 5 min de adicionar un elicitor. Esto
muestra la rapida produccién de H,O, por peraxidasas endégenas localizadas
en la pared celular (Apostol et al., 1989). Al parecer, se trata de uno de los
eventos més tempranos que se presentan cuando el tejido vegetal detecta un
ataque, respondiendo con la oxidacién del tejido que conduce a la generacién
de superéxido y la subsecuente acumulacién de H50., que a su vez estimula yn
rapido flujo de Cat al interior de lag células, lo que puede ocasionar su muerte
fisiologica. Este evento de difusién de sefiales se tiene registrado en cultivo de
células en suspensi6n de soya (Levine et al., 1996) y en cultivo de Nicotiana
tabacum (Chappel et al., 1997).

De acuerdo cor Levine et al. (1994), la presencia de H;0, promueve ia ex-
presion de una variedad de genes que producen enzimas ¥ proteinas que protegen
a la células. Las peroxidasas tienen una variedad de funciones, pues aparte de
ser comprobado su incremento después de infecciones fiingicas en las plantas,
pueden formar parte del sisterna de defensa bajo condiciones de estrés, en la
lignificacién de la células, en el entrecruzamiento de polisacaridos en la pared
celular, como regulador de la elongacion y en varios procesos de oxidacion como
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la de los fenoles (Trevisan et al., 1997).

La produccion de HyO4 en cultivos de células en suspension también estimu-
la significativamente la producci6n de fitoalexinas. Con ello se ha demostrado
que el per6xido de hidrogeno es un elemento importante en las regpuestas de
defensa (Devlin et al., 1992). En este proceso, cuando se introduce una catalasa
en el medio de cultivo, la produccién de fitcalexinas se reduce significativa-
mente (Apostol et al., 1989). Por otra parte, el color pardo o negruzco qgue van
adquiriendo e medio y las células del cultivo en suspension estd relacionado
con la presencia de radicales OH® generados por el reactivo de Fenton (FeSO,
+ Hy02}, por la via de activacion de la polifenoloxidasa, pero no acttan en la
sintesis de fitoalexinay (Castoria et al., 1995).

En la resistencia a patégenos, no todos los mecanismos de defensa son ex-
presados ripidamente. Por ejemplo, algunas quinonas, taninog, fitoalexinas e
inhibidores de proteinasa, generalmente aparecen antes que las enzimas hidroliti-
cas y éstas preceden a la biosintesis de protefnas ricas en hidroxiprolina. Otras
células estabilizan mecanismos tardios en la cronologia de expresion de pro-
ductos de defensa entre las 12 h y 24 h después de la elicitacién, siendo los
componentes més rapidos en la defensa los taninos y las fitoalexinas, inicial-
mente detectadas entre las 2 h y 4 h después de la estimulacién con el elicitor
(Apostol et al., 1989).

En los espectros de nuestro sistema elicitado, comparado con el del cultivo
de células en suspensién testigo, se observé gue hay mayor sintesis de com-
puestos que no estdn presentes en el testigo y que algunos de ellos estan en
mayor cantidad, aunque no se sabe qué tipo de moléculas son. Como en el caso
de la elicitacion, se tienen registros en otras plantas de la producci6n de fitoa-
lexinas del tipo dibenzofuranos por elicitacién con Mespilus germanica, estos
compuestos al igual que la encecalina y desmetilencecalina de H. quinquenervis
mostraron actividad antifingica (Kokubun et al., 1995).

El modelo de elicitacién ha servido para el estudio de la interaccién planta-
patdgeno, biosintesis de fitoalexinas, respuesta hipersensible asi como la acti-
vacion de genes y sintesis de protefnas ante un ataque por patogenos y cambios

en la permeabilidad de la membrana como respuesta a la invasion.
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6.7 Resultados obtenidos con los anailisis de cro-
matografia de capa fina, y cromatografia de
gases acoplado a espectrometria de masas de
los extractos derivados de los sistemas tn vi-

tro.

Los anlisis quimicos de las diferentes muestras se realizaron mediante las téc-
nicas de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM)
¥ cromatografla de capa fina. Los resultados se indican en la tabla 6.7.

6.7.1 Extractos de hojas y raices de plantas in vitro de
dos meses de edad

Los analisis por el método de CG-EM de los extractos de hojas jovenes, indico
que eran mezcla de diferentes constituyentes; el ion molecular 232 generado
por €l componente con mtr=17.93, permitié establecer que este metabolito se-
cundatio correponde a la encecalina (cromatograma 1 y 2, espectro 1, 2 y 3).
Por otro lado, el andlisis de los extractos de las rafces con el mismo tiempo de
desarrollo que 1as hojas, detectaron la presencia de la desmetilencecalina con
un TR=18.29 min (cromatograma 3 y espectro 4). Estos resultados apoyan
fuertemente la idea de la sucesion de compuestos de acuerdo con a ontogenia
y biologfa de la planta (Proksch et al, 1991} y en este caso, la biosfntesis de la
encecalina en esta especie puede estar ocurriendo en las hojas y almacensndose
en las ralces de ia planta. En el caso de la desmetilencecalina, su biosintesis
parece ocurrir en las rafces y hojas maduras, pues no se detecté en las hojas
jovenes.

6.7.2 Extractos de callos cultivados en MS sbélido.

En los extractos de los callos que se obtuvieron a partir de tallos y hojas, en los
diferentes tratamientos en MS sélido, y analizados por CCF y por coelucitn con
las muestras puras, no se detect6 la presencia de la encecalina y desmetilence-
calina (tabla 6.7). Los callos mostraban ligeras diferencias en cuanto al color y
la friabilidad. Al no detectar los compuestos de interés, descartamos que estas
caracterfsticas estuvieran relacionadas con la biosfntesis de estos metabolitos se-
cundarios. Sin embargo, dos cultivos de callo se llevaron a cultivo en suspension



CAPITULO 6. RESULTADOS Y DISCUSION 56

Tabla 6.7: Deteccién de la encecalina y la desmetilencecalina en diferentes sis-
temas de cultivo en cromatografla de capa fina y CG-EM

Skastema Tratamiento Cromeno Anglisis
Semillas - - ecf
Plantas completas MS encecalina cef
in vitro de 2 meses
Hojas de Colecta de encecalina cef
plantas maduras campo
Hojas de plantas MS encecalina cg-em
in vitro de 2 meses
Rats de planta MS desmetilencecalina | cg-em
in vitro de 2 mesos
Rafs de plantas Colecta de desmetilencecalina | cg-em
maduras campo
Ralces inducidas M5 + desmetilencecalina cg-em
& partir de 1 mg/l de ANA
explants de hoja
Raices Inducidas MS + desmetilencecalina cg-em
& partir de 1 mg/t de ANA
explante de tallo
Callo originado MS + - ccf
a partir de tallo 2 mg/l de BAP +
2 mg/l de ANA
Callo originado MS + - cef
a partir de hoja 2 mg/l de BAP +
2 mg/l de ANA
Callo originado MS + - cef
a partir de tallo 1 mgfi de BAP +
0.1 mg/1 de 2,4-D
Callo originado MS + - cef
& partir de hoja 1 mg/l de BAP +
0.1 mg/l de 2,4-D
Callo originado 1 mg/l de ANA - cef
& partir de hoja
Cultivo de células MS + compuesto cg-em
en suspensién 1 mg/l de ANA + amarillo
(1* linea celular) 1 mg/1 de BAP
Cultivo de ctlulas MS + - cg-em
en suspensidn 1 mg/t de ANA
(2* Uinea celular)
Cultivo de célulm MS + compuesto cg-em
en suspension elicitadas | 1 mg/l1de ANA + amarille
con Fusarium 1 mg/1 de BAP
ccf-cromatografia de capa fina

cg-em-cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas.
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para analizar el comportamiento y los compuestos producidos en las c8lulas en
este sistema.

6.7.3 Extractos de cultivo de células en suspension.

Los cromatogramas obtenidos de las dos lineas celulares (cromatogramas 4, 5 y
6, espectro 5) no presentan los picos que permitieron identificar a los cromenos
encecalina y desmetilencecalina. Esta respuesta coincide con los reportes de al-
gunas plantas como Papaver somniferum para la produccion de codefna, y mor-
fina. En CTV no se sintetizan estos compuestos pero aparecen otros alcaloides
como la sanguinerina (Takayama, 1991). Otro ejemplo lo contituye Agergtina
adenophora la cual contiene los mismos cromencs que H. gquinguenervis, pero
mediante el sistema de CTV no se obtuvo la sintesis de estos metabolitos se-
cundarios (Proksch et al., 1987).

En lag dos lineas celulares establecidas, no se detectaron compuestos pareci-
dos, pero en el cultivo con 1:1 mg/1 de ANA y BAP (B3) se detect6 la presencia
de un compuesto de color amarillo con TR=14.62 min (cromatograma 7, espec-
tros 6} y que estuvo presente durante la cinética de crecimiento pero que no se
detect5 en los callos que dieron origen al cultivo en suspension; el analisis com-
parativo mediante la técnica de CCF de ambos extractos con el obtenido de la
planta silvestre, permite establecer que este producto natural no esta presente
en las rafces de H. quinguenervis. Este tipo de metabolitos se conocen como
“compuestos nuevos”, establecidos Gnicamente en cultivo de células, aunque se
ha visto que pueden estar presentes en otras plantas y se trata de establecer si
tienen actividad biolégica (Alfermann y Petersen, 1995). Al compuesto amarillo
se le hicieron algunos analisis como resonancia magnética nuclear, pero no fue
purificado en su totalidad debido a lo complejo de la mezcla, por lo que no se
conoce todavia la estructura quimica.

El hecho de que la encecalina y Ia desmetilencecalina se hayan encontrado
en estructuras organizadas como hojas y rafces maduras y no en el cultivo de
células en suspensién y en el callo, apoya fuertemente la teorfa de la necesidad
de la organizacion celular para su sfntesis; muchns metabolitos secundarios estin
restringidos a sitios especificos de las plantas, y la concentracion de sus precur-
sores y el producto final dependen de la cantidad de enzimas y su actividad, por
lo que ¢l control molecular opera a nivel de expresién de los genes y cantidad
de enzima, donde la cantidad de enzima puede ser modulada por la variacién
en la tasa de transcripcién (Croes et al., 1995). Este tipo de respuestas pueden
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estar influenciadas por la carencia de alglin elemento que sea necesario para
la transcripcién de precursores o enzimas involucrados en la biosintesis de los
metabolitos de nuestro interés y por cambios ambientales.

6.7.4 Cultivo de rafces a partir de hojas y tallos

Los cromatogramas 8 y 9, espectros 7 ¥ 8, obtenidos de los analisis de los
extractos de rafces inducidas a partir de hojas y tallo, muestran la presencia
de la desmetilencecalina con un TR=18.34 min {hojas) y 18.32 min (tallo). Al
igual que en log resultados de las rafces Jovenes obtenidas de plantas in witro,
no se detects la presencia de la encecalina.

Nuestros resultados indican que la sintesis de la encecalina ¥ la desmetil-
encecalina estin fntimamente relacionadas con ia diferenciacién celular, con la
biologia de Ia planta y con los datos etnobotanicos aportados por algunos tarahy-
maras. En el caso de ia diferenciacién celular, ests involucrada la sintesis de
moléculas que van a formar parte de la célula ¥ las diferentes estructuras de la
planta, asf como la formacién de precursores que intervienen en Ia biosintesis de
compuestos del metabolismo secundario.

Se sabe que las hojas y rafces de H. quinquenervis son usadas cuando est4n
maduras, fenémeno que sucede en época de invierno. Asfmismo, se comprobé
con log anslisis de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas,
que la encecalina se encuentra en hojas jévenes ¥y maduras pero no en raices
Jovenes, volviéndose a encontrar en las rafces cuando son maduras. Estas varia-
ciones son probablemente debidas a una translocacion que est4 determinada por
el desarrollo de la planta y 1a influencia de las condiciones ambientales.

6.7.5 Cuantificacién de los picos ma4s intensos de los es-
pectros 1, 4, 7 y 8.

El analisia de los espectros de extractos hechos a partir de estructuras organi-
zadas (rafces y hojas), nos permitié cuantificar el porcentaje de los diferentes
compuestos de cada extracto (tabla 6.8). En el caso del extracto de hojas de
dos meses de edad, la encecalina fue el segundo compuesto mayoritario con un
23.69 % de 0.0211 g de extracto. Para las rafces de plantas in vitro, la desmetil-
encecalina presenté un 41.30 % que junto con el pico 5, integran el 82.60 %, las
rafces derivadas de secciones de tallos, con un 53.12 % son las estructuras que
han producido mayor cantidad de desmetilencecalina ¥ por filtimo en el espectro
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7 del extracto de rafces de hojas, se obtuvo un 25.44 % de desmetilencecalina.
Como se puede observar en la tabla 6.8, los cromenos encecalina y desmetilence-
calina se obtienen entre el 17 y 53 % en comparaci6én con los demas compuestos
presentes en los extractos. Estos datos nos indican en qué proporcién se estin
produciendo los compuestos de interés y con ello definir de qué estructuras se
pueden extraer en mayor cantidad.

Tabla 6.8: Cuantificacién de la encecalina y desmetilencecalina en los espectros
1,4, 7y 8 de H. guingquenervis.

Espectro Extracto No. pico TR % Formuls Nombre
1 15.45 0.47 . -
2 18.20 7.58 - -
3 17.93 | 23.890 | Cy4H1603 Encecalina

4 18.81 473 - -
1 Hojas de plantas 5 19.20 0.47 - -
in vitro de 2 meses [] 19.27 | 8.53 - -
T 21.01 | 51.66 - -
8 21.03 0 - -
] 21.04 0.47 - -
10 23.90 2.37 - -

1 18.2¢ | 41.30 | C13H:403 | Deametilencecalina
Raices de plantas 2 18.86 | 2.17 - -
4 in vitro de 2 meses 3 21.01 217 - -
4 22900 | 13.04 - -
-3 24.21 | 41.30 - -
1 15.22 | 24.28 - -
2 17.51 4.14 - -

7 raices derivadas 3 18.34 | 2544 | Cq13H 1403 | Desmetilencecalina
de hojas 1 19.07 | 12.42 - -
& 19.47 | 10.06 - -
[ 24.26 | 723.67 - -
2 14.49 1.5¢ - -

8 Raices derivada 3 18.32 | 53.12 { C13H1403 | Desmetilencecalina
da tallos 4 2101 | 15.62 - -
5 22.00 i.58 - -
[] 24.21 | 23.12 - -

6.7.6 Cultivo de células en suspensién elicitado con Fusa-
rium sp.

El anAlisis de los espectros del cultivo, antes (cromatograma 11} y después
de ser elicitado (cromatogramas 10 y 12), mostré una ligera disminucién en
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la concentracién del compuesto amarillo (espectro 9) y la aparicién de nuevos
compuestos. Se cree que su origen puede ser inducido precisamente por la
interaccién entre los componentes del hongo con la célula vegetal.

No fue posible detectar la presencia de la encecalina o desmetilencecalina
bajo este sistema, sin embargo, se logrd observar que existe un reconocimiento
del pat6geno y una produccién de compuestos para noeotros desconocidos, y
que probablemente pueden tener accion antiftngica.

6.7.7 Pruebas biolégicas.

La tabla 6.9 resume los resultados obtenidos de la evaluacion del efecto fitotéx-
ico de los diferentes extractos ensayados, en tres concentraciones (500, 50 y 5

pg/ml).

Tabla 6.9: Efecto de los diferentes extractos obtenidoe de lows sistemas in vitro
de H. quinquenervis sobre la germinacién de semillas de Echinochloa crusgalli.

Extracto | Concentracién | Germinacién | Longitud dela rafs (em) | Crecimiento | Inhibicion®
(ug/ml) (%) media promedio® | radicular (%) {%)

A | o 59.66 2.1740.14 212 100.00 0.00
P 5000 8333 0.03£0.01 0.03 1.41° 98.59
C 0 89.29 2.2040.20 2.22 104.40 4.40
T1 500 85.71 0.8940.19 0.93 43.80° 56.20
T2 50 92.59 1.2140.20 1.21 57.14° 42.86
Ta 5 92.86 1.7010.18 1.70 80.06 19.94
H1 500 92.59 1.1540.08 1.13 53.06° 40.94
Ha 50 86.21 1.7430.28 1.78 83.83 16.17
Hs & 82.14 1.8740.75 1.78 B3.69 16.41
Et 500 82.76 1.2030.26 1.5 58.87° 41.13

50 89.86 1.060.13 1.10 51.65° 48.35
E3 5 89.06 1.2240.29 1.23 58.08° 41.92
B1 500 100.00 | 1.30+0.34 1.50 a1.38° 3281
B2 50 92.86 1.56£0.12 158 TSAT 26.53
B3 5 82.14 1.5040.20 1.64 T7.24 22.78

) Promedio ds 3 musstras.

b) Porcentajes en relacién con ls respuesta de! control de agua.

¢} p<0.05 (ANOVA).
A= agua P= control positivo C= cloroformo.
T1, T2 y T3= extractos de raices originados a partir de tallo*.
H1,H2 y H3= extractos de rafces originados a partir de hojas®.
El, E2 y E3= extracto del cultivo elicitado®.

Bi, B2 y B3= extracto de cultive de celulas en suspensitn®

*en coucentraciones de 500, 50 y 5 ug/ml respectivamente.

Los resultados de los anilisis estadisticos, indican que los extractos de los
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sistemas de rafces originadas a partir de tallo mostraron un efecto significativo
como inhibidor del crecimiento radicular de Echinochlos crusgalli. Al parecer,
esta respuesta es dependiente de la concentracién y est4 relacionada con la pre-
sencia de la desmetilencecalina, detectada en este extracto mediante la técnica
de CG-EM. De los extractos utilizados, T1 presentd mayor efecto inhibidor del
crecimiento radicular que T2 y que H1, en el que también se detects la pre-
sencia de la desmetilencecalina. En el caso del extracto del cultivo elicitado,
la inhibicién fue superior al 41%. En este extracto, alguno de los compuestos
presentes puede egtar otorgando el efecto inhibitorio, aunque debido a su origen
pueden ger varios los que estén interviniendo. Por Gltimo, el extracto de células
del cultivo en suspensién (B) present6 un efecto fitotéxico moderado sobre las
semillas de prueba, ya que demostré un 38.53% de inhibicién.



Capitulo 7

Conclusiones

o Las condiciones establecidas como 6ptimas para la germinacion de H. guin-
quenervis fueron la eliminaci6n de la cubierta seminal de las semillas, el
uso de germinadores con MS liquido y MS sélido. De acuerdo con los
resultados, las semillas no son dependientes de la luz para germinar.

¢ El uso de secciones de tallo, hojas y rafces presentaron alta potencialidad
para la induccién de callo.

¢ Con el uso de los reguladores de crecimiento se indujo el crecimiento de
callo, pero fueron selectivos los tratamientos en los cuales se utilizé medio
MS con 1 mg/i de BAP mas 0.1 mg/l de 2,4D usando como explante
secciones de tallo y hoja, y el medio MS con 1 mg/l de ANA con los
mismos explantes.

¢ El cultivo en suspensi6n se indujo con medio MS adicionado con 1 mg/1
de BAP mas 0.1 mg/! de 2,4D y posteriormente se logré aumentar la
producci6én de biomasa, transfiriéndolo al medio MS, pero adicionado con
1 mg/l de BAP mas 1 mg/l de ANA.

o Los andlisis realizados por cromatografia de gases acoplado a espec-
trometr{a de masas indican que la bicsfntesis de la encecalina se esté pro-
duciendo en las hojas y no en las raices de las plantas desarrolladas in
viiro de la misma edad.

* En log cultivos de callo y posteriormente en los cultivos de células en

suspensién, no se detectd ningune de los cromenos y benzofuranocs que se
encuentran en la planta silvestre.

62
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* Los anlisis de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas
reveld la presencia de la desmetilencecalina en los extractos de las raices
inducidas a partir de explante de tallo y hoja. El que en el cultivo de
células en suspensién y en callo no se hayan detectado la encecalina y
desmetilencecalina, indica que la biosintesis de los metabolitos encontrados
H. guinguenervis, est4 relacionada con la diferenciacién del tejido.

* El cultivo de ctlulas en suspensién inducido a partir de 1 mg/t de BAP
y 1 mg/1 de ANA, produjo un compuesto sélido de color amarillo; este es
un compuesto que no se ha detectado en la planta silvestre.

e En el sistema de elicitacién con Fusarium sp se observé una clara respuesta
de interaccién planta-patégeno con la oxidacién del medio de cultivo y del
tejido, producide probablemente por la liberacion de fenoles, ocasionando
la muerte celular.

¢ En el extracto de hojas de dos meses de edad, la encecalina fue el segundo
compuesto mayoritario con un 23.69 % de 0.0211 g de extracto. Para las
rafoes de plantas in vitro, la desmetilencecalina presents un 41.30 %. Las
rafces derivadas de secciones de tallos, con un 53.12 %, son las estructuras
que han producido mayor cantidad de desmetilencecalina. Por altimo, del
extracto de rafces de hojas, se obtuvo un 25.44 % de desmetilencecalina.

* De los extractos utilizados en 1as pruebas biolégicas, el obtenido de rafces
originadas a partir de tallo presenté el mayor efecto inhibidor sobre el
crecimiento radicular de Echinochlos crusgalli.

+ Los extractos de los diferentes sistemas in vitro probados en Echinochloa
crusgalli, presentaron un grado de inhibicién en ¢l crecimiento radicular
por lo que se considera que tienen actividad biolégica potencial contra esta
especie arvense.



Medio de Cultivo
Murashige-Skoog

Tabla 7.1: Medio de cultive Murashige y Skoog (1962).

Stock Compuesto g/201 ]
Macronutrientes (NH4)NO; 33
Stock 1 KNOy 38
20 1406 ml MgS50,4-TH20 T4
KHaPOy 3.5
Cloruro de calcio CaCly-2H,0 88
Stock 2
20 1%200 m}i
Micronutrientes MnSQy-H20 0.033802
Stock 3 ZnS04-THO 0.172
20 %200 ml H3BO; 0.124
KI 0.0166

NagMoQO-2Ha O 0.005
CuS04.5Hz0 0.0005
CoCl3-6HaO 0.0005

Stock 4 FeSO4-THR0 0.556
20 1%200 m! NazEDTA D.746
Vitaminas Tiamina 0.002
Stock § Ac. Nicotinico 0.01
20 1x200 ml Piridoxins 0.01
Stock 6 Inositol 2.0
20 ix200 m!
Stock T Glicina 0.04
20 %200 ml
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