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RESUMEN

Se desarrollé un protocolo para el establecimiento in vitro de la especie Psychotria
parvifolia. El interés particular para el estudio de esta planta fue debido a que se
detecté la presencia de 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) en sus cultivos de células en
suspensién. El 5-HMF es un precursor en la sintesis de plasticos y quimicos finos.
Sin embargo, el uso industrial del 5-HMF tiene como limitante su alto costo de
produccién. La mejor metodologia de desinfeccién para las semillas (tratamiento
E) presentd un 69,2% de explantes libres de contaminacion. El porcentaje de
germinacion de las semillas fue de un 17,54% y el desarrollo completo de la
plantula con su parte apical y radical tardé cuatro meses. La mayor formacion de
callo friable, un 33,33%, se obtuvo en el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog)
suplementado con acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D, 1 mg/l) y cinetina (0,1
mg/l). Mediante un analisis quimico utilizando cromatografia de gases acoplada a
espectrometro de masas (GC-MS) se identificaron 15 compuestos, tanto en las
vitroplantas como en las suspensiones celulares. Los compuestos mayoritarios en
las vitroplantas fueron el acido palmitico, el neoditadieno y el 5-hidroximetilfurfural,
mientras que para las células en suspension, el 5-hidroximetilfurfural, el acido

palmitico y el fitol.
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Determinacion de la concentracion de hidroximetilfurfural en suspensiones

celulares de Psychotria parvifolia Benth bajo diferentes condiciones de
cultivo

INTRODUCCION
La gran diversidad de especies vegetales presente en los bosques ofrece una
enorme posibilidad para la busqueda y obtencién de nuevos productos naturales.
Las plantas producen una gran diversidad de sustancias quimicas, procedentes
tanto del metabolismo primario como del secundario. Los compuestos
provenientes del metabolismo secundario, a diferencia de los primarios, tienen una
distribucién restringida a ciertos grupos de plantas y algunos son de particular
interés econémico (Haslam 1985, Croteau et al., 2000).
Kutchan (2001) explica que en la mayoria de los casos, la funcion de los
metabolitos secundarios en las plantas es desconocida. Sin embargo, algunos
tienen importancia ecolégica, en la interaccién planta-ambiente, en la interaccién
simbittica, en las sefiales de transduccién en la membrana celular y en defensa
contra patégenos o herbivoros. Algunos ejemplos de este tipo de compuestos son
la quinina, alcaloide utilizado contra el paludismo y que se extrae de Cinchona
officinalis, y la cafeina, que se obtiene de Coffea arabica y actua como estimulante
del sistema nervioso central (Croteau et al., 2000, Ciccié 2000, Taiz y Zeiger
2002).
La biotecnologia vegetal y mas especificamente el cultivo de tejidos vegetales, se
ha utilizado como una herramienta para aislar e identificar metabolitos secundarios
de interés comercial. Razdan (2002) menciona que la produccién de estos
compuestos mediante el cultivo de tejidos vegetales es mas barata, si se compara
con la produccion sintética y al mismo tiempo es posible incrementar su nivel de
produccion mediante técnicas biotecnologicas.
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Una de las familias de plantas mas representadas en Costa Rica es la familia

Rubiaceae. Plantas pertenecientes a ella contienen metabolitos de interés para la
industria farmacéutica y alimentaria. Dentro de esta familia, uno de los géneros
con mayor numero de especies es Psychotria, el cual produce diferentes
constituyentes quimicos con potencial farmacolégico y actividad antimicrobiana,
antiviral, analgésica y antitumoral (Kuo et al., 2001).

El interés particular de este proyecto se enfocd en la especie Psychotria parvifolia
Benth, en la cual se detecté la presencia de 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) en sus
cultivos de células en suspension (Romero y Tamayo, comunicacién personal’). El
5-HMF es un precursor en la sintesis de plasticos y quimicos finos. Sin embargo,
el uso industrial del 5-HMF tiene como limitante su alto costo de produccion
(Leshkov et al.; 2006). Por ejemplo, 1 kg del furano tiene un valor de US $6 300
(Sigma Aldrich, 2010).

Por lo anterior, se desarrollé6 una metodologia para el establecimiento in vitro de
suspensiones celulares de Psychotria parvifolia Benth, a partir de explantes
establecidos in vitro y, finalmente, se evalu6 la capacidad de produccién de 5-HMF

en plantas in vitro y suspensiones celulares de la especie en estudio.

1 Romero, R.M; Tamayo, G. 2007. Compuestos quimicos presentes en Psychotria parvifolia.
Comunicacion personal.



Objetivos

A. Objetivos general
Determinar la concentraciéon de 5-HMF en tejidos de Psychotria parvifolia Benth
bajo diferentes condiciones de cultivo in vitro.

B. Objetivos especificos

1. Definir los requerimientos para la germinacién en condiciones asépticas de
semillas obtenidas de frutos maduros de Psychotria parvifolia.

2. Determinar las condiciones experimentales para el establecimiento in vitro de
la planta.

3. Obtener un método para la induccion y crecimiento de callo y suspensiones
celulares a partir de explantes establecidos in vitro.

4. Evaluar la capacidad de produccién de 5-HMF en cultivos de plantas y

suspensiones celulares de la especie en estudio bajo diferentes condiciones
de cultivo.
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CAPITULO I. REVISION DE LITERATURA



A. Generalidades sobre la familia Rubiaceae

La familia Rubiaceae es una de las mas numerosas de las angiospermas, con
10,700 especies distribuidas en 637 géneros. Se ubica principaimente en regiones
tropicales y subtropicales (Mongrand et al., 2005).

Las rubiaceas son arboles o arbustos, hierbas y plantas trepadoras, de hojas
simples, opuestas o verticiladas, usualmente pecioladas. Las estipulas son
simples, enteras y caducas; las hojas tienen tricomas unicelulares. Las
inflorescencias son cimosas, las flores son perfectas, raramente unisexuales y
actinomorfas y en algunas especies pueden ser zigomorficas (Calderén, 1994).

En Costa Rica existen varios géneros representativos de la familia como:
Hoffmannia, Psychotria, Palicourea, Hamelia, Calycophyllum y Randia. Sin
embargo, el género Psychotria es el mas numeroso con 112 especies (Taylor, s.f).
Este grupo de plantas produce una gran variedad de compuestos de interés
economico o farmacéutico, entre ellos: terpenoides, fenilpropanoides,
antraquinonas, cumarinas, polifenoles, iridoides, flavonoides vy alcaloides
(Phillipson, 1982).

B. Psychotria

Los miembros de este género son arboles o arbustos de tamarno pequeno, aunque
ocasionalmente se encuentran especies herbaceas. Sus hojas son simples,
opuestas o verticiladas. Las inflorescencias son paniculas terminales o axilares y
las flores son bisexuales; la corola es blanca o amarilla (Fournier et al., 1966).

El fruto es una drupa o una baya de color azul, negro o purpura, que cuando llega
a la madurez es alimento para aves. En Costa Rica se han identificado 112
especies que estan distribuidas en el sotobosque, cerca de rios y riachuelos. De la
infusion del tallo de varias de sus especies, se extrae un tinte azulado para textiles
(Fournier et al., 1966, Vargas et al., 2001).



C. Psychotria parvifolia Benth.

Es un arbusto de 2 a 3 metros de alto, de ramas delgadas pero muy abundantes.
Sus hojas pueden medir de 1,0 a 3,5 cm de longitud y 1,5 cm de ancho. Las flores
son poco dentadas, con corola blanca, y pueden llegar a medir de 3 a 4 mm de
longitud. Los frutos son pequenos, de color rojo y alcanzan hasta 6 mm de
diametro (Burger y Taylor, 1993; Leén, 2000).

Es una especie que se encuentra en elevaciones de 1200 a 2200 msnm. Las
flores se observan entre los meses de julio y agosto, y los frutos entre octubre y
mayo (Burger y Taylor, 1993; Leén, 2000).

D. Metabolismo secundario

Los organismos sintetizan y degradan compuestos quimicos mediante reacciones
mediadas por enzimas. Este proceso es conocido como metabolismo y comprende
tanto al catabolismo (degradacién) como al anabolismo (sintesis). Todos los seres
vivos tienen rutas metabdlicas similares para la sintesis de compuestos esenciales
como azucares, aminoacidos, acidos grasos, nucledtidos y proteinas. Este
metabolismo se conoce como primario y sus compuestos son esenciales para la
supervivencia y desarrollo de las especies (Mann, 1987, Dixon, 2001).

Algunos seres vivos utilizan otras rutas metabdlicas, produciendo compuestos que
aparentemente no tienen utilidad, por no ser esenciales para los procesos
metabdlicos basicos. Por lo general, estos compuestos secundarios se activan
durante una etapa particular del crecimiento y desarrollo del organismo, o durante
periodos de estrés provocados por limitaciones nutricionales, ataques de insectos,
animales o microorganismos (Mann, 1987, Dixon, 2001). El ser humano utiliza
dichos metabolitos secundarios para procurarse bienes y servicios en diferentes
industrias como la farmacéutica, la alimentaria y la agroindustria, entre otras. Las
propiedades, tanto fisicas, quimicas y biolégicas de estos compuestos, han hecho
que puedan ser utilizados como materia prima para la producciéon de colorantes,
insecticidas y saborizantes (Croteau et al., 2000).
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Los compuestos naturales provienen de diferentes vias metabdlicas: la ruta del

acetato, la del mevalonato, la del shiquimato y las que dan origen a los
aminoacidos. En las plantas, la biosintesis de los metabolitos secundarios se inicia
con el proceso de fotosintesis (Figura 1). La acetil coenzima A (acetil-CoA) es la
precursora del acido mevalénico que da origen a los isoprenoides, terpenos,
esteroides y carotenoides. La acetil-CoA también, luego de una serie de
reacciones, forma los policétidos de cadena lineal que posteriormente producen
los acidos grasos. Entre los derivados de los acidos grasos se pueden encontrar a
los poliacetilenos y a las prostanglandinas (Mann, 1987, Dewick, 2002).

Por su parte, el acido shiquimico es el precursor de compuestos aromaticos, como
los aminoacidos aromaticos, acidos cinamicos, ciertos polifenoles y lignanos.
Finalmente, el acido citrico es precursor de aminoacidos alifaticos que originan
alcaloides (Mann, 1987, Dewick, 2002).
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Figura 1. Rutas metabdlicas para la produccién de compuestos en plantas
(Mann,1987; Dewick, 2002). (“C"= carbono).

E. 5-HMF

Los furanos se forman a partir de acidos grasos, siendo el acido linolénico el

precursor mas comun en las plantas superiores. Tomando como ejemplo dicho

acido, la biosintesis inicia con la formacién de compuestos acetilénicos mediante

la deshidrogenacion de los dobles enlaces. Posteriormente, la cadena carbonada

es acortada mediante oxidaciones a y B, descarboxilaciones e isomerizaciones

(Figura 2).
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Figura 2. Formacién de compuestos acetilénicos en plantas (Luckner, 1990).
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En el caso de la formacién del anillo de furano, éste se forma a partir de un inenol,

que a su vez es el resultado de la adicion de oxigeno a un triple enlace (Luckner,

1990). Posteriormente, luego de varios pasos que se desconocen, se forma el 5-
HMF (ver figura 3).

H
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N | —t J I
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Inenol | R—Cﬁ;C /C \
H H
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4
A J
‘-_,-l-"
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OH

Figura 3. Formacion del 5-HMF (Luckner, 1990).

El 5-HMF se utiliza para la obtencién de plaguicidas, como el furadan, la piramina,
el eudatol y el NC 8438, pero principalmente para la produccién de derivados del
furano, que se utilizan como intermediarios para la elaboracion de muchos bienes.
Por ejemplo, el furano, el succinato, los ésteres y el acido levunilico, se utilizan en
la produccion de poliuretanos que se emplean en equipos de proteccion, peliculas
de camaras, partes de bicicletas, tapas para CD y DVD, equipo de golf, botas,

fibras opticas y partes de computadoras (Figura 4, Werpy y Petersen, 2004).
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Figura 4. Principales usos del 5-HMF (Werpy y Petersen, 2004).

Varios autores han explicado que el uso industrial del 5-HMF como intermediario
es limitado por su alto valor de produccién, que provoca, a su vez, que tenga un
alto valor econémico (Lichtenthaler y Mondel, 1997, Leshkov et al., 2006). Por lo
anterior, la obtencién de una nueva fuente para dicho compuesto es de
importancia comercial.

F. Produccién de compuestos a partir de cultivo in vitro de células o tejidos
vegetales

Los avances en cultivo de células y tejidos vegetales in vitro han proporcionado
grandes logros en la manipulacion de plantas utilizando diferentes metodologias
que permiten obtener un producto (plantas mejoradas, clones de interés en la
agricultura o un producto natural) (Navarro y Perea, 1996).
El cultivo de tejidos vegetales in vitro implica el crecimiento de células vegetales,
tejidos u 6rganos aislados de la planta madre sobre un medio artificial. Se puede
utilizar cualquier parte viva de la planta, como meristemos, yemas axilares,
embriones, cotiledones y tallos, entre otros. Ademas, se puede trabajar con tejidos
de crecimiento desorganizado, con técnicas como el cultivo de callos y células en
suspension (George, 1993, Navarro y Perea, 1996).
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Por otra parte, por medio del cultivo de tejidos vegetales, se pueden producir

compuestos con actividad bioloégica e importancia econémica. Dos ejemplos
representativos del éxito en la produccién industrial de compuestos mediante
cultivo de tejidos vegetales son la produccién de shikonina y de taxol. El pigmento
shikonina fue producido por mas de una década por Mitsui Petrochemical
Industries utilizando células en suspension de Lithospermun erythrorhizon (Fuijita y
Tabata, 1987). Por su lado, el alcaloide diterpénico paclitaxol (Taxol ), utilizado
para el tratamiento de varios tipos de cancer, como el de ovario, seno, eséfago,
endometrio y cérvix, también ha sido producido a partir de cultivos vegetales
(Zhong, 2002). Originalmente, el taxol se aislé del arbol Taxus brevifolia, pero su
produccion comercial la ha realizado la compafia Phyton, utilizando células en
suspension de la especie T. chinensis.

A pesar del éxito que se ha logrado al obtener algunas sustancias de interés
industrial, como las que se mencionaron, la técnica de cultivo in vitro se puede
utilizar con rentabilidad econémica unicamente para producir compuestos cuyo
valor sea superior a $6 000 por kg debido a los altos costos de produccion
(Misawa, 1994). Ademas de lo anterior, el empleo de cultivos vegetales implica la
superacion de varios “obstaculos” como el crecimiento lento de los cultivos, la
inestabilidad genética, agregacion celular, control de la diferenciacion celular,
definicion de la composicion del medio de cultivo y de reguladores de crecimiento
(Fujita y Tabata, 1987). En los ultimos afios se ha logrado un avance en la
composicion de medios de cultivo (uso de alternativas en la fuente de carbono y
de reguladores de crecimiento), asi como el uso de inductores y de cambios en las
condiciones de crecimiento, como el tipo de luz, la intensidad luminica o el
intercambio gaseoso entre el recipiente de cultivo y el ambiente externo, que
inducen o favorecen la sintesis de compuestos de interés (George, 1993, Zhong,
2002).
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A pesar de lo anterior, también hay ventajas al trabajar en la produccién de

compuestos de interés mediante cultivo de tejidos vegetales, si se les compara
con la obtencion de los compuestos mediante agricultura tradicional. Por ejemplo,
las técnicas in vitro permiten la multiplicacién masiva de individuos genéticamente
idénticos que pueden ser derivados de un programa de mejoramiento genético, se
facilita la disponibilidad de plantas en cualquier época del afo y por largos
periodos de tiempo en espacios reducidos, se controlan las condiciones de
crecimiento y se requiere de menos espacio (Navarro y Perea, 1996). Ademas, en
muchos casos, no se puede olvidar que se trabaja con plantas amenazadas o en
peligro de extincion.
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CAPITULO Il. ESTABLECIMIENTO IN VITRO DE
SUSPENSIONES CELULARES DE Psychotria parvifolia
BENTH
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RESUMEN

Se desarrollé un protocolo para el establecimiento in vitro de la especie Psychotria
parvifolia. La mejor metodologia de desinfeccién para las semillas presenté un
69,2% de explantes libres de contaminacion. El porcentaje de germinacion de las
semillas fue de un 17,54% vy el desarrollo de la plantula tardo cuatro meses. La
mayor formacion de callo friable, un 33,33%, se obtuvo en el medio de cultivo MS
con acido 2 4-diclorofenoxiacético (2,4-D, 1 mg/l) y cinetina (0,1 mg/l).

Palabras claves: Psychotria parvifolia, suspension celular, 2,4-D, cinetina,

semilla.
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INTRODUCCION

El cultivo de células vegetales y los recientes avances en biotecnologia son una
alternativa para producir compuestos en condiciones artificiales controladas. La
obtencion de metabolitos, mediante diferentes estrategias, ha sido de interés para
el hombre durante afos, debido a la importancia econémica que tienen muchos,
por su uso en diversas industrias como la farmacéutica. En general, los
metabolitos mas atractivos para la industria mencionada son aquellos a los que se
les designa con el término de metabolitos secundarios. El término secundario se le
adjudic6é a estos compuestos por no comprender en su momento la importancia
que tienen para los organismos que los producen, tanto que se les llamé inclusive
“moléculas de desecho o sobros metabdlicos” (Kutchan, 2001).

En la mayoria de los casos, estos compuestos, a diferencia de los generados
como producto del metabolismo primario, tienen una distribucién restringida en el
reino vegetal, y se encuentran so6lo en ciertas familias y ciertas especies
(Verpoorte et al., 1998, Saito y Mizukami, 2002). Ademas, estas moléculas no
tienen una funcion directa en el crecimiento y desarrollo de la planta, ni un rol
continuo en procesos como fotosintesis, respiracién, transporte de solutos,
sintesis de proteinas, asimilacion de nutrientes y formaciéon de carbohidratos o
lipidos. Por lo general, el hombre los ha utilizado como materia prima para
diferentes industrias (Pasquali et al., 2006).

La lista de compuestos naturales con importancia en la industria farmacéutica y
alimentaria, que pueden ser producidos por medio del cultivo de células vegetales
en grandes cantidades se ha incrementado en los Ultimos afios. Ejemplos de ellos
son la obtencién del paclitaxel (Taxol® ), de la vinblastina y vincristina a partir de
Catharanthus roseus y de la berberina mediante el cultivo de células de Coptis,
que acumulan mas de 7 g/l del alcaloide (Pasquali et al., 2006, Julsing et al.,
2007).
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Por lo general, la produccion de compuestos se ha realizado mediante el cultivo de
de células y tejidos, principalmente generando primero un callo y luego la
formaciéon de suspensiones celulares. El callo se define como un crecimiento de
celulas desorganizado que se obtiene de diferentes tipos de explantes y en donde
su formacion inicia con el cultivo de érganos o tejidos diferenciados, los cuales
después se desdiferencian ante la presencia exogena de reguladores de
crecimiento en el medio de cultivo (Kosky, 1998). Por su parte, el cultivo de células
en suspensién son un conjunto de células aisladas o agregados celulares
distribuidos en un medio liquido, que no sblo se emplean para la obtencién de
metabolitos secundarios, sino para embriogénesis somatica, determinacion de
crecimiento y diferenciacion de ceélulas, organogénesis, y estudios de nutricion,
entre otros. Un cultivo de células en suspension se puede establecer partir de
callos, pero depende de la friabilidad del tejido (facilidad de separacion de las
células después de una divisién celular) (Kosky, 1998).

El crecimiento de células vegetales en la mayoria de los casos presenta un
crecimiento sigmoidal, como el bacteriano. Las células presentan una fase de
reposo o latencia, después aceleran la division celular (fase exponencial) y
finalmente, se realiza un subcultivo de las células para evitar que lleguen a la fase
estacionaria o disminucién progresiva del crecimiento (Kosky, 1998, George et al.,
2008).

En paises tropicales, como el nuestro, existe una amplia gama de familias de
plantas por investigar que podrian ser una fuente potencial de compuestos
producto del metabolismo secundario de interés para diferentes industrias. Por
ejemplo, la familia Orchidaceae, la mas numerosa de todas las del mundo por
contener cerca de 20,000 especies y con alrededor de 1300 especies en nuestro
pais, es una de las familias que podria ser investigada mediante cultivo in vitro
(Morales, 2005). Otra de las familias de plantas de angiospermas mas numerosas
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es la Rubiaceae, con 10,700 especies distribuidas en 637 géneros y que posee

importancia economica por el uso como plantas ornamentales y por la obtencién
de drogas y tintes (Montiel, 2000, Mongrand et al., 2005, Gerlach et al, .2010).

Uno de los géneros de la familia Rubiaceae mas estudiados es Psycholtria, que
comprende cerca de 1500 especies. Este género es fuente de poliindoles, indoles
monoterpenos y alcaloides que tienen residuos de glucosa con aplicaciones en
sistemas bioldgicos e industria farmacoldgica con propiedades aun desconocidas,
como por ejemplo, el bahiendsido (Paul et al., 2003). Ademas, algunas especies
dentro del género tienen compuestos con propiedades citotéxicas, alucinégenas,
antimicrobianas, antivirales, analgésicas y antitumorales (Kuo et al, 2001;
Pasquali et al., 2006).

La especie Psychotria parvifolia, conocida en Costa Rica como cafecillo, produce
compuestos fendlicos como la vainillina y el acido vainillinico que se derivan de la
ruta de los fenilpropanoides y otras moléculas procedentes del metabolismo de
acidos grasos (Fuentes, 2004).

Por lo tanto, el interés particular de esta investigacién se enfocé en la especie
Psychotria parvifolia Benth, su establecimiento in vitro para la formacién de callo y
suspensiones celulares. Para ello, se evaluaron factores como metodologias de
desinfeccién, concentracion y tipos de reguladores de crecimiento para formacion
de callo y establecimiento de suspensiones celulares, que pudieran influir en la
obtencién de productos naturales en suspensiones celulares.
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MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizo en los laboratorios de la Escuela de Quimica y en los
del Area de Biotecnologia Vegetal del Centro de Investigacion en Productos
Naturales (CIPRONA) de la Universidad de Costa Rica.

El material vegetal se recolectdé en San Rafael de Heredia, Costa Rica, en las
siguientes coordenadas geograficas: 10° 08 18 Ny al 84° 08 17 O, en un bosque
secundario bajo el pago de Servicios Ambientales, perteneciente a la Empresa de
Servicios Publicos de Heredia.

Tratamientos de desinfeccion y establecimiento in vitro de semillas y hojas

Se seleccionaron frutos y hojas sin sintomas de contaminacioén por hongo, bacteria
o levadura, ni lesion mecanica o fisica. Para el establecimiento in vitro de la
especie se evaluaron doce tratamientos de desinfecciéon superficial de frutos y
cuatro para el caso de las hojas (Cuadro 1). En todos los tratamientos, después de
la desinfeccién con hipoclorito de sodio, se realizaron tres lavados con agua
destilada estéril, en una camara de flujo laminar.

Semillas: para la extraccion aséptica de las semillas, se elimind la mayoria de la
drupa carnosa del fruto. En condiciones asépticas se cultivaron de tres a cuatro
semillas por frasco de cultivo (tipo alimento para bebé) que contenia 20 ml de
medio de cultivo. El medio de cultivo utilizado estaba compuesto por las sales
minerales de Murashige y Skoog (MS 1962), con 0,1 mg/l de tiamina, 0,5 mg/l de
acido nicotinico, 0,5 mg/l de piridoxina, 2 mg/l de glicina, 100 mg/l de inositol, 3%
(m/v) de sacarosa y 0,7% (m/v) de agar, y ajustado a un pH 5,8 (Murashige y
Skoog, 1962). El medio se esterilizé por autoclavado durante 20 minutos a 121°C
y una presion de 1,1 kg/cm? (Fuentes, 2004).
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Las semillas se mantuvieron a una temperatura de 25 + 2°C, a un fotoperiodo de
12 horas luz y una intensidad luminica de 140 pmol m? s™, para su germinacién.
Semanalmente, y por un periodo de 2 meses, se evaluaron factores como:
porcentaje de germinacion, contaminaciéon (hongo o bacteria), numero de brotes
aéreos y radicales, nimero de hojas formadas, necrosis o clorosis.

Cuadro 1. Tratamientos de desinfeccién para el establecimiento in vifro de semillas y hojas de
Psychotria parvifolia, en orden secuencial de pasos

Tiempo de exposicion

Tratamiento Tipo de Flujo Detergente Sacarosa Benlate 2 Etanol Tiempo
explante constante liquido al 17%, 20% gll+ 70% exposicién
enaguadel marca Member's  (horas) Terramicina (min) NaCiO
grifo (min) Selection’(horas) 29 (2,0%) (min)
(min)
A Fruto 15 0,16 - 10 - 15
B Fruto 10 0,16 - 10 - 40
/Hoja
Cc Fruto - 6 - = 2 20
D Fruto - 6 24 - 2 25
E Fruto - 6 24 - 2 20
F Fruto - 6 24 - 2 15
G Fruto - 6 24 - 2 30
H Fruto - 6 - - 2 20
| Fruto 15 1 - - 5 20
J Fruto/Hoja 15 - 24 - - 10
K* Hoja 15 0,083 = - 5 20
L Hoja 15 0,083 - - 1 20

*El tratamiento K fue el tnico que se utilizé con una concentracién de NaCIlO (2,5%).

g Detergente liquido 17% ( i.a sufactantes anionicos y no ionicos) marca Member's Selection
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A las semillas que no fueron capaces de romper la cubierta seminal durante el
proceso de germinacion se les eliminé la cubierta con un bisturi en la camara de
flujo laminar. Posteriormente, las plantulas germinadas se seccionaron en
segmentos de 2 cm de longitud, compuestos por una hoja, un nudo y su respectivo
segmento de entrenudo, y se cultivaron de 3 a 4 segmentos en el medio de cultivo
MS descrito anteriormente. Las plantulas se mantuvieron a una temperatura de 25
+ 2°C, a un fotoperiodo de 12 horas luz y una intensidad luminica de 140 umol m™

s

Hojas: se utilizaron las hojas mas jovenes de plantas adultas en el campo, segun
la ubicacion geografica descrita en la pagina 35. Las hojas tenian un tamafio
aproximado de 1,5 cm de largo. Se desinfectaron con los tratamientos B, J, Ky L
(Cuadro 1).

Las hojas se seccionaron eliminando la parte basal y apical de la lamina y se
hicieron discos de aproximadamente 0,5 cm? que se colocaron con el haz en
contacto con el medio de cultivo. El medio de cultivo fue el MS descrito en la
pagina 35.

Los segmentos de hoja se mantuvieron a una temperatura de 25 + 2°C, con un
fotoperiodo de 12 horas luz y una intensidad luminica de 140 pmol m? s™. La
presencia de contaminacion (hongo o bacteria), necrosis, clorosis y oxidacion se
evaluaron semanalmente durante 15 dias.



27

Induccién in vitro de callos: se utilizaron dos tipos de explantes: semillas y
hojas. La desinfeccion de las semillas se realizé con los tratamientos del A al J
(Cuadro 1). La extraccion de las semillas se realizé con la metodologia descrita en
la pagina 35.

En el caso de las hojas, se utilizaron los segmentos de lamina foliar que se
encontraron libres de contaminacion después de los 15 dias de evaluacion,
posterior al establecimiento in vitro descrito en la pagina 37. Lo anterior, con el fin
de optimizar los recursos empleados en el proceso de establecimiento in vitro de
hojas, ya que durante este proceso se obtienen altos porcentajes de
contaminacién y se desperdiciaria el regulador de crecimiento si la introduccion se
efectia en un medio con su presencia. Ademas, al disminuir la presencia de
reguladores de crecimiento los costos de establecimiento in vitro de las especies
son menores.

Posteriormente, los dos tipos de explantes (semillas y segmentos de hoja) se
cultivaron en el medio de cultivo MS descrito previamente, suplementado con 1
mg/l de acido 2,4-D y 0,1 mg/l de KIN (tratamiento H) (Cuadro 2) ajustado a un pH
5,8. Para el caso de las semillas el embrién se colocé en contacto con el medio de
cultivo y las hojas se colocaron con el haz en contacto con el medio de
crecimiento.

Para la formacién de callo friable, los callos formados se subcultivaron cada 30
dias en el mismo medio de cultivo utilizado para la induccién. Para su
multiplicacién cada callo se separé en pequefas fracciones. Todos los explantes,
se mantuvieron en oscuridad a 25 + 2°C y se evalu6 semanalmente, por un
periodo de 3 meses, la formacion de callo friable y la presencia de algun tipo de
contaminante (hongo o bacteria).
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Para el caso especifico de las hojas, ademas del tratamiento antes mencionado,

se evalub la respuesta a los tratamientos descritos en el cuadro 2, pero en un
medio de cultivo MS en estado liquido. Cada frasco de cultivo consistié de un
Erlenmeyer de 50 ml con 10 ml de medio de cultivo segun el tratamiento. Los
medios se esterilizaron por autoclavado durante 20 minutos a 121°C y una presion
de 1,1 kg/cm?.

Los frascos se sellaron con tapones de algodon y tapas de aluminio y se
mantuvieron en luz indirecta (6,13 umol m™ 3‘1) en constante agitacion a 100 rpm
a 25 + 2°C. En cada experimento se emplearon 15 réplicas.

Semanalmente, por un periodo de 2 meses, se evaluaron tanto la formacién de
callo friable y la formacién de una suspension celular; asi como la presencia de
algun tipo de contaminante (hongo o bacteria).

Finalmente, cada mes se realizé la sustitucion de 5 ml del medio de cultivo con
medio fresco del tratamiento correspondiente. La sustituciéon de medio consistio en
eliminar con una pipeta estéril 5 ml del medio de cultivo y reemplazario por 5 ml
del medio fresco del tratamiento correspondiente estéril, para un volumen total de
10 ml.
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Cuadro 2. Tratamientos para inducir la formacion de callos en hojas de

Psychotria parvifolia

Tratamiento BAP (mg/l)’ 2,4-D (mg/l) KIN (mg/l)

A 1

2
3
4

G MmO O W
A A W N ODA WM

H

Control -

0,1

"‘BAP: Bencil amino purina
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Establecimiento in vitro de suspensiones celulares: los callos formados a
partir de semillas, con alta friabilidad y de hojas de aproximadamente 1 cm de
diametro y un peso aproximado de 0,75 g se colocaron en frascos tipo Erlenmeyer
de 50 ml con 10 ml del mismo medio de cultivo autoclavado, utilizado para la
induccién del callo, pero en estado liquido (tratamiento H) (Cuadro 2). A pesar de
que los callos provenientes de hojas no se notaban tan friables al tocarlos con
pinza en la camara de flujo laminar, se decidi6 utilizarlos debido a la poca cantidad
de material con la que se contaba para establecer las suspensiones.

Todos los frascos se sellaron con la misma metodologia descrita en la pagina 40.
Los cultivos se mantuvieron en luz indirecta (6,13 pmol m s™), en agitacion
constante a 100 rpm a 25 + 2°C y se subcultivaron cada 30 dias (Fuentes, 2004).
Para realizar el subcultivo se transfiri6 5 ml de la suspensién a un nuevo frasco
con 5 ml con el medio de cultivo (tratamiento H) (Cuadro 2), para un volumen total
de 10 ml.

Analisis estadistico

Se calculé el porcentaje de explantes no contaminados y el porcentaje de
respuesta a la formacion de callos. Ademas se realiz6é un analisis de estadistica no
paramétrica con una prueba de Ji-cuadrado para evaluar si existe relacién entre el
tipo de explante y la respuesta a la formacién de callo.
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Se establecieron las siguientes hipotesis:

H,: no existe relacion entre el tipo de explante y la respuesta a
la formacion de callo

H, : si existe relacion entre el tipo de explante y la respuesta a
la formacion de callo

El alfa utilizado fue de 0,05 grados de libertad 1, prueba de dos colas y el valor de
Ji-cuadrado para el alfa y grados de libertad correspondiente fue de 3,84. Se
utilizé el programa estadistico InfoStat /Profesional Versién 1.1 (Universidad de
Cérdoba, Espafia).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Establecimiento in vitro de semillas y hojas de Psychotria parvifolia

La primera parte de un protocolo de introduccién in vitro es lograr el
establecimiento del cultivo en condiciones asépticas. Lo anterior, debido a que las
plantas en el campo siempre estan en contacto con hongos, bacterias y levaduras.
En el caso de Psychotria parvifolia se evaluaron doce tratamientos de
desinfeccion. Sin embargo, en todos los tratamientos hubo presencia de
microorganismos (hongos y bacterias) que afectaron el crecimiento in vitro del
cultivo. Los mejores tratamientos de desinfeccion para las semillas fueron el By E,
donde se obtuvo un porcentaje de explantes no contaminados entre 50,6 y 69,2%
(Cuadro 3). Para la especie en estudio se puede eliminar el uso de bactericidas y
funguicidas en el protocolo de desinfeccion, ya que el protocolo E no incluia estas
sustancias (mientras que el protocolo B si los incluia) y fue el que presento el
mayor porcentaje de explantes no contaminados. Ademas, el protocolo E, utilizaba
la exposicién durante 24 horas a una disolucion de sacarosa al 20% en constante
agitacion como un pretratamiento de desinfeccidn superficial. Esta exposicién a la
sacarosa ha resultado efectiva en otros ftrabajos (Romero, comunicaciéon
personal’) y se creé que resulta porque los microorganismos superficiales en el
explante, se reproducen en el medio de sacarosa y disminuye la carga microbiana
en el explante. Ademas, Sale y de Fosssard (2012) también mencionan que la
sacarosa favorece la germinacién de las esporas de hongos y, en consecuencia,
la sacarosa se puede utilizar como pretratamiento de desinfeccion para disminuir
la presencia de contaminantes en el explante.

Otro aspecto que favorecié que el porcentaje de contaminacion no fuera tan alto
en semillas, es que la recoleccion se hizo en verano. Esta es la época en que
fructifica Psychotria parvifolia y hay menos microorganismos presentes durante la
estacion seca que en la lluviosa (Burger y Taylor ,1993; Ledén, 2000).

? Romero, R.M.2010.Efecto de la sacarosa en metodologias de desinfeccion in vitro. Comunicacion
personal.
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Cuadro 3. Porcentaje de explantes no contaminados después de los

tratamientos de desinfeccion

Tratamiento de Tipo de explante Porcentaje de explantes
desinfeccién no contaminados (%)
A Semilla 15,4
Semilla / Hoja 50,6/ 12,9
C Semilla 0
D Semilla 6,7
E Semilla 69,2
F Semilla 6,7
G Semilla 6,7
H Semilla 0
I Semilla 30,33
J Semilla/ Hoja 9, 2/ 26,81
K Hoja 39,45
L Hoja 12,39

La hoja fue el otro explante utilizado para el establecimiento de la especie. El
mejor protocolo de desinfeccion fue el K, que correspondié a la metodologia
utilizada por Lopes et al. (2000) (Figura 1).

Figura 1. Lamina foliar de Psychotria parvifolia en un medio de cultivo MS.
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Smith (2000) menciona que el tiempo de exposicion al desinfectante debe ser

adecuado para que no ocasione dafio y el explante se logre establecer in vitro. En
Psychotria parvifolia, esto se logré en el tratamiento K de 20 minutos en NaCIO
(2,5%). Sin embargo, la contaminacién en hojas fue muy alta, cerca del 60-90% de
los explantes se contaminaron con hongos. Este resultado fue similar al observado
por Lara et al. (2003b), quienes obtuvieron un 80% de contaminacion en el
establecimiento in vitro de hojas de Psychotria acuminata provenientes de campo.
La metodologia utilizada por estos investigadores fue similar al tratamiento K, solo
que sumergieron las hojas en una disolucién del bactericida Agrimicin (i.a. sulfato
de estreptomicina) 2 g I"' y el fungicida Benlate (i.a. benomil) en agitacion
constante por 2 horas.

Por otra parte, un aspecto importante para establecer un cultivo in vitro es el
tratamiento de plantas madres en invernadero. Lo anterior favorece que la
contaminacién inicial de los explantes no sea tan alta, ya que tienen un
pretratamiento de desinfeccion. En ocasiones las plantas son tratadas con
funguicidas, bactericidas o productos comerciales como, Kilol L DF-100, con el fin
de disminuir la presencia de microorganismos y que las plantas estén en
condiciones sanitarias y fisiolégicas aptas para el establecimiento in vitro (Jiménez
et al., 2006). Para el caso especifico de Psychotria parvifolia, los explantes se
trasladaron directamente del campo al Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del
CIPRONA y no se conté con plantas madres o donantes en invernadero. Este es
un factor a considerar para disminuir el alto porcentaje de contaminacion.
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Una vez que se superd la etapa de iniciacion in vitro, las semillas duraron

aproximadamente tres meses en el proceso de germinacion, desde que emergio la
radicula hasta la formacion de una planta completa con su parte apical y radical
(Figura 2, a, b y c). Este comportamiento es similar al de otras especies herbaceas
y lefiosas en cultivo in vitro, en las cuales también se utilizd6 semillas como
explante inicial. Semillas de Psychotria leicocarpa tardaron siete semanas en
germinar en las mismas condiciones de cultivo evaluadas en este trabajo y su

desarrollo in vitro fue lento (Valverde, 2000; Henriques et al., 2004).

Figura 2. Proceso de germinacion in vitro de Psychotria parvifolia en un medio
de cultivo MS. A. Radicula surgida (30 dias de cultivo), B. Plantula en
proceso de germinacion (60 dias de cultivo) y C. Planta germinada
(90 dias de cultivo).

Ademas, el 82.46% de las semillas no germinaron. Estos resultados coinciden con
lo investigado por varios autores, quienes mencionan que la germinacion de
algunas especies del género Psychotria es lento y que la emergencia total de la
planta puede tardar de 3 a 5 meses después de la siembra de la semilla en
condiciones de invernadero. Por lo tanto, el género presenta un proceso de
germinacion lento en invernadero e in vitro (Paz et al., 1999, Lopez, 1989, Aratjo y
Cardoso, 2006).
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También, se debe recordar que existen condiciones como la temperatura, la luz, el

genotipo y la madurez del embrion que influyen sobre la germinacion de una
semilla (Salisbury y Ross, 2000). En el caso de Psychotria parvifolia, la luz blanca
pudo haber favorecido la germinacion, ya que existe un estudio de Araujo y
Cardoso (2006) en el que se menciona que la luz blanca beneficia el proceso de
germinacion en especies del género al compararse con plantas que germinan en
la oscuridad.

En la mayoria de los casos las semillas no mostraron ninguna sefial del proceso
de ruptura de la cubierta, o puede ser que se trabajoé con semillas que no eran
viables. Sin embargo, lo ultimo no se puede asegurar, debido a que una semilla
puede permanecer viable pero ser incapaz de crecer o germinar por varias
razones: el embrion no alcanza la madurez morfoloégica para germinar, las
condiciones externas no son adecuadas o la semilla esta en reposo (incapacidad
para germinar por condiciones internas) (Salisbury y Ross, 2000).

En este trabajo se observé que durante el proceso de germinacion de Psychotria
parvifolia hubo semillas que no fueron capaces por si solas de romper la cubierta
de la semilla. Este podria ser un comportamiento generalizado en especies del
mismo género y podria estar relacionado con la dureza de la semilla, como
menciona Rodriguez (2006) para la semilla de Psychotria ipecacuanha.

Lo anterior se pudo presentar en Psychotria parvifolia debido a que los frutos para
el establecimiento in vitro sélo se les eliminé parte de la drupa carnosa y por ende
el embrién debia romper la cubierta de la semilla y el resto de la cubierta del fruto.
Por lo anterior, se puede recomendar para la germinacion in vitro de Psychotria
parvifolia algun proceso de escarificacion, como por ejemplo el utilizado por Araujo
y Cardoso (2006) en Psychotria vellosinana, que consistio en friccionar la semillas
sobre una hoja de papel lija.
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También, en algunas especies tropicales se ha utilizado unos minutos de

exposicion de la semilla al acido sulfurico concentrado y la germinacion mejora
notablemente (Salisbury y Ross, 2000). Por lo que, este procedimiento también
podria probarse para mejorar la germinacion, que para este estudio fue de un
(17,54%).

Induccién in vitro de callos de Psychotria parvifolia

El callo es un tejido amorfo formado cuando las células se multiplican en una
forma desorganizada y, dependiendo del objetivo de investigacion, estas células
se pueden diferenciar y especializar (Kosky, 1998).

Durante la investigacién, los dos tipos de explantes utilizados, segmentos de hoja
y semillas, a los 15 dias de cultivo iniciaron la deformacion de tejido. Para el caso
de las hojas la deformacion inicié en su borde. El borde de las hojas primero se
enrollé y después se formaron unas protuberancias, que a los 30 dias formaron
callo. En las semillas la deformacion inicio en el embrion, después se presentaron
unas protuberancias que los 30 dias también formaron callo (Cuadro 4).

Sin embargo, los callos variaron entre si en cuanto a coloracion y friabilidad. Los
callos provenientes de semillas tenian una coloracion amarillo oscuro y los que
provenian de hojas eran de color crema. Este resultado es similar al obtenido por
Gatica (2002), quien obtuvo callos de coloracién crema cuando utilizé hojas como
explantes para la induccién de callo embriogénico en Coffea arabica (Rubiaceae).
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Cuadro 4. Porcentaje de respuesta de los explantes al tratamiento de

formacioén de callo después de tres meses de cultivo

Tratamiento Tipo de explante Respuesta a la

induccion de callo (%)

A Hoja 20
B Hoja 26,7
C Hoja 0
D Hoja 0
E Hoja 0
F Hoja 46,7
G Hoja 46,7
H Hoja 66,7
H (semisélido) Hoja 6,3
H (semisélido) Semilla 33,3
Testigo (MS) Hoja/semilla 0

El grado de compactacién de los callos formados a partir de hoja fue mayor que la
de los callos provenientes de semilla (Figura 3). Lo anterior coincide con George et
al. (2008), quienes mencionan que los callos difieren en color, apariencia, grado
de compactacién y respuesta morfogenética, segun el tipo de explante utilizado
para la induccidén. La respuesta fue diferente entre tejidos. Los tejidos jovenes,
como las semillas, responden mejor al cultivo in vitro que los tejidos mas viejos o

diferenciados como las hojas.
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Figura 3. Callos de Psychotria parvifolia en un medio de cultivo MS

suplementado con 2,4-D y KIN. A. Callo a partir de hojas y B. Callo a
partir de fruto.

El porcentaje de respuesta a la formacion de callo no fue el mismo para los dos
tipos de explantes (Cuadro 4). Sin embargo, luego de tres meses de
transferencias a medio fresco cada cuatro semanas, se obtuvieron callos de
apariencia friable a partir de semillas, no tanto asi en hojas en el tratamiento H, ya
que eran callos mas compactos al tocarlos con pinza en camara de flujo laminar
(Figura 3). Lo anterior se pudo deber al efecto de los reguladores de crecimiento
exégenos que se encontraban en el medio de cultivo, los que por lo general
estimulan el metabolismo de las células, que pasaron de un estado quiescente a
un estado de activa division. Ademas, de acuerdo con la literatura, la combinacion
de reguladores utilizados favorece la induccién de callos friables en muchas
especies (Pierik, 1987, Machakova et al., 2008). Sin embargo, se recomienda
evaluar otras combinaciones de auxina/citocinina para inducir formaciéon de callo
en Psychotria parvifolia. Por ejemplo, una concentracion baja de auxina (ANA) con
una concentracion alta de citocinina (BAP) se podria utilizar, debido a que
concentraciones a estos niveles han producido callos friables y con respuesta
morfogénica con hojas de especies del mismo género (Lara et al., 2003 a y b).
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Los callos de Psychotria parvifolia formados en los tratamientos evaluados en

estado liquido no fueron friables, sino compactos y duros al tocarlos con la pinza.
La utilizacion de concentraciones altas de auxina, con el objetivo de aumentar la
actividad especifica de enzimas que actian sobre la disolucion de la lamina media
de la pared celular de la planta, asi como el cambio de medio de cultivo durante
tres meses consecutivos para favorecer la disgregacion de células, no fueron
suficientes para lograr la formacién de un callo friable (Figura 4) (George ,1993).

Figura 4. Callo de Psychotria parvifolia en un medio de cultivo MS liquido con 2
mg/l de BAP y 3 mg/l de 2,4-D.

El balance de auxina/citocinina no favorecié la disgregacion celular. La
concentracion de la citocinina fue alta en los tratamientos, por lo que se
recomienda evaluar concentraciones menores a 1 mg/l. Algunas especies del
mismo género han respondido a esos niveles de citocininas (Lopes et al. 2000;
Lara et al. 2003 a y b).

En el tratamiento C (Cuadro 4) se obtuvo un 93,3% de explantes oxidados y
necrosados (14 explantes) y solo uno que no tuvo respuesta a la formacion de
callo, pero no se oxidd, ni necrosé. Lo anterior se pudo deber a que cuando se

aisla un tejido del resto de la planta, este sufre un estrés que ocasiona que el
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balance hormonal y el metabolismo celular se altere. Por lo tanto, la concentracion

endogena de fitohormonas pudo variar en el tejido y la interaccion con los
reguladores de crecimiento presentes en el medio de cultivo ocasioné un cambio
que pudo ser la ausencia en la respuesta a la induccion de callo (Kosky, 1998,
Gatica, 2002; Gémez et al., 2010).

El tratamiento H en medio liquido con hojas como explantes fue el que presento el
mayor porcentaje de respuesta: las hojas se enrollaron, cambiaron de color verde
a café y formaron callo (Cuadro 4). De 15 explantes, 10 respondieron a la
formacion de callo. Sin embargo, estos callos eran compactos y duros, lo que no
permitié establecer suspensiones celulares a partir de ellos.

Las condiciones de un cultivo liquido no favorecieron la formacién de callo friable
en Psychotria parvifolia. Este resultado difiere del de Kosky (1998), quien
menciona que el inicio y establecimiento de cultivo de células se puede hacer
directamente en un medio liquido a partir de hojas. Holst et al (1996) y Freire’-
Seijo et al (2006) han obtenido callos y hasta estructuras embriogénicas en
especies como Cyclamen, Solanum lycopersicum, Cucumis satiyus L, Beta
vulgaris L, Capsicum annum L, Viola odorata L, Pelargonium y Saccharum spp.
Hibrido, respectivamente al utilizar este método de trabajo. Por lo anterior, es
viable colocar el explante directamente en un medio de cultivo liquido para formar
callo. Sin embargo, en Psychotria parvifolia fue el medio semisélido el que lo
favoreciod, aunque con un porcentaje menor de respuesta (Cuadro 4).

Al realizar la prueba de estadistica no paramétrica se obtuvo un valor de Ji-
cuadrado de 14.55 y una probabilidad de 0.0001, por o tanto 14.55 Xc> > 3.84 \X:
se rechaza la hipétesis nula. En consecuencia, hubo mas formacién de callo
cuando se utilizé la semilla como explante inicial en el tratamiento semi sélido H.
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Este resultado es diferente al obtenido en especies de la misma familia de plantas

e inclusive del mismo género, en las cuales se han obtenido callos con respuesta
morfogenética, ya sea para la organogénesis o embriogénesis somatica, utilizando
hojas jévenes y el medio de cultivo MS adicionado con una mezcla de BAP con
KIN, BAP con ANA, y BAP sola, en concentraciones similares a las del tratamiento
H de la presente investigacion (Lopes et al.,2000, Lara et al.,, 2003a y b, Ducos et
al., 2007, Priyono et al., 2010). Sin embargo, en Psychotria parvifolia el callo
formado no presentd ninguna de las respuestas morfogenéticas antes
mencionadas.

Lo anterior, pudo estar relacionado a la diferencia en las hormonas endégenas
presentes en el tejido empelado en esta investigacién en relacién con las especies
utilizadas por los autores antes mencionados. Ademas, el estado fisiolégico del
explante y las caracteristicas de la especie son factores que influyen en la
respuesta morfogénetica y que conllevan a que el establecimiento in vitro sea
particular para cada especie vegetal (Ishikawa y Evans, 1995; Pérez, 1998;
Garcia, 2001).

El embrién presente en la semilla resulté ser el mejor explante para la induccion
de callo y se sugiere que se debe a su estado fisiolégico y edad ontogenética. Las
semillas inmaduras o maduras se utilizan como principal explante en
dicotiledéneas para iniciar el cultivo de callos, debido a que el embrién es un tejido
juvenil que usualmente responde mejor al cultivo de tejidos porque es mas facil de
desdiferenciar en un medio de cultivo artificial con las condiciones adecuadas
(Pierik, 1987; Benson, 2000; Smith, 2000). Ademas, la diferencia en la formacion
de callo también se pudo deber a que los tejidos (explantes) presentan niveles
diferentes de fitohormonas, que interactian de forma desigual con los reguladores
de crecimiento del medio de cultivo y provocan una respuesta variable en
condiciones in vitro (Smith, 2000; Gomez et al., 2010).
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Establecimiento in vitro de suspensiones celulares

Las células en suspension se definen como un conjunto de células aisladas o de
agregados de ellas distribuidos en un medio liquido, que se utiliza para la
obtencion de metabolitos secundarios, embriogénesis somatica, crecimiento y
diferenciacion de células, organogénesis, y estudios de nutricion, entre otros
(Kosky, 1998).

Las suspensiones celulares se establecieron con callos compactos, formados a
partir de hojas. Esto se hizo a pesar de que las caracteristicas del callo no eran
muy favorables para el establecimiento de suspensiones celulares. Sin embargo,
se decidié realizarlo de todas maneras debido a la poca cantidad de callos de
ambos explantes que se tenian y con los cuales de debia lograr el establecimiento
de las suspensiones. También se evalu6 el establecimiento de suspensiones a
partir de callos de semillas en el medio de cultivo semisélido (tratamiento H). Sin
embargo, hubo diferencias en la disgregacion de las células debido a las
diferencias que existian en la compactacion de los callos utilizados (Figura 5 A).
Los callos formados a partir de hojas se notaban mas duros y compactos al
tocarlos con la pinza, que los formados a partir de semillas. Por lo tanto, los callos
formados a partir de semillas se disgregaban con facilidad al tocarlos con la pinza,

lo que favoreci6 una proliferacion de las células en el medio de cultivo liquido.



Figura 5. Suspensiones celulares de Psychotria parvifolia en un medio de
cultivo MS suplementado con 2,4-D y KIN. A Suspension celular
formada a partir de callo de hoja B. Suspensiéon celular formada a
partir de callo de semilla.

Las suspensiones celulares formadas a partir de callos originados de semillas
mostraron mayor dispersién celular y se pudieron subcultivar al mes de iniciado el
cultivo (Figura 5 B). La suspension celular se logré establecer porque las células
del callo formado después de la desdiferenciacion celular se dividieron
intensivamente bajo los efectos de los reguladores de crecimiento presentes en el
medio de cultivo y fueron capaces de disgregar células. Lo contrario se present6
en la suspension obtenida a partir de hojas, donde el callo formado fue menos
friable y al mes de cultivo s6lo se pudo hacer cambio de medio de cultivo. A pesar
de lo anterior, no se puede establecer todavia que el callo formado a partir de
hojas no es capaz de formar una suspension celular. Esto debido a que se
requiere de un periodo de adaptacién al medio liquido, etapa que se conoce como
desagregacion y que depende del grado de friabilidad del callo utilizado.
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Pero, para este caso en particular, es posible modificar componentes del medio de
cultivo, como reguladores del crecimiento (auxinas y citocininas), calcio, hierro y
azucares, para mejorar la friabilidad del tejido y optimizar el protocolo de
establecimiento de suspensiones celulares (Pierik, 1987, Kosky, 1998, Razdan,
2002).

El aumento de biomasa celular (Figura 5 B) se logré en menor tiempo (4 meses)
en las suspensiones originadas a partir de semillas. Lo anterior se pudo deber a la
naturaleza del callo, ya que como se mencion6 anteriormente el callo de semilla
era mas friable, mostr6 mayor dispersion celular y las células después de la
desfirenciacion celular se dividieron intensivamente bajo los efectos de los
reguladores de crecimiento presentes en el medio de cultivo y fueron capaces de
disgregar células.

Las suspensiones celulares de callos provenientes de semillas se subcultivaron
cada mes durante un afo y las suspensiones se conformaron de agregados
celulares y células en dispersién de coloracion café claro, que se utilizaron para
realizar el analisis quimico.
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CAPITULO lIl. DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION DE COMPUESTOS QUIMICOS EN
SUSPENSIONES CELULARES Y VITROPLANTAS DE

Psychotria parvifolia



RESUMEN

Se realizé6 un analisis quimico mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometro de masas (GC-MS) a las vitroplantas y suspensiones celulares
formadas a partir de callos originados de semillas de Psychotria parvofolia. El
analisis quimico mostré que la planta in vitro produce entre los compuestos
mayoritarios acido palmitico y 5-hidroximetilfurfural (porcentajes relativos 25 vy
0,07, respectivamente). En el caso de las células en suspension, se produjo 5-
hidroximetilfurfural, acido palmitico y fitol (porcentajes relativos 1,2, 54 y 1,1,

respectivamente).

Palabras claves: Psychotria parvifolia, suspension celular, planta in vitro,
compuestos quimicos, GC-MS.
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INTRODUCCION

Las plantas son muy eficientes en la formacion de compuestos organicos a partir
de los metabolitos producidos por medio de la fotosintesis y de compuestos
inorganicos que se encuentran en el ambiente. Esta sintesis o degradacion de
compuestos quimicos se lleva a cabo mediante el metabolismo (Dewick, 2002). El
metabolismo se refiere a todas las reacciones quimicas que suceden en un
organismo y es un proceso por el cual uno o0 mas compuestos son convertidos a
otros diferentes, utilizando la energia util generada en las reacciones quimicas
(Roskoski, 1998).

Las vias metabdlicas primarias sintetizan, degradan y convierten compuestos en
todos los organismos. Sin embargo, existe un metabolismo secundario que
involucra vias metabdlicas con enzimas especificas. Algunos de estos compuestos
o metabolitos secundarios son sintetizados en sitios que varian de acuerdo al tipo
de compuesto y especie, y en la mayoria de los casos tienen una localizacién
celular especifica (Baldi et al., 2007).

Los metabolitos secundarios tienen una distribucién limitada en la naturaleza. No
se producen bajo todas las condiciones y en la mayoria de los casos, su funcién
es desconocida, pero beneficia al organismo que lo produce. Algunos son
compuestos toxicos contra depredadores y otros son compuestos coloridos para
atraer otras especies (Dewick, 2002).

Estos compuestos naturales que producen las plantas también pueden tener
efectos medicinales o terapeuticos interesantes. Sin embargo, producir
compuestos naturales con rentabilidad econémica, extrayéndolos directamente de
las plantas es dificil. En algunos casos lo anterior se debe a la baja concentracion
del compuesto en la especie, a un crecimiento lento de ella, a una forma compleja
de acumulacion y alta susceptibilidad a las condiciones geograficas y ambientales
(Baldi et al., 2007). Otro problema es que la sintesis quimica del compuesto de
interés muchas veces es poco rentable, particularmente por la gran cantidad de
pasos sintéticos que se requieren para producir la mayoria de compuestos de
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origen natural (Baldi et al., 2007). Por los argumentos anteriores, métodos

biotecnolégicos como el cultivo de tejidos y especificamente el cultivo de células
en suspensidon son una alternativa de produccion para algunos de estos
compuestos

Una de las familias de plantas mas numerosa de los tropicos es Rubiaceae, con
10,700 especies y 637 géneros (Mongrand et al., 2005). Plantas de dicha familia
producen compuestos de interés econémico o farmacéutico, como: terpenoides,
fenilpropanoides, antraquinonas, flavonoides y alcaloides (Phillipson, 1982).
Dentro de ella, uno de los géneros mas representativos y en el cual se ha
detectado la presencia de compuestos de interés farmacéutico con actividad
antimicrobiana, antiviral, analgésica y antitumoral es Psychotria (Kuo et al., 2001).
Por lo anterior, el interés de la presente investigacién fue determinar la presencia y
concentracion de compuestos quimicos en suspensiones celulares y plantas

establecidas in vitro de Psychotria parvifolia.
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Materiales y métodos

Determinacion de la concentracion de compuestos quimicos en vitroplantas
y suspensiones celulares de Psychotria parvifolia

Se utilizaron cuatro vitroplantas que se cultivaron en un medio de cultivo MS con
3% (m/v) de sacarosa, 0.7% (m/v) de agar y ajustado a un pH 5, 8. Los cultivos se
mantuvieron a 25 + 2°C, con un fotoperiodo de 12 horas luz y una intensidad
luminica de 140 pmol m? s™'. Ademas, se utilizaron 99 suspensiones celulares que
correspondieron a tres repeticiones. Cada suspension celular consistio de
Erlemeyers de 50 ml de capacidad con su respectivo cierre, rotulados cada uno
con numeros del 1 al 33. A cada uno, en una camara de flujo laminar, se les
agregdé 4,5 ml de suspension celular y 55 ml de medio de cultivo MS
suplementado con 3% (p/v) de sacarosa, 1 mg/l de 2,4-D y 0,1 mg/l de KIN,
ajustado a pH 5,8, previamente autoclavado durante 20 minutos a 121 °C y una
presion de 1,1 kg/cm? .

El volumen total en cada Erlemeyer fue de 10 ml. Los cultivos celulares se sellaron
con plastico autoadhesivo y se mantuvieron en luz indirecta (6,13 pmol m?s™), en
agitacion constante a 100 rpm a 25 + 2°C hasta el dia correspondiente a
determinar la masa fresca.
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En el caso de las células en suspension, una vez que se determindé la masa
fresca, estas se congelaron a -20°C, liofilizaron y se determiné su masa seca.
Posteriormente, se realizaron extracciones por triplicado con 1 ml etanol (95%)
durante 20 minutos en bafo ultrasénico. Seguidamente, se realizd una filtracion
con ayuda de pipetas Pasteur con algodén por dentro. El extracto etandlico se hizo
pasar por la pipeta y el extracto que se obtuvo se recogié en un vial pequeno.
Posteriormente, el extracto se evapor6 para eliminar el etanol con un Speed Vac
marca Savant modelo sc210 115 (Ohio, USA). Se eliminaron las grasas del
extracto mediante precipitacion y para ello se agregé a cada extracto 0,3 ml de
metanol (100%). Seguidamente, los extractos se congelaron durante 24 horas a -
20°C. Despues, se realizo la filtracion con pipetas Pasteur enfriadas a -20°C con
algoddn por dentro. El extracto desengrasado se recogié en un vial pequefio
(Romero, comunicacién personal®).

Posteriormente, el metanol presente en el extracto desengrasado se eliminé por
evaporacién en el Speed Vac marca Savant modelo sc210 115 (Ohio, USA).
Finalmente, todas las muestras se analizaron mediante cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas (GC-MS) (Romero, comunicacion personal®).
Para las vitroplantas el procedimiento fue similar al anterior, con la diferencia de
que no se liofilizaron sino que se secaron en estufa a 60°C por 16 horas.

Los analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC-MS) se realizaron en el CIPRONA en un equipo marca Shimadzu modelo
0.05QP5000 controlado con una computadora equipada con el sofware
GCMSsolution version 1,2 y las bases de datos NIST 107, NIST 21 y Wiley 139.

* Romero, R.M. 2008. Metodologia para la extraccién etandlica de compuestos celulares y tejidos
de Psychotnia parvifolia. Comunicacion personal.
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Para inyectar la muestra se utilizé una jeringa con capacidad para 10 pl. £ 0,05. La
columna utilizada fue una capilar de silice, con una longitud de 30 m y un diametro
interno de 0,25 mm. Los volumenes inyectados consistieron de 1,5 ul provenientes
de las muestras disueltas en pentano (100%).

El tiempo total de corrida de cada muestra fue de 26 minutos, utilizando un flujo de
4 mi/min.

Identificacion de compuestos

La interpretacion del espectro de masas de cada componente se realizé con el uso
del sofware GCMSsolution version 1,2 y las bases de datos NIST 107, NIST 21 y
Wiley 139. Cada espectro se comparé con el espectro del compuesto suministrado
por las bases de datos.

Analisis estadistico

Se utilizé6 estadistica no paramétrica para determinar la mediana del porcentaje de
concentracion de cada compuesto en cada dia de cultivo y valores de las
vitroplantas, ambos datos basados en el valor del extracto etandlico
correspondiente.
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Resultados y discusion

Determinacion de la concentracion de los principales compuestos quimicos

detectados en suspensiones celulares de Psychotria parvifolia

El analisis quimico se realizé con el fin de determinar la concentracion de los
compuestos mayoritarios, que correspondieron al mayor porcentaje de area
obtenido en cada cromatograma. Se obtuvo un cromatograma por cada muestra
de las 99 suspensiones utilizadas en las tres curvas de crecimiento determinadas.
En la figura 1 se presenta el cromatograma obtenido a partir del extracto de
células en suspension de Psychotria parvifolia para la muestra 1,13 del dia 13 de
cultivo en la primera réplica de la curva crecimiento. En la figura se muestran 50
sefiales cromatograficas que corresponden a distintos compuestos. Sin embargo,
es importante aclarar que no todos los picos corresponden a compuestos del
metabolismo vegetal. Por lo general, en la mayoria de los cromatogramas
obtenidos las sefales después de la numero 38 corresponden a grasas de alta
masa molecular y a contaminacion debida al proceso realizado.

En el cuadro 1 se presentan los 15 compuestos mas representativos del
metabolismo vegetal de la planta estudiada, detectados por el GC-MS. Los
metabolitos se identificaron al comparar su espectro de masas (Anexo 1-15), con

el suministrado por las bases de datos.
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Chromatogram 1.13 E:\GCMSsolution\Data\Romero R\l 13psychotria parvifolia.QGD

,324,780

19
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Figura 1. Cromatograma de gases del extracto etandlico de células en suspension de Psychotria parvifolia para el dia 13

de cultivo.
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Cuadro 1. Compuestos quimicos presentes en extractos de células en suspension de Psychotria parvifolia detectados

mediante GC-MS

Nombre del Tiempo Masa Masa de fragmento m/z (intensidad
compuesto retencién  molecular relativa)
(min.)
5- 7,97 126 126 (32,6), 97 (62,5), 69 (31,6), 53
hidoximetilfurfural (18,0), 41 (100), 39 (41,6), 38 (16, 6),
37 (14,2)
Dodecanol 11,50 186 (m' n.d),112 (11,6), 111 (21,6), 98

(17.5), 97 (17,7), 96 (17,9), 84 (31,1),

83 (41,1), 82 (14,1), 73 (11,9), 71
(25,2), 70 (47,8), 69 (64,2), 68 (32,3),

67 (12.8), 57 (56,0), 57 (56,0), 56
(59,8), 55 (95,6), 54 (17,2), 43 (87.6),

42 (31,3), 41 (100), 39 (17,5)

Pentadecano 11,81 212 212 (1,2), 85 (23,0), 71 (46,9), 57

(100), 56 (14,3), 55 (17, 5), 43 (90,7),
42 (11,8), 41 (40,2)

m’: peso molecular
nd: no detectado



Cuadro 1. Cont

Acido latrico

D-
Galactonolactona

Acido miristico

12,62 200 200 (3,6), 129 (15,8), 85 (24,7), 73 (58.9), 71 (37,2),
69 (10,7), 61 (13,2), 60 (74,7), 57 (78,8), 56 (13,7),
55 (25,8), 43 (100), 42 (19,5), 41 (56,0)
1345 178 (m'n.d), 85 (14,5), 72 (100), 71 (10,0), 70 (15,4), 69
(30,8), 61 (30,7), 60 (15,0), 57 (30,5), 55 (18,3), 54
(10.4), 45 (43,3), 44 (66,7), 43 (57, 0), 42 (18,7), 41
(21,0), 39 (10,5)

1501 228  (m'n.d) 185 (15,3), 129 (32,3), 115 (14,8), 99

(10,0), 98 (11,4), 87 (20,4), 85 (13,2), 84 (10,8), 83

(14,3), 74 (14,3), 73 (77,2), 71 (30,8), 69 (24,4), 61

(19,9), 60 (94,9), 57 (69,3), 56 (17.7), 55 (54,4), 54

(12,4),45 (10,4), 43(100), 42 (10,5), 41 (77, 8), 39
(12,0), 38 (10,3)

m*: peso molecular
nd: no detectado
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Cuadro 1. Cont.

Fitol 16,38 296

Acido 17,20 256

palmitico

Dimero 17,64 234
del 5-HMF

(m" n.d), 124 (15,3), 123 (35.3), 111 (10,7), 109 (21,1), 97
(22,9), 96 (25,4), 95 (66,6), 85 (12,3), 83 (35,9), 82 (83,7),
81(84,4), 79 (33,7), 71 (36.4), 70 (13,5), 69 (50,0), 68
(71,1), 67 (45,9), 57 (95,1), 56 (25,6), 55 (67,6), 53 (23,0),
43 (100), 42 (11,3), 41 (87.6), 39 (13,9)

256 (8,4), 149 (37,1), 129 (22,2), 115 (10,2), 97 (12,0), 87
(15,5), 85 (15,5), 83 (15,9), 73 (75,8), 71 (30.1), 69 (24.6),
61(22,3), 60 (85,4), 57 (67.7), 56 (16,9), 55 (57,9),45
(10,5), 43 (100), 42 (15,9), 41 (78,2), 39 (11,7)

(m* n.d), 206 (11,7), 125 (12,3), 110 (50,9), 109 (98,9), 95
(18,4), 82 (48,8), 81 (100), 53 (97,5), 52 (28,4), 51 (22,9),
41 (17.5), 39 (41,9), 38 (12,6)

m’: peso molecular
nd: no detectado
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Antraquinona

Ester metilico
del acido
estearico

Acido oleico

Acido estearico

17,72

18,17

19,05

19,27

208

294

282

284

208 (15,1), 207 (100), 206 (16,9), 181 (12,8), 180
(87,6), 152 (71,4), 151 (36,7), 150 (17,3), 89 (13,2),
76, 95 (13,3), 76 (67,9), 75 (26,5), 74 (12,7), 63
(25,0), 50 (28,9)

(m* n.d), 110 (10,8), 109 (13,1), 96 (26,3), 95 (38,0),
94 (10,5), 93 (11,8), 83 (13,0), 82 (41,2), 81 (68,9),
80 (14,7), 79 (28,9), 69 (24,8), 68 (49,5), 67 (100), 55
(65,6), 54 (54,0), 53 (13,6), 43 (32,9), 41 (90,9), 39
21,1)

282 (0,7), 165 (6,5), 111 (13,9), 110 (14,9), 98 (15,5),
97 (30,6), 96 (14,1), 95 (12,5), 84 (23,8), 83 (35.7),
82 (12,5), 81 (18,4), 71 (16,0), 70 (20,5), 69 (53,3),
68 (15,5), 67 (21,2), 57 (37,8),56 (29,5), 55 (100), 54
(29,6), 45 (15,6), 43 (58,6), 42 (11,6), 41 (86,6)
284 (8,0), 185 (10,4), 129 (22,6), 97 (11.9), 87 (14,0),
85 (15,3), 83 (15,00),72 (67,6), 71 (28,6), 69 (26,6),
61 (23,0), 60 (69,2), 57 (67,8), 56 (14,8), 55 (54,9),
43 (100), 42 (15,6), 41 (73,2)

m": peso molecular
nd: no detectado
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Cuadro 1. Cont.

Sitosterol 19,89 414 (m' n.d), 329 (11,8), 289 (10,8), 229 (18,9), 213 (13.5), 163
(11,9), 161 (10,5), 160 (11.1), 159 (10,7), 149 (13,2), 148
(11,7), 147 (16,7), 145 (16,3), 135 (16,8), 133 (12,8), 131
(12,3), 124 (59,4), 123 (11,7), 122 (11,7), 122 (11,8), 121
(17,6), 120 (10.4), 119 (16, 6), 109 (18,7), 108 (13,1),107
(26,2), 106 (12.4), 105 (20.5), 97 (13.0), 95 (26,5), 94 (12,9),
93 (21,5), 91 (25,1), 85 (13,8), 83 (13,6), 81 (31,1), 79
(24,5), 71 (15,2), 69 (22,3), 67 (25,6), 57 (44,2), 55 (65.9),
43 (100), 41 (55,1)
Eicosano 20,57 282 (m'n.d), 85 (28,8), 74 (13,3), 71 (49,0), 57 (100), 56 (11,0),
55 (30,6), 43 (76,3), 41 (35,2)

m’: peso molecular
nd: no detectado
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De acuerdo con el cuadro 1, se detect6 la presencia de compuestos naturales que
en su mayoria se clasifican como acido grasos, hidrocarburos saturados e
insaturados, y terpenoides.

Se detectd la presencia de acidos grasos comunes en las plantas como el acido
ladrico, miristico, palmitico, estearico y oleico. También hubo presencia de
hidrocarburos propios del metabolismo celular como eicosano, pentano y hexano
gue también han sido detectados en otras plantas como el cardamomo. Ambos
tipos de compuestos, acido grasos e hidrocarburos, se proponen actualmente
como compuestos naturales de interés como biocombustibles (Raonizafinimanana
et al.,1997, Mesquita et al.,, 2011). Ademas, se identificé la presencia de fitol
(alcohol) que ha sido reportado en otros estudios de plantas establecidas in vitro
(Ma y Gang, 2006; Fudouiji et al., 2009).

Otro compuesto de interés particular para la presente investigacion fue el 5-HMF y
su dimero. Como se ha mencionado previamente, este furfural tiene diferentes
usos en la industria quimica y actualmente se utiliza como preservante y
antibacterial (Gopalakrishnan, 2011). Dicho compuesto que también ha sido
detectado en la planta Mussaenda frondosa, familia Rubiaceae (Fan et al., 2011).
Se considera importante debido a que es un intermediario para la sintesis de
muchos compuestos de interés para el hombre y que actualmente se producen a
partir de hidrocarburos (Werpy y Petersen, 2004; Leshkov et al., 2006).

También se detecté la presencia de terpenoides que, por lo general, se

encuentran mayoritariamente en ceras, resinas, latex y aceites de plantas.
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Dichos compuestos, como el sitosterol (triterpeno, constituyente de membrana

celular), y la antraquinona, se utilizan en la industria quimica en la fabricacion de

cosméticos e insecticidas naturales (Heldt, 2005).

De los compuestos presentes en las suspensiones celulares (Cuadro 1), se
escogieron los tres compuestos que presentaron el mayor porcentaje relativo: el
acido palmitico (A) (5,4%), el 5-HMF (B) (1,2%) y fitol (C) (1,1%) (Figura 2, A, By
C).

Figura 2. Estructura quimica de los compuestos mayoritarios en suspensiones
celulares de Psychotria parvifolia. A. Acido palmitico, B. 5-HMF y C.
Fitol.
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En el Cuadro 2 se presenta la concentracion de los tres compuestos mayoritarios

en cada dia de cultivo durante el tiempo de duracion de la curva de crecimiento.
De acuerdo con el Cuadro 2, al inicio de la curva de crecimiento las células de
Psychotria parvifolia no producen 5-HMF. Lo anterior, se puede deber a que en
esos dias las células estan en una fase de adaptacion al medio y el metabolismo
que realizan es primario, para las funciones de la célula y, por ende, no producen
compuestos secundarios (Razdan, 2002; George, 2008).

Los mayores porcentajes de concentracion de 5-HMF se presentaron en los dias
de cultivo 13 y 16. Desafortunadamente, por la forma de la curva (datos no
mostrados), no es posible decir si existe una relacién entre el crecimiento celular y
la formacién del compuesto, tal y como se reporta para algunas plantas en cuanto
a la produccién de compuestos (Roskoski, 1998; Dewick, 2002).

El mayor porcentaje de concentraciéon de acido palmitico se presento en el dia 16.
En ese dia la curva de crecimiento muestra también un maximo en la produccion
de masa fresca (datos no mostrados). Por lo general, cuando las células estan en
los dias de la fase exponencial, aumenta el crecimiento celular y el metabolismo
(George, 2008). Es probable que esto sucediera con la planta, pero no se tiene

certeza por la ausencia de una curva normal de crecimiento.
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Cuadro 2. Porcentaje relativo de los compuestos quimicos mayoritarios en extractos de células en suspension de Psychotria
parvifolia detectados mediante GC-MS

Porcentaje de compuesto

Dias de cultivo 1 (5-HMF) 2 (&cido palmitico) 3 (Fitol)
1 nd 10,2 08
4 nd 44 03
Fé n.d 3,1 0.2
10 n.d 45 03
13 34 3.4 0.4
16 3.9 71 02
19 04 1 02
22 0.1 21 04
25 09 4.3 0.3
28 0.1 0.7 0.2
3 04 386 1.1

nd: no detectado
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Por otra parte, el fitol en los dias 13 y 22 obtuvo los mayores porcentajes de
concentracion. El fitol es un diterpeno producto del metabolismo secundario, que
forma la cadena lipofilica de la molécula de clorofila a y en consecuencia tiene una
relacion directa con la fotosintesis, uno de los procesos fisiolégicos mas
importantes en la célula vegetal (Dewick, 2002).

En el caso de las células en suspension se sugiere que la presencia del fitol se
debe a procesos propios del metabolismo celular. Lo anterior, debido a que por lo
general la clorofila a forma su parte hidrofobica con residuos de lipidos de
membrana que se sintetizan por lo general, a partir de la hidrogenacion del
geranilgeranil difosfato, reportado en la literatura para plantas y no en algas
fostosinteticas (Rudiger, 2006).

En el extracto de células en suspensién no se detecté la presencia de alcaloides.
Este resultado coincide con Lopes et al. (2000), quienes no detectaron la
presencia de alcaloides en hojas, callos y suspensiones celulares de Psychotria
carthagenesis. Ademas, este resultado tambien esta acorde con el obtenido por
Fuentes ( 2004 ) en la planta silvestre de Psychotria parvifolia, donde no se
detectaron alcaloides.

Por otra parte, la célula vegetal, tejido u 6érgano que se cultiva in vitro tiene la
capacidad de producir y acumular los mismos compuestos quimicos que la planta
silvestre (Karuppusamy, 2009). Sin embargo, en los 99 extractos de células en
suspension analizados no se detecto la presencia de los compuestos reportados
como mayoritarios para la planta silvestre de Psychotria parvifolia (acido
vainillinico, vainillina y el siringaldehido) (Fuentes, 2004). Por lo tanto, se sugiere
que las condiciones fisicas y quimicas del cultivo in vitro pudieron haber tenido un
efecto sobre el metabolismo de las células en suspensiéon de la planta. Sin
embargo, otro aspecto muy importante que se debe tener en cuenta es que existe
una diferencia en el estado de desarrolio de las células en suspension celular y las
células de una planta silvestre. Por ende el metabolismo y produccion de
compuestos puede ser diferente (Verpoorte et al., 2002).



72

Por otro lado, los compuestos de mayor concentracion detectados en los extractos
de las células en suspension derivan de rutas metabolicas diferentes. El fitol deriva
de la ruta del mevalonato, el acido palmitico proviene de la via del acetato y el 5-
HMF es un furano que deriva de un acido graso. Ademas, Funk y Brodelius (1990)
reportan que, un medio de cultivo que contiene 2,4-D, tiene una influencia drastica
o efecto negativo sobre el metabolismo de fenilpropanoides. Este resultado puede
explicar el por qué en el medio de cultivo utilizado no se formaron los principales
compuestos reportados para Psychotria parvifolia que derivan de la ruta del
shiquimato, que implica la sintesis de fenilpropanoides (Dewick, 2002).

En Catharanthus roseus, por ejemplo, se ha incrementado la produccién de
alcaloides al eliminar las auxinas del medio (DiCosmo y Misawa, 1995). Por lo que
se recomendaria eliminar las auxinas del medio o disminuir su concentracion y
aumentar la concentracioén de citocininas para investigar si este cambio favorece la
expresion de rutas metabolicas tipicas del género o la formacion de compuestos
fendlicos detectados por Fuentes (2004). Sin embargo, se debe tener en cuenta
que so6lo este medio de cultivo de los investigados formé un callo friable para

establecer suspensiones celulares.

Compuestos mayoritarios producidos por vitroplantas de Psychotria
parvifolia

En el extracto de las vitroplantas se detecté la presencia de al menos 76
compuestos (Figura 3). Al igual que en el extracto de las suspensiones celulares
no todos los compuestos eran propios del metabolismo celular. Las sefiales a
partir de la 56, corresponden a contaminantes debidos al proceso.

En el cuadro 3 se presentan los 15 compuestos mas representativos del
metabolismo vegetal detectados por el GC-MS. Los metabolitos se identificaron al
comparar su espectro de masas, con el suministrado por las bases de datos
(Anexo 1,3,4,6,7,8,11,12,13,14,15,16,17,18,19 y 20).
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Chromatogram psychotria parviloha planta m vitro 1.3 ESGOMSsolution\Data\Romero Kil.3 Pp planta m vitro. QUL

intensity
14,791,621 3

Figura 3. Cromatograma de gases del extracto etandlico de vitroplantas de Psychotria parvifolia.
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Cuadro 3. Compuestos quimicos presentes en vitroplantas de Psychotria parvifolia detectados mediante GC-MS

Nombre del Tiempo Numero Masa Masa de fragmento m/z (intensidad relativa)
compuesto retencion de pico molecular
(min)
5- 7,97 5 126 126 (32,6), 97 (62,5), 69 (31,6), 53 (18,0), 41 (100), 39 (41,6), 38 (16, 6), 37 (14.2)
hidoximetilfurfural
Acido nonandico 8,52 6 158 (m' n.d) 129 (14,0), 115 (14,3), 87 (10,6), 81 (10,9), 73 (58,2), 70 (13,4), 69
(10,7), 66 (6,2), 60 (100), 55 (35, 1), 45 (13,4), 43 (39,8), 41 (46,0), 39 (17,1)
Resorsinol 8,82 7 110 110 (100), 82 (26,1), 81 (19,8), 69 (16,0), 55 (15,4), 54 (13,3), 53 (23,1), 43 (15,8),
39 (25,3), 38 (10,1)
Metil hexadecano 10,03 13 240 (m* n.d), 85 (21,5), 71 (46,9), 57 (100), 56 (33,5), 55 (34,1), 43 (67,4), 42 (12,2),
41 (57,7)
Pentadecano 11,81 22 212 212 (1,2), 85 (23,0), 71 (46,9), 57 (100), 56 (14,3), 55 (17, 5), 43 (90,7), 42 (11,8),
41 (40,2)
Acido ladrico 12,62 25 200 200 (3,6), 129 (15,8), 85 (24,7), 73 (58,9), 71 (37,2), 69 (10,7), 61 (13,2), 60
(74,7), 57 (78,8), 56 (13,7), 55 (25,8), 43 (100), 42 (19,5), 41 (56,0)
Hexadecano 13,10 27 226 (m* n.d), 85 (27,8), 71 (46,5), 70 (10,7), 57 (100), 56 (15,6), 55 (18,9), 43 (98,8),

42 (11,2), 41 (45,5)

m': peso molecular
nd: no detectado
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Acido miristico

Neofitadieno

Trans-fitol

Acido palmitico

Ester del acido

estearico

Acido oleico

Acido estearico

Eicosano

15,01

15,92

16,38

17,20

18,16

19,05

19,27

20,57

34

38

40

46

48

51

52

55

228

278

296

256

294

282

284

282

(m* n.d) 185 (15,3), 129 (32,3), 115 (14,8), 99 (10,0), 98 (11,4), 87 (20,4), 85 (13,2), 84 (10,8), 83 (14,3), 74 (14,3), 73
(77,2), 71 (30,8), 69 (24,4), 61 (19,9), 60 (94.9), 57 (69,3), 56 (17,7), 55 (54,4), 54 (12,4),45 (10,4), 43(100), 42 (10,5), 41
(77, 8), 39 (12,0), 38 (10,3)

278 (0.8), 124 (14.6), 123 (34.7), 111 (10,1), 109 (19,1), 97 (23,8), 96 (22,7), 95 (67,8), 83 (37.7), 82 (67.3), 81 (44,3), 79
(11,9), 71 (32,3), 70 (11, 5), 69 (59, 2), 68 (94,5), 67 (52.,1), 57 (87.4), 56 (22.0), 55 (79.2), 53 (14.,9), 43 (100), 42(10,6),
41(91,9), 39 (13,1)

(m’ n.d), 124 (15,3), 123 (35,3), 111 (10,7), 109 (21,1), 97 (22,9), 96 (25 4), 95 (66.6), 85 (12,3), 83 (35,9), 82 (83,7), 81
(84,4), 79 (33,7), 71 (36,4), 70 (13,5), 69 (50,0), 68 (71.1), 67 (45,9), 57 (95,1), 56 (25,6), 55 (67,6), 53 (23,0), 43 (100),
42 (11,3), 41 (87.6), 39 (13,9)

256 (8.4), 149 (37.1), 129 (22.2), 115 (10,2), 97 (12,0), 87 (15,5). 85 (15,5), 83 (15,9), 73 (75.8), 71 (30.1), 69 (24.6), 61
(22,3), 60 (85,4), 57 (67,7), 56 (16,9), 55 (57.9),45 (10,5), 43 (100), 42 (15,9), 41 (78,2), 39 (11,7)

(m* n.d), 110 (10,8), 109 (13,1), 96 (26,3), 95 (38,0), 94 (10,5), 93 (11,8), 83 (13,0), 82 (41,2), 81 (68,9), 80 (14,7), 79
(28,9), 69 (24,8), 68 (49,5), 67 (100), 55 (65,6), 54 (54,0), 53 (13,6), 43 (32,9), 41 (90.9), 39 (21,1)

282 (0,7), 165 (6,5), 111 (13,9), 110 (14.,9), 98 (15.5), 97 (30,6), 96 (14,1), 95 (12,5), 84 (23.8), 83 (35,7), 82 (12,5), 81
(18,4), 71 (16,0), 70 (20,5), 69 (53,3), 68 (15,5), 67 (21.,2), 57 (37.8),56 (29,5), 55 (100), 54 (29.6), 45 (15,6), 43 (58,6),
42 (11,6), 41 (86,6)

284 (8,0), 185 (10,4), 129 (22.6), 97 (11,9), 87 (14,0), 85 (15,3), 83 (15,00),72 (67.6), 71 (28,6), 69 (26,6), 61 (23,0), 60
(69,2), 57 (67.8), 56 (14.8), 55 (54,9), 43 (100), 42 (15,6), 41 (73,2)

(m" n.d), 85 (28,8), 74 (13,3), 71 (49,0), 57 (100), 56 (11,0), 55 (30.6), 43 (76.3), 41 (35,2)

m": peso molecular

nd: no detectado
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Los compuestos identificados en la planta in vitro, al igual que los que se

detectaron en las células en suspension, correponden a acidos grasos, alcoholes,
y alquenos. Normalmente, este tipo de compuestos forman parte de las ceras o
latex de las plantas (Taiz y Zeiger, 2002).

Uno de los compuestos presentes, el acido nonanoico, ocurre naturaimente en
plantas y animales. Este metabolito es coproducto de la oxidacién del acido oleico
y se utiliza como herbicida, en productos de cuidado personal, plasticos y
lubricantes (Noureddini y Rempe, 1996).

El neofitadieno fue otro de los compuestos mayoritarios, al igual que el acido
palmitico (Cuadro 4). El neofitadieno (Figura 4) es un diterpeno que tiene como
precursor al acido mevalénico (Mann, 1987, Dewick, 2002). El neofitadieno no se
detectd en las suspensiones celulares analizadas, pero en la planta in vitro fue el
que presenté el segundo mayor porcentaje relativo. De acuerdo con Loughrin
(1990), el neofitadieno fue el mayor componente en hojas de Nicotiana tabacum,
por lo que se sugiere que el neofitadieno podria ser un compuesto presente en
hojas de Psychotria parvifolia, y por ello sélo se detecté para las vitroplantas. El 5-
HMF también fue uno de los componentes mayoritarios detectados.
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Cuadro 4. Porcentaje de compuestos mayoritarios producidos en vitroplantas de
Psychotia parvifolia detectados mediante GC-MS

Compuesto Porcentaje relativo

planta in vitro

5-HMF 0,1
Neofitadieno 47
Acido palmitico 24,8
CH,
6 W/Y
CH, CH; CH; CHs

Figura 4. Estructura quimica de neofitadieno

Investigaciones con plantas del mismo género en estado silvestre, como es el
caso de P. klugii, P. colorata, P. correae, P. brachyceras, entre otras, reportan la
presencia de alcaloides como: cefaelina, psychotridino y brachycerina (Adjibade et
al., 1992, Achenbach et al., 1995, Kerber et al. 2001, Van de Santos et al., 2001,
Both et al., 2002, Muhammad et al., 2003). Sin embargo, en las vitroplantas
analizadas y al revisar los cromatogramas tampoco se detecto la presencia de

alcaloides.
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La ausencia de alcaloides en las vitroplantas de Psychotria parvifolia coincide con
el resultado de Fuentes (2004), cuyo estudio fitoquimico confirmé la ausencia de
ellos. Sin embargo, tampoco se presentaron los compuestos reportados para la
especie: el acido vainillinico, la vainillina y el siringaldehido.

Schroder et al. (1999) plantean que la luz puede interferir en procesos de
activacion de genes y diferenciacion que no se expresan en condiciones de luz u
oscuridad. Por lo que también se sugiere como una explicaciéon a la diferencia en
la produccion de compuestos en la planta in vitro que se encontraba bajo luz
blanca. Ademas, Bais et al. (2001), Funk vy Brodeliust (1990),
Panichayupakaranant y Tewtrakul (2002), y Pérez et al. (2004), consideran que las
auxinas y citocininas tienen efecto en el crecimiento y en el metabolismo
secundario de las plantas. Por lo tanto, es un aspecto a considerar en la
formulacién de medios de cultivos utilizados para la producciéon in vitro de
compuestos.

Por lo tanto y de acuerdo con Rout et al. (2000), la acumulaciéon de productos
secundarios en células de plantas in vitro depende del tipo de explante utilizado,
composiciéon del medio de cultivo, incluidos tipos y cantidades de reguladores del
crecimiento, sales minerales y fuentes de carbono asi como, de condiciones

ambientales, temperatura, luz y composicion gaseosa durante el cultivo.
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Actualmente, la destruccion de aéreas boscosas y el incremento en el uso de los
compuestos de las plantas para uso medicinal, farmacolégico y en industria, como
la alimentaria, han promovido el uso de la biotecnologia para la producciéon de
compuestos de interés (Rout et al., 2000).

Durante la presente investigacion se desarroll6 un protocolo para el
establecimiento in vitro de Psychotria parvifolia y para el establecimiento de
suspensiones celulares para determinar los compuestos que las células producen.
El establecimiento in vitro de la especie fue un poco dificil. En todas las
metodologias de desinfeccion utilizadas se detectd presencia de microorganismos.
Los microorganismos ocasionan que la planta no se establezca in vitro, e inclusive
causan la muerte del explante (Alvarado, 1998).

Se utilizaron dos tipos de explantes para iniciar el cultivo in vitro, hoja y semilla. Se
presenté diferencia en el porcentaje de contaminaciéon entre los dos tipos de
explantes. Las hojas siempre presentaron mayor contaminacion. La semilla fue el
mejor explante para el establecimiento in vitro de la especie. Lo anterior, se pudo
deber a que el fruto y su drupa carnosa protegieron a la semilla de los
contaminantes y efectos negativos que pudiese ocasionar el agente desinfectante
(Kosky, 1998). Sin embargo, siempre hubo presencia de microorganismos
indeseados.

Las semillas duraron casi cuatro meses en germinar, y tuvieron un crecimiento
muy lento. Sin embargo, de acuerdo con Valverde (2000), lo anterior es tipico de
las especies lefiosas y forestales en cultivo in vitro, y ademas, su comportamiento
fue similar al de Psychotria leicocarpa (Henriques et al.,, 2004). Para facilitar la
germinacion de la planta en condiciones in vitro, se recomienda evaluar algun
proceso de escarificacion de la semilla.

Las hojas establecidas in vitro formaron callos con muy baja friabilidad. A pesar de
ello, se utilizaron estos callos para intentar el establecimiento de suspensiones
celulares debido a la poca cantidad de callo con la que se contaba, aunque sin
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éxito. No obstante, no se puede concluir que la hoja no sea capaz de formar un
callo friable, se sugiere modificar las condiciones del medio de cultivo
especificamente la combinacion de reguladores del crecimiento auxina/citocinina y
sus concentraciones para evaluar el efecto sobre la induccién de callo friable en
hojas como explante inicial.

Las semillas in vitro fueron capaces de formar callos friables, necesarios para el
establecimiento de suspensiones celulares. Sin embargo, el crecimiento de las
células y la multiplicacion de ellas para realizar la determinacion de la curva de
crecimiento (datos no mostrados) tardaron doce meses. Por lo anterior, se sugiere
evaluar otro tipo de combinacién de auxinal/citocinina como ANA y KIN, para
mejorar la respuesta de las semillas a la induccién de callo. Una vez formados
callos friables se podria modificar condiciones fisicas como luz, densidad inicial de
formacion de suspensién celular y velocidad del agitador orbital para evaluar el
efecto sobre el crecimiento celular (Kosky, 1998; George, 2008).

Las suspensiones celulares produjeron principalmente 5-HMF, acido palmitico y
fitol, mientras que la planta, también en condiciones in vitro produjo, ademas de
los dos primeros, neofitadieno.

Se presenté diferencia en cuanto a la cantidad de 5-HMF sintetizada en los dos
tipos de cultivo. Se produjo “55 veces mas cantidad” de 5-HMF en las
suspensiones celulares que en la planta. Se debe tener en cuenta que los tipos de
explantes eran diferentes y las células presentan diferentes estados de
diferenciacion bioquimica y morfolégica, por lo tanto la produccion de compuestos
in vitro de Psychotria parvifolia no debia ser igual.

La cantidad detectada del compuesto de interés para la presente investigacion en
los extractos de las suspensiones celulares es bajo. Sin embargo, existen varias
estrategias que se pueden utilizar para mejorar la produccion de él. Por ejemplo,
se pueden cambiar varias condiciones del cultivo, asi como seleccionar la linea

celular mas productora y la incorporacion de elicitores (como constituyentes de la
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pared celular de microorganismos) para inducir la formacién de metabolitos
secundarios (Verpoorte et al., 1998; Rout et al., 2000).

La produccion del 5-HMF ya habia sido reportada en suspensiones celulares de P.
parvifolia. Sin embargo, en la planta silvestre se reportaron otros compuestos que
no se detectaron en la planta in vitro como la vainillina, el acido vainillinico y el
siringaldehido (Fuentes 2004). Ademas, durante el estudio realizado tampoco se
detectdé la presencia de alcaloides ni en los exiractos de las suspensiones
celulares ni en los extractos de las vitroplantas analizadas, resultado que coincide
con el de Lopes et al (2000), quienes detectaron la ausencia de alcaloides en
hojas, callos y suspensiones de Psychotria carthagenesis y Fuentes (2004) en el
analisis fitoquimico de la planta silvestre de Psychotria parvifolia.
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Figura 1. Espectro de masas del 5-HMF en extracto de suspension celular de Psychotria parvifolia.
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ANEXO 2
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Figura 2. . Espectro de masas del dodecanol en extracto de suspension celular de Psychotria parvifolia.
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Figura 3. . Espectro de masas del pentadecano en extracto de suspension celular de Psychotria parvifolia.
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ANEXO 4
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Figura 4. . Espectro de masas del 4cido laurico en extracto de suspension celular de Psychotria parvifolia.
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Figura 5. . Espectro de masas del D-galactonolactona en extracto de suspension celular de Psychotria parvifolia
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ANEXO 6
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Figura 6. . Espectro de masas del acido miristico en extracto de suspension celular de Psychotria parvifolia.



ANEXO 7

123

1

E L 1781 2{8
e £l

1050 1 150.0 1750 2000 2250 250.0 2750

Figura 7. . Espectro de masas del trans-fitol en extracto de suspension celular de Psychotria parvifolia.
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ANEXO 8
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Figura 8. . Espectro de masas del 4cido palmitico en extracto de suspension celular de Psychotria parvifolia.
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ANEXO 9
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Figura 9. . Espectro de masas del dimero del 5-HMF en extracto de suspension celular de Psychotria parvifolia.
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ANEXO 10
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Figura 10. Espectro de masas de antraquinona en extracto de suspensién celular de Psychotria parvifilia.
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ANEXO 11
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Figura 11. . Espectro de masas del éster del acido estearico en extracto de suspension celular de Psychotria parvifolia.
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ANEXO 12
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Figura 12. . Espectro de masas del acido oleico en extracto de suspension celular de Psychotria parvifolia.
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ANEXO 13
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Figura 13. . Espectro de masas del 4cido estearico en extracto de suspension celular de Psychotria parvifolia.
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ANEXO 14
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Figura 14. Espectro de masas del sitosterol en extracto de suspension celular de Psychotria parvifolia
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ANEXO 15
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Figura 15. . Espectro de masas del eicosano en extracto de suspensién celular de Psychotria parvifolia



ANEXO 16
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Figura 16. . Espectro de masas del acido nonanoico en extracto de vitroplantas de Psychotria parvifolia
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ANEXO 17
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Figura 17. . Espectro de masas del resorcinol en extracto de vitroplantas de Psychotria parvifolia
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ANEXO 18
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Figura 18. . Espectro de masas del metilhexadecano en extracto de vitroplantas de Psychotria parvifolia
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ANEXO 19
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Figura 19. . Espectro de masas del hexadecano en extracto de vitroplantas de Psychotria parvifolia



ANEXO 20
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Figura 20. . Espectro de masas del neofitadieno en extracto de vitroplantas de Psychotria parvifolia
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