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Resumen.

La presente investigacion describe el estudio de la produccion de
sesquiterpenos por la adicion de un elicitor fungico de Aspergillus niger en los

cultivos de células en suspension de la planta Psacalium peltatum.

Psacalium peltatum es una planta medicinal que forma parte del conjunto de
plantas medicinales conocido como complejo matarique. Utilizado para el
tratamiento de diversas enfermedades. La planta fue colectada en el municipio de
la Estanzuela en Pachuca, Hidalgo, México. |

Para obtener los compuestos sesquiterpénicos se realiz6 un fraccionamiento
quimico de las raices de la planta mediante diferentes técnicas cromatograficas.
La naturaleza quimica de los compuestos obtenidos fue confirmada a través de
diferentes analisis espectroscdpicos, espectrométricos, punto de fusion y Rs Los
sesquiterpenos de los cultivos de callo y de células en suspension fueron
analizados por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

Los cultivos de callo fueron establecidos a partir de explantes de hojas,
provenientes de plantas aclimatadas en condiciones de invernadero. Los cultivos
de callo obtenidos fueron de color negro y blanco, desarrollados en los medios de
cultivo sélido MSC1 y MSC2. Ambos medios de cultivo fueron modificados en
funcién del medio de cultivo base de Murashige y Skoog, 1962 (MS). Adicionados
con 2 mgL! de acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4 D), 0.3 mgL! de 6-
bencilaminopurina (BAP), 1 mgL! de sulfato de adenina, 100 mgL! de acido
ascorbico y una mezcla distinta en concentracion de vitaminas y aminoacidos
utiliza en el medio de cultivo base MS.

El establecimiento de los cultivos de células en suspension, se obtuvo con el
callo blanco en el medio de cultivo MSC2. La biomasa maxima del callo blanco en
peso seco fue de 12.7 gL-1 con un tiempo de duplicacion (td) de 9.9 dias y una

velocidad especifica de crecimiento (11) de 0.07 dias-!.

11



Los cultivos de células en suspension se establecieron en matraces de 150
mL con 60 mL de medio MSC2 y con 4 g en peso fresco de callo. Los matraces se
pusieron en un agitador bajo condiciones de obscuridad a una temperatura de
25+ 2°C y 100 rpm. El crecimiento del cultivo celular se caracterizé por su peso
seco con indculos de 1.5 y 10 mL en diferentes tiempos. El medio de cultivo
MSB, favorecié el incremento de biomasa. El medio de cultivo B5, y la adicion del
homogenado fingico de Aspergillus niger, favoreci6 el incremento de

sesquiterpenos.

En conclusion, la adicién del homogenado fiingico de Aspergillus niger a los
cultivos de éélulas en suspension favorecio el incremento del acetato de maturina
de 0.2407 a 0.810 gL-! en peso seco, no asi de la maturinina ni del angelato de 3-
4 dehidro 14-maturinol.
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Summary.

The present research describes the study on sesquiterpene production, by
addition of a homogenate fungic elicitor of Aspergillus niger in the plant cell

suspension cultures of Psacalium peltatum.

Psacalium peltatum is a medicinal plaﬁt, that belongs the matarique
complex and use it for treatment different illness. The plant was collected in the

municipio of Estanzuela in Pachuca, Hidalgo, México.

In order to obtain the sesquiterpene compounds was performed a chemical
fractionation of the plant roots using different cromatograpic techniques. The
chemical nature of the compounds obtained was confirmed through different
spectroscopics and spectrometrics analysis with melting point and Ry The
sesquiterpene compounds in the callus and cell suspension cultures was

measured by high performance liquid chromatography (HPLC).

The callus culture were obtained from the plant leaves, that was acclimated
in controled greenhouse conditions. The callus culture obtained were black and
white, growing in MSC1 and MSC2 media cultures, modificated from Murashige
and Skoog, 1962 (MS) media culture. MSC1 and MSC2 cultures were édditioned
with 2 mgLt of 2,4 diclorofenoxiacetic acid (2,4 D), 0.3 mgL! of 6-
bencilaminopurine (BAP), 1 mgL! of adenine sulfate, 100 mgL! of ascorbic acid
and a mixture of vitamines and aminoacids concentration of the MS base media

culture.

The cell suspension culture was obtained with the white callus in the MSC2
media culture. The maximum biomass in dry weight of white callus was 12.7 gL-!

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

The cell suspension cultures were grown in 150 mL flasks with 60 mL of the
liquid media MSC2 with 4 g of callus. The flasks were shaked in dark conditions

at 25+ 2°C and 100 rpm. The growth of cell suspension culture was measured by
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dry weight in inocules of 1.5 and 10 mL at different times. The best cellular
growing was obtained with MSB media culture MSB. The B5 media culture and
the adition of Aspergillus niger fungic homogenate were used to obtain a

sesquiterpene production.

In conclusion, the addition of Aspergillus niger fungal homogenate in the cell
suspension cultures enhanced the production of acetate of maturin from 0.2407
to 0.810 gL! dry weight, but not the maturinine nor the angelate of 3-4 dehidro

14-maturinol.

14



1. Antecedentes.

1.1. Metabolitos secundarios de plantas.

Las plantas presentan una variedad de compuestos quimicos que
habitualmente se clasifican en primarios y secundarios. Los metabolitos
primarios son substancias necesarias para los procesos fisiologicos del
metabolismo celular basico e incluyen azicares, aminodcidos, lipidos y &cidos
nucleicos enfre otros, que son acumulados en semillas y érganos vegetativos
(Balandrin y col., 1985; Wink, 1990; Waller y col., 2001).

Los metabolitos secundarios son compuestos derivados del metabolismo
primario, que se pueden dividir en tres grandes grupos: terpenos, fenoles y
compuestos nitrogenados (Figura 1). Los metabolitos secundarios son
reconocidos por no desempenar un papel esencial en los procesos de fotosintesis,
respiracion, transporte de solutos, translocacién y sintesis de proteinas,
asimilacion de nutrimentos, formacién de carbohidratos, proteinas y lipidos. Sin
embargo desemperian un papel ecolégico fundamental con una amplia
distribucién en el reino vegetal y una heterogeneidad quimica que varia de una
planta a otra. Con vias metabdélicas complejas altamente reguladas por un gran
numero de enzimas, las cuales presentan reacciones que se activan o inhiben
genéticamente en respuesta a diversos estimulos externos derivados de los
diferentes factores ambientales, como los mecanismos de senializaciéon quimica en
los diferentes procesos de polinizacién, comunicacién con microorganismos
simbiontes, depredacién, competencia, defensa, deshidratacién, disponibilidad de
nutrimentos, material de reserva y proteccion contra los rayos ultravioleta
(Balandrin y col., 1985; Wink, 1990; Eisner y Meinwald, 1995; Turlings y col.,
1995; Stowe y col., 1995; Meinwald y col., 1998, Taiz y Zeiger. 2002).

La biosintesis de los metabolitos secundarios estd relacionada con el
proceso de diferenciacién vegetal. Sintetizandose principalmente en las raices
para transportarse en ocasiones a lugares diferentes por el floema o el xilema y

acumulandose en pequerias cantidades en vacuolas, tricomas glandulares de las
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hojas (Ascensao y Pais, 1998) y en semillas de ciertos frutos (Wink, 1987; Wink,
1990; Banthorpe, 1996; Gershenzon y Kreis, 1999; Waller y col., 2001).
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Figura 1. Diagrama modificado del origen biosintético de los principales
metabolitos secundarios con interés comercial producidos por plantas (Talz y

Zeiger, 2002).
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1.1.1. Importancia de los metabolitos secundarios de plantas para la
industria.

Los metabolitos secundarios de las plantas son fuente de consumo en la
industria alimentaria, agricola y farmacéutica con un costo por gramo superor a
lo que se obtiene de los metabolitos primarios.

Debido a la complejidad estructural que tienen es posible utilizarlos como
prototipos en la sintesis de nuevos farmacos con actividad biolégica importante
(Balandrin y col., 1985; Morris y col., 1985).

Entre los principales metabolitos secundarios de importancia farmacolégica,
se encuentran las quinonas con actividad anticancerigena, antibacterial,
antinflamatoria, antiparasitaria y cicatrizante. Las antocianinas con propiedades
antioxidantes. Los lignanos como anticancerigenos y antinflamatorios. Los
flavonoides con propiedades antiinflamatorias, antialergénicas, antihepatotéxicas,
antiulcerantes y antivirales. Los alcaloides con una diversidad de propiedades
biolégicas, como anticancerigenos y analgésicos. Asi como los terpenos: mono,
sesqui, di, triterpenos, esteroides y cardenolidos que representan el grupo mas
abundante en plantas con propiedades medicinales como antimicrobianas y
antiinflamatorias (Harborne, 1991; Banthorpe, 1996; Bruneton, 1999).

1.1.2. Terpenos.

Los terpenos representan el grupo de compuestos mas abundantes en las
plantas con un niimero aproximado de 22,000 estructuras diferentes. Presentan
un origen biosintético a partir de dos rutas independientes de la unidad
precursora isopentenilpirofosfato (IPP): la via del acetato/mevalonato y la via del
1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato (DOXP), que es una ruta altemativa del piruvato
(Manitto, 1981; Luckner, 1984; Rohmer y col.,, 1993; Eisenreich y col., 1996;
Gershenzon y Kreis, 1999).
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1.1.3. Biosintesis de terpenos.

La biosintesis de los diferentes terpenos sugiere que la via del mevalonato,
utiliza como sustrato tres moléculas de acetil coenzima A para formar el acido
mevalonico (AMV) mediante la accién de la enzima hidroxil-metil-glutaril-CoA
reductasa (HMG-CoA reductasa). La fosforilacion del AMV por la enzima
mevalonato quinasa da origen al isopentenilpirofosfato (IPP) (Figura 2).

La via alterna del piruvato utiliza como sustrato moléculas de gliceraldehido
3-fosfato (GAP) y al piruvato para formar la 1-desoxi-D-xilulosa-5-P a partir de la
actividad enzimatica de la DOXP-sintasa, dando origen al IPP (Figura 3).

El IPP se isomeriza para formar el dimetilalilpirofosfato (DMAPP),
intermediarios obligados en la sintesis de los diferentes terpenos. Una molécula
de DMAPP puede condensarse y unirse cabeza-cola con el IPP por la accién de la
enzima preniliransferasa. Esta union produce el geranilpirofosfato (GPP) que da
origen a compuestos monoterpénicos formados por dos unidades isoprénicas
{Harborne, 1991; Banthorpe, 1996; Bruneton, 1999).

La unién de IPP al GPP por la enzima preniltransferasa da origen al
farnesilpirofosfato (FPP) molécula precursora de los sesquiterpenos formados por
tres unidades isoprénicas. Las polimerizaciones subsecuentes con este tipo de
reacciones pueden repetirse una y otra vez para producir una serle de ésteres de
pirofosfato o alcoholes alifaticos. Los ésteres libres de pirofosfatos formados a
partir de reacciones enzimaticas se les denominan geranilgeranil pirofosfato
(GGPP) y geranilfamesil pirofosfato (GFPP), estructuras que por su tamaro

tienden a ciclarse.

Las moléculas de GGPP y GFPP dan origen a los diterpenos, formados por
cuatro unidades isoprénicas. También hay estructuras mas complejas formadas
de 6, 8 o mas unidades isoprénicas como los triterpenos, carotenos y politerpenos
(Figura 4) (Harborne, 1991: Banthorpe, 1996; Dewick, 1998; Bruneton. 1999;
Gershenzon y Kreis, 1999).
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1.1.4. Regulacién espacial de la biosintesis de terpenos.

Experimmentos realizados para observar la regulacion espacial de la
biosintesis de los terpenos con moléculas marcadas sugieren la posibilidad del

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

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

biosintesis de sesquiterpenos, triterpenos y politerpenos en el citosol.

La ruta alterna del piruvato que da origen a los hemiterpenos volatiles,
monoterpenos (borneol), diterpenos (taxol, ginkolido) plastoquinonas y carotenos
(icopeno), se lleva a cabo en los diferentes plastidos como los cloroplastos,
cromoplastos y leucoplastos (Figura 5) (Ramos-Valdivia y col., 1997; Lichtenthaler
y col., 1997; Lichtenthaler, 1999). La explicacion sobre el origen de la ruta alterna
del piruvato, refiere que los cloroplastos que provienen de las cianobacterias
conservaron la via 1-desoxi-D-xilulosa-5-P de origen bacterial para la formacién

de IPP en la evolucién de las células eucariéticas hospederas (Lichtenthaler,
1999).
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Figura 5. Regulacion espacial sugerida en Ia biosintesis de los terpenos en
plantas superiores, entre el citosol (via del acetato/mevalonato) y plastidos (via
alterna del piruvato).
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1.1.5. Sesquiterpenos.

Los sesquiterpenos son compuestos derivados de los terpenos, tienen 15
atomos de carbono y comprenden mas de 200 diferentes estructuras. Se
clasifican de acuerdo con el tipo de nicleo y grupo funcional que presentan
(Manitto, 1981).

Por ejemplo, los sesquiterpenos con el nucleo tipo furanoeremofilano
presentan actividad hipoglucémica (Alarcén-Aguilar y col., 1997) y analgésica
contra la migrana (Zhang y col., 1998). Los sesquiterpenos con el grupo funcional
lactona poseen la mayor actividad farmacolégica de interés como:
antiinflamatorias (Abad y col., 1994), antioxidantes (Bork y col., 1997),
antihistaminicas (Bruno y col., 1998), antimicrobianas (Tan y col., 1998),
antibacterianas y antifingicas (Bruneton, 1999).

Otro tipo de sesquiterpenos poseen actividad antitlcerante (Yoshikawa y
col., 1993), antimalarica (Sy y Brown, 1999), antitumoral, antviral, citotéxica.
Inmunosupresiva, fitotéxica, insecticida y hormonal (Cane, 1999).

Los sesquiterpenos capsidiol y rsitina son fitoalexinas con actividad
antimicrobiana, producidos por Nicotiana tabacumn (planta del tabaco) (Heldt,
1997).
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1.2. Produccion de metabolitos secundarios mediante cultivo de tejidos
vegetales.

Los metabolitos secundarios con propiedades medicinales conforman el
grupo de compuestos mas investigados en los tltimos arios, debido a los avances
alcanzados para obtener e incrementar la producciéon de los diferentes
metabolitos secundarios mediante las diferentes técnicas de cultivo de tejidos
vegetales (Zenk, 1991; Ravishankar y Rao, 2000).

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales tienen sus bases en la propiedad
de la totipotencialidad que caracteriza a las células y tejidos de las plantas. Este
concepto fue propuesto en el ano de 1838 por Schwann y Schleiden, que reflere
la capacidad que posee cualquier célula y tejido vegetal de formar todos los tipos
celulares y de expresar el total de su potencial genético en la sintesis de un
producto a semejanza de la célula madre en condiciones de cultivo apropiadas,
asi como de generar en una planta completa (Funk y col., 1987; Lindsey y Jones,
1989; Pierik, 1997; Zhu y col., 2000).

1.2.1. Produccién de metgboﬁtos secundarios mediante cultivo de células en
suspension.

La técnica del cultivo de células en suspensién que se lleva a cabo de
manera constante, ilimitada, uniforme y con posibilidad de escalar la biomasa a
biorreactores, favorece la produciéon de diferentes tipos de farmacos en la
industra farmaceutica (Tabla 1). También la técnica del cultivo de células en
suspensiéon es reproducible y un medio efectivo para la incorporaciéon de
materiales precursores de las diferentes vias metabélicas que son dificiles de
administrar en la planta completa (Lindsey y Jones, 1989; Gerats y col., 1991;
Payne y col.,, 1992; Islam, 1996, Pedapudi y col.,, 2000). Sin embargo, en la
practica los resultados reportados del rendimiento en produccion son
contradictorios {Zhu y col., 2000), aun en investigaciones de la misma especie.
Por ejemplo, con la planta Catharanthus roseus (Vinca) se presenté un porcentaje
de acumulacion diferente de serpentina en plantas hiperproductoras y en cultivo
de callos (Mantell y Smith, 1983).
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Tabla 1. Rendimiento obtenido de diferentes metabolitos secundarios con
importancia farmacolégica mediante el cultivo de células en suspensién (DiCosmo

y Misawa, 1995).

Especie Compuesto Actividad Rendimiento
biolégica
Cultivo in vitro Planta completa
(mgl-1; % en PS). (% em PS7),
Catharanthus roseus Ajmalicina Antihipertensivo 400 mgL"! -
Taxus brevifolia Taxol 9.89 mgL! -
Taxus cuspldata
Rauwolfia serpentina Ajmalicina Antiarritmico 1600 mgL-! 0.3
Camptotheca acuminata  Camplotecina Anticancerigena 0.00025 % PS -
Antihepatoma
Artemisia annua Artemisina Antimaldrico - -
Coptis japonica Berberina Antiinflamatorio 10% PS: 2-4
700 mgL!
Coleus forskohlii Forskolina Cardioténico - -
Papaver somniferwn Sanguinarina Antimicroblano 250 mgL"! -
Dioscorea deltoidea Diosgenina Anticonceptivo 2.0% PS 2.0
Panax ginseg Gingenésidos Inmunoestimulante 0.4% PS: 4.5
150 mgL?
Lithospermumn Sikonina Antibacterial, 20% PS: 1.5
erythrorhizon anthilcera. 1400 mgL"!

antihemorroides

*PS: peso seco.

1.2.2, Establecimiento y caracteristicas de los cultivos de células en
suspension.

El cultivo de células en suspension requiere establecer los cultivos de callo.
El callo es una masa amorfa de agregados celulares en crecimiento continuo y
acelerado, que se obtiene de diferentes tejidos diferenciados como el meséfilo de
hoja, el tallo y la raiz, o bien de tejidos meristematicos como el hipocétilo,

cotiledon y yemas apicales o laterales.

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

los diferentes tejidos vegetales en medios de cultivo apropiados, bajo condiciones
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controladas y estrictas de asepsia nutricionales y ambientales, que Henen la
ventaja de tener una proliferaciéon continua al eliminar la incertidumbre de las
condiciones naturales de los suelos, €l clima y los problemas de contaminacion
por microorganismos (Vasil y col., 1994).

Los cultivos de células en suspension se obtienen transfiriendo tejido de
callo a medios nutritivos en agitadores orbitales a 90 y 115 rpm, lo cual favorece
la dispersion y el crecimiento debido a un intercambio gaseoso por aireacién del
cultivo (Figura 6) (Fowler y Rayns, 1993).

}

Figura 6. Representacion esquematica del establecimiento de los cultivos de callo
y de células en suspensién. Aislamiento del explante foliar, sobre un medio de
cultivo sélido (1), proliferacién (2) y subcultvo del cultivo de callo (3).
Establecimiento de los cultivos de células en suspension en matraces Erlenmeyer
(4-4d).

En el cultivo de células en suspension una vez que Jas células
monodispersas se han establecido, se llevan a cabo ciclos de crecimiento celular
caracteristicos para cada especie con curvas de crecimiento sigmoideo, las cuales
siguen el mismo comportamiento de las curvas de crecimiento bacteriano (Fowler
y Rayns, 1993).
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La etapa de induccién se inicia cuando las células se siembran en medios
nuevos y presenta en un periodo muy corto de tiempo. Las c€lulas se preparan
para entrar en mitosis activando toda la maquinaria energética y enzimatica para
la multiplicacién celular. En la etapa de crecimiento celular exponencial la
divisién celular se dispara en forma logaritmica y se incrementa la biomasa
inicial, la cual se ve limitada generalmente hasta que se consumen uno o mas de
los nutrimentos presentes en el medio. Finalmente, la etapa estacionaria se
caracteriza porque disminuyen considerablemente las tasas de division celular y
se presenta el agotamiento de los nutrimentos con la subsecuente producciéon y
acumulaciéon de metabolitos secundarios (Figura 7) (Shuler y Kargi, 1992;
Spencer y Rhodes, 1993).

Peso

\\ 4

Tiempo

Figura 7. Crecimiento sigmoide de los cultivos de callo y de c€lulas en
suspension. Caracterizado por la etapa de induccion (1), exponencial (2) y
estacionaria (3).

1.2.2.1. Ventajas y desventajas de los cultivos de células en suspension,
para la produccién de metabolitos secundarios.

Las ventajas que presentan los cultivos de células en suspension se
manifiestan cuando se utlizan en conjunto con diversas estrategias
blotecnolégicas, incrementando la produccién y la concentracion de los

metabolitos secundarios.

26



Las estrategias biotecnolégicas utilizadas son: la seleccion de lineas
hiperproductoras, el tipo de cultivo, la alteraciéon del metabolismo celular por
factores externos (Funk y col., 1987; Démenburg y Knorr, 1995}, la incorporacién
de precursores de las vias metaboélicas, la adicion de elicitores (Dixon vy col.,
1995; Dérnenburg y Knorr, 1995; Ni y col, 1996; Bourgaud y col., 2001;
Staniszewska y col., 2003}, la inmovilizacién celular, la regulacién enzimatica, la
incorporacion de genes (Goddjin y Pen, 1995), el uso de agitadores orbitales y de

biorreactores continuos y estaticos con diferentes formatos de proceso.

Las desventajas que presentan los cultivos de células en suspension son la
baja o nula produccién de metabolitos secundarios, debido a factores como: el
aumento en longitud y diametro celular, la formacién de agregados celulares, el
crecimiento celular muy lento, la elevada sensibilidad del cultivo al estrés por
agitacion (Démenburg y Knorr, 1995), las diferentes velocidades del crecimiento
celular y de la formacién del producto, el aumento en la concentracion de
biomasa durante la fase de produccién, las mutaciones que se acumulan a través
de los subcultivos, los cambios celulares por condiciones fisiolégicas (Funk y col.,
1987), la separacién del sitio de produccion con el sitio de sintesis, la ausencia de
estructuras diferenciadas y de tejidos especificos, los problemas en el
escalamiento de los cultivos y en el tipo de elicitacion empleada (Shuler y Hallsby,
1985; Shuler y Kargi, 1992 Scragg, 1994; Scragg, 1995, Rijhwani y Shanks,
1998).

1.2.3. Elicitacién en los cultivos de células en suspensién para la produccion
de metabolitos secundarios.

La elicitacion es la estrategia blotecnoldgica que favorece la produccién (Fu y
col., 1999) e incremento de metabolitos secundarios, mediante la adiciéon de un
agente de estrés a los cultivos de las células en suspension (Linden y col., 2001;
Qian y col., 2004).

El agente de estrés es denominado elicitor y puede ser biético y abiético. El

elicitor abidtico es la temperatura, luz ultravioleta, sales inorganicas, pH, y otros
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(Bourgaud y col., 2001). El elicitor biético es un conjunto de moléculas de origen
biolégico que induce la expresion de genes y la sintesis de compuestos
secundarios, en respuesta al estimulo que se origina por la presencia del elicitor
(Dérmenburg y Knorr, 1995; Prome, 1996; Dixon, 2001; Qian y col. 2004}.

Por ejemplo, para la produccién del compuesto antiinflamatorio sanguinaria
se utilizé la adicion de la bacteria Botrytis a los cultivos de células en suspenstén
de la planta de amapola (Papaver somniferum) (Reil y Berger, 1996). La
acumulacion del compuesto aumentd cuando se utilizéo ademas de la bacteria, la
eliminacién hormonal en los cultivos de células en suspension de otra planta de
amapola (Papaver bracteaturn) (Fu y col., 1999).

La elicitacion no soélo produce y/o aumenta determinados compuestos
secundarios, en algunos casos promueve la producciéon de novo. Por ejemplo, la
produccion de novo de los sesquiterpenos lubimina y solavetivona, en los cultivos
de raices de Hyoscyarmus muticus (Fu y col., 1999); la producciéon de un
monoterpeno antifilngico en los cultivos de células en suspensién de Pigueria
trinnervia (Saad y col., 2000); asi como la produccion de la escopoletina que es un
compuesto cumarinico con actividad antimutagénica en los cultivos de Ammi
magjus L. (arbol de ami) debido a la adicion de la bacteria Enterobacter sakasaki
(Staniszewska y col., 2003). '

1.2.3.1. Caracteristicas del elicitor biético.

La mayoria de los elicitores bidétHcos son componentes de hongos y/o
plantas con diferente naturaleza quimica, que se presentan en pequenos
fragmentos como los homogenados fingicos que son las preparaciones de micelio
(Dixon, 1991; Ren y West, 1991). La razén por la cual se utilizan elicitores de
hongos es porque son los principales parasitos de las plantas, las cuales han
desarrollado mecanismos complejos para detectar su presencia en sus tejidos
(DiCosmo y Misawa, 1995; Fu y col., 1999).
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Los elicitores con el mas amplio espectro de accién y que estan
ampliamente distribuidos son los constituyentes de la pared celular de los
hongos: quitina, quitosan y glucanos. Por eso cualquier tipo de hongo
desencadenarda la repuesta de estimulacién. No obstante, si se trata de inducir
una respuesta restringida a un grupo de hongos, entonces es necesario emplear

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

La concentracion del elicitor biético es un factor que debe determinarse
experimentalmente en cada caso y que influye sobre la intensidad de la respuesta
(Barz y Mackenbrock, 1994). Usualmente se requieren entre 50 y 100 mg de
micelio para matraces de 250 mL con 50 mL de medio de cultivo (Facchini y
Chapell, 1992; Bohlmann y Eilert, 1994). Ademas de la concentraciéon del elicitor
se deben optimizar las condiciones de los cultivos al utilizar fitorreguladores,
principalmente las auxinas que son reguladores del crecimiento y que tenen
influencia en dicho proceso, asi como la iluminacién, pH y temperatura (Eilert,
1987; Dixon, 1991).

El tiempo ideal de tratamiento es un factor estratégico para optimizar los
rendimientos del compuesto. El periodo minimo de contacto para que la planta
reconozca al elicitor es muy breve, de 2 a 20 minutos y el efecto que resulta es
duradero (Kolattukudy y col., 1995). Después de que el sistema fue inducido, se
observa un incremento de la actividad biosintética. La acumulacién maxima del
compuesto, ocurre entre las 12 horas y los cinco dias de tratamiento y en general
declina rapidamente después de haber alcanzado su valor mas alto (Hahlbrock y
col. 1995).

Generalmente, después de inducir un proceso de sintesis, los estimulos
adicionales no incrementan la produccién de metabolitos secundarios. En
algunos casos, los mayores incrementos de produccién se obtienen de lineas
celulares con baja productividad inicial. En otros casos, los niveles de sintesis
son similares en todas las lineas celulares al final del proceso de induccién. La

cantidad maxima que un metabolito puede acumularse en las células, es
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regulada por la etapa de crecimiento en la cual fue inducido (Eilert, 1287; Holden
y Yeoman, 1994).

1.2.3.2. Aspectos bioquimicos del mecanismo de elicitacion.

La elicitacién de metabolitos secundarios en los cultivos de células vegetales
en suspension forma parte del proceso de defensa activa que se expresa durante

la infeccion de la célula vegetal por un organismo patégeno.

El proceso de defensa activa se origina mediante el reconocimiento del
elicitor proveniente del organismo patégeno, con un sitio especifico de unién de
origen proteico en la membrana plasmatica vegetal. Este componente activado de
la membrana plasmatica de las células vegetales actia como molécula sensitiva
(receptor del elicitor) y regulatoria que estimula factores de transcripcion y
traduccion que eventualmente llevan a la induccion de genes de resistencia
vegetal (R) para la produccion y acumulacion de proteinas relacionadas a la
patogenesis (PR) con la formacién de compuestos secundarios como las
fitoalexinas que tenen propiedades antimicrobianas (Eilert, 1987; Peters y
Verma, 1990; Creelman y Mullet, 1995; Yang y col., 1997 y Hammond-Kosack y
Jones, 2000; Hahlbrock y col., 2003), asi como la formacion de otros compuestos
del metabolismo secundario (Sudha y Ravishankar, 2002).

Por ejemplo, en el cultivo de células en suspension de la planta de perejil
Petroselinum crispum al adicionar una fraccién peptidica del hongo fitopatégeno
Phytophthora sojae como elicitor. Se llevé a cabo el reconocimiento del elicitor, por
un receptor de la membrana plasmatica vegetal, que estimulé rapidamente la
permeabilidad de la membrana al incrementar los flujos de entrada de los iones
H+ y Ca? y de los flujos de salida de los iones de K+ y Cl. Este flujo de iones,
activd al gen especifico de la mitosis Map cinasa y la formacion de especies
reactivas del oxigeno (O-, OH, H:0,), dependientes de la activacion de la NADPH
oxidasa (Démenburg y Knorr, 1995). También se llevé a cabo la fosforilacién y
desfosforilacién proteica (Berglund y Ohlsson, 1995; Yang y col., 1997; Dangl,

1998; Delledonne y col.,, 1998) con la subsecuente activacion de los genes y

30



proteinas relacionadas a la patogenesis originando la formacién de fitoalexinas y

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

En algunos casos, se lleva a cabo la activacion de moléculas mensajeras
como el etileno que es requerido para mediar la resistencia contra hongos
patégenos, y en combinacién con el acido salicilico, el cual se encuentra
normalmente en las células en una forma inactiva de almacenamiento como acido
salicilico B-glucésido activan determinados genes que codifican para la enzima de
la quitinasa hidrolizando la pared celular del fitopatégeno. En otros casos, es
liberado el acido linolénico en respuesta a la alteracion de los canales i6nicos de
la membrana. Este acido graso es el mas abundante de la membrana vegetal y
que una vez libre es convertido en acido jasmoénico por un proceso dependiente de
una enzima lipooxigenasa (Bargabus y col.,, 2002), el cual induce los genes y
proteinas relacionadas a la patogénesis (Figura 8) (Creelman y Mullet, 1995;
Hammond-Kosack y Jones, 2000).
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Figura 8. Modelo de activacion de las diferentes respuestas de la defensa vegetal,
en el cultivo de células en suspension de la planta de perejil (Petroselinum
crispum) (Hammond-Kosack y Jones, 2000).
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1.2.3.3. Aspergillus niger como elicitor biético.

Aspergillus niger es un hongo filamentoso, patogeno de plantas y
contaminante de alimentos, semillas y granos almacenados {Bennett, 1985). Es
causante de la enfermedad de aspergilosis en el humano (Walsh y Pizzo, 1988).

Este hongo tiene la capacidad de asimilar como alimento una éenorme
variedad de sustancias, debido al gran numero de enzimas que puede producir
para degradarlas. Por esta razén es utilizado en diverso procesos industriales
para la elaboracién comercial de acidos organicos como el acido citrico, oxalico,

glucénico y galico ademas de enzimas como la amilasa, invertasa, lipasa y renina
(Herrera y Ulloa, 1998).

Aspergillus niger fue utilizado para el incremento del pigmento indirubina en
los cultivos de células en suspensién de la planta de Polygonumn tinctorium
(Marero y col., 1997). También, para aumentar la concentracién de los
compuestos anticancerigenos, shikonina en los cultivos de células en suspension
de la planta de Amebia euchroma (Fu y Lu, 1999) y de plumbagina en el cultivo
de Plumbago rosea L. (Komaraiah y col.,, 2002). Ademas de empleario como
biocatalizador en diferentes reacciones quimicas con diferentes sustratos
(Asakawa y col., 1991; Demyttenaere y Willemen, 1998; Kiran y col., 2004).

33



1.3. Psacalium peltatum.

1.3.1. Clasificacion taxonémica de Psacalium peltatum.

Psacalium peltatum (H.B.K.) Cass. (Syn. Senecio peltiferus Hemsl.). Se
clasifica en la familia Asteraceae, tribu Senecionenae. Sinonimia principal:
Senecio peltiferus Hemsl.

La familia Asteraceae (Compuestas) es un grupo de plantas numerosas, con
aproximadamente 1535 géneros y alrededor de 23,000 especles conocidas. Se
estima que en México existen 2700 especies de compuestas, distribuidas en 323
géneros (Villasenor, 1993). Para el género Psacalium, se calculan 36 especies
nativas con 6 especies de distribuciéon amplia, 25 de distribucién regional, 8 de
distribucion local y 2 en peligro de extincién (Turner y Nelson, 1998). También
hay 47 especies distribuidas desde el suroeste de los E. U. A. hasta Guatemala
(Barkley y col., 1996).

1.3.2. Descripciéon taxonémica de Psacalium peltatum.

La descripcion taxonémica refiere que Psacalium peltatum (H.B.K.) Cass. es
una planta herbacea perenne, subescaposa, erecta de 0.3 a 1.3 m. de-alto. Con

rizoma grueso y raices fasciculadas verticales.

Los tallos, hojas e influorescencias son densamente pilosos con pelos
multicelulares. E] tallo principal es estriado-acanalado y meduloso, lanoso en la
base cerca de la raiz. Tiene de 3 a 4 hojas basales en roseta, con pecioclos de 6 a
42 cm de largo. Las hojas son principalmente peltadas con laminas
suborbiculares peltadas y palmatinervas, profundamente multilobadas, con 6 a 8
nervaduras principales, v de 7 a 9 lébulos o dientes mas pequerios. Las
cabezuelas tienen 20 o mas flores, sobre pedunculos de 0.3 a 2 cm de largo,
receptidculo plano y ligeramente alveolado. El color de las flores es crema a café,
de 14 a 21 mm de largo (Figura 9) (Robinson y Brettell, 1973; Rzedowski y
Rzedowskd, 1985).
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La localizacién que presenta la planta es variable y compleja, con variedades
segan el lugar donde se colecta. Crece en el campo asociada a vegetacién

perturbada de los bosques de encino y juniperos (Pippen, 1968).

-

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

1.3.3. El complt_:jo matarique.

El término “complejo” se atribuye al conjunto de plantas con nombres
comunes 6rganos y usos similares, ademas con alguna semejanza anatémica y/6
funcional. Por ejemplo las raices del conjunto de plantas conocido como complejo
matarique, estd constituido por: Psacalium peltatum, Psacalium palmeri,
Psacalium sinuatum, Psacalium decompositum, Psacalium radulifolium y Acourtia

thurberi, especies que tienen rizomas, raices y copetes pilosos de la base del tallo
semejantes (Figura 10).
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Las raices del complejo matarique, se emplean en forma individual o con
otras diferentes plantas como remedio para la diabetes, el reumatismo,
enfermedades renales y gastrointestinales (Bye y col., 1995; Gardurio-Ramirez y
col., 2001).

Figura 10. Aspecto del rizoma y raices de Psacalium peltatum

Debido al efecto hipoglucemiante de estas especies, se originé la
sobreexplotacién de algunas de ellas, particularmente de Psacalium
decompositum considerada la planta mas utilizada y costosa debido a su
ubicuidad en Chihuahua (Inman y col., 1996: Alarcén-Aguilar y col., 1997). Sin
embargo se incremento el uso de Psacalium peltatumn por su crecimiento cercano

a los centros de comercializacién y un costo mas accesible (Alarcon-Aguilar y col.,
1997).

1.3.4. Aspectos farmacolégicos y compuestos quimicos de Psacalium
decompositum y Psacalium peltatum.

La mayoria de los aspectos farmacoldgicos y fitoquimicos que se conocen
son de Psacaliurn decompositum. De esta especie se aislaron e identificaron
diversos sesquiterpenos que pertenecen al grupo del furano naftaleno.

El cacalol {1) que tHene como esqueleto al furano tetrahidronaftaleno, la
cacalona (2) con un grupo ceténico en el anillo aliciclico, el éter metilico del
dehidrocacalol (3) con una doble ligadura en el anillo, la maturinina (4)
totalmente aromética con un metilo, la maturina (5a) con un hidroximetilo, la
maturinona (6) y maturona (7) con el anillo central que esta en forma quinoidea
(Figura 11) (Romo y Joseph-Nathan, 1964; Correa y Romo, 1966), asi como otros
compuestos como los alcaloides pirrolizidinicos (Kapadia y col.,, 1990),
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considerados agentes hepatotéxicos, mutagénicos, carcinogénicos y teratogénicos
(Bohlman y col., 1990; Plaa, 1991).

OH OMe
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CHO
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Ba R = CH,OH 7 R = CH,OH

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

El cacalol (1) es uno de los compuestos mas estudiados porque presenté
actividad antimicrobiana (Jiménez y col., 1992), inhibicion de la germinacién en
la planta de Amaranthus hypocondriacus (Amaranthaceae) y de Echinocloa
crusgalli (Poaceae), asi como actividad contra algunos fitopatégenos (Anaya y col.,
1996).

El estudio del efecto hipoglucemiante en ratones con la decoccién de las
raices de Psacaltum decomnpositum, Psacalium peltatum y Acourtia thurberi,
demostré que no habia relaciéon con algunos de los compuestos mencionados
(Alarcén-Aguilar, y col., 1997). Sin embargo, en ensayos de actividad

antiinflamatoria con ratones se observé que el compuesto conocido como acetato
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de maturina, aislado de Psacalium peltatum presenté actividad antiinflamatoria
(Hemandez-Tejeda, 1999).

En base a la importancia que tiene estos hallazgos, se plante6 realizar el
establecimiento de los cultivos de tejidos vegetales de Psacalium peliatum y
evaluar la produccién de sesquiterpenos mediante la adicién de un elicitor, el
homogenado fiingico de Aspergillius niger. La determinacién y cuantificacién de
los compuestos presentes se realizd por medio de diferentes métodos

cromatograficos y espectrométricos.
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2. Justificacién.

La investigacion sobre los cultivos de tejidos vegetales de Psacalium peltatum
sera una contribucién al conocimiento de los compuestos sesquiterpénicos que
tiene la planta y a su produccion mediante la adicion de un elicitor, el

homogenado fuingico de Aspergillus niger.

De la misma manera, la informacion obtenida, aportara evidencia cientifica
necesaria en la medicina tradicional mexicana y contribuira en las decisiones que

se realicen para la conservaciéon del recurso natural.
3. Hipoétesis

La elicitacion es una las diferentes estrategias biotecnolégicas que se
utilizan para la produccién de metabolitos secundarios en los cultivos in vitro de
plantas que son fuente de consumo y que se emplean como materia prima en
diferentes industrias, como la industria farmacettica. El mecanismo bioquimico
de elicitacién se establece mediante la interacciéon de los elicitores con receptores
de la membrana plasmatica que inducen la expresion de genes y la sintesis de
compuestos secundarios en la planta en respuesta a su presencia. De esta
manera, se plantea que la formacion y acumulacion de sesquiterpenos en los
cultivos de celulas en suspension de Psacalium peltatwm aumentara debido a la

adicion del elicitor, el homogenado fungico de Aspergillus niger.

39



4. Objetivo general.

Obtener cultivos de células en suspension de Psacalium peltatumy analizar
en ellos la produccién de sesquiterpenos después de la adicién del homogenado

fangico de Asperygillus niger.
4.1 Objetivos particulares.

1. Aislar, purificar e identificar los compuestos sesquiterpénicos de las raices de
Psacalium peltatum, mediante espectrometria de masas, métodos
espectroscopicos (RMN, IR, UV) y propiedades fisicas (punto de fusion y Rf),

para ser utilizados como patrones de referencia.

2. Obtener los cultivos de callo y de células en suspensiéon de Psacalium
peltatum.

3. Evaluar el crecimiento celular a través de la cinética de crecimiento y la
induccion de sesquiterpenos por el homogenado fungico de Aspergillus niger
utilizando la cromatografia liquida de alta resolucion en los cultivos de cé€lulas

en suspension de Psacalium peltatum.

4. Comparar la produccion de los sesquiterpenos de las raices de la planta
silvestre de Psacalium peltatum en los cultivos de callo y de células en

suspension.
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5. Materiales y métodos.

Para el cumplimiento de los objetivos planteédos la parte experimental se
llevé a cabo en dos etapas. El estudio fitoquimico y el cultivo de tejidos vegetales.
En cada etapa se llevaron a cabo procedimientos distintos {Figura 12).

RUTA EXPERIMENTAL

Colecta de la planta

Identificacion taxonémica

Cultivos de
tejidos vegetales

Obtencion de explantes a
partir de hojas jovenes.
Obtencidén de los extractos

de las raices. I |

Estudios Fitoquimicos

Induccién y proliferacion
de callo.

Establecimiento de cultivos.

Fraccionamiento por €n Suspension.

columna de los extractos
hexanicos de las raices I |

colectados. Establecimiento de la

induccion por adicion de
Aspergillus niger.

4

Determinacion y comparacion de los sesquiterpenos de las
raices y los cultivos celulares. Utilizando cromatografia en
placa fina, RMN! H, 13C, EM y HPLC.

i [
Figura 12. Representacion diagramatica de la ruta experimental para la
induccién de sesquiterpenos en los cultivos in vitro de Psacalium peltatum por
homogenado de Aspergillus niger.
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5.1. Colecta e identificaciéon taxonémica del material biolégico.

Organismos completos y raices de Psacalium peltatum fueron colectados en
junio y noviembre del 2001 en la comunidad de la Estanzuela del Municipio de
Mineral del Chico, Hidalgo, México. La identificacion taxonémica de la especie y
de la vegetacion asociada fue realizada por la técnica académica del Herbario
Nacional, Gilda Ortiz Calderon. Un ejemplar de Psacalium peltatum var. peltatum,
fue depositado en el Herbario MEXU del Instituto de Biologia con ntmero de
registro 1138692.

5.2. Estudios fitoquimicos.

Fue necesario purificar e identificar los compuestos sesquiterpénicos
mayoritarios de las raices de la planta, los cuales fueron utilizados como patrones
de referencia en los métodos analiticos. A continuacién se menciona, la

preparacion del extractoy el procedimiento cromatografico optimizado.
5.2.1. Extraccion y fraccionamiento preliminar.

Las 1765 raices de Psacalium peltatum obtenidas de las dos colectas con
un peso fresco de 6.324 Kg se secaron a temperatura ambiente durante una
semana, obteniendo un peso seco de 4.381 Kg. Entonces las raices se cortaron en
fracciones pequenias de 1.5 cm de largo y se colocaron en un recipiente de vidrio
de 4.5 litros de capacidad, anadiendo hexano hasta cubrir el total de raices,
realizando recambios de disolvente cada 24 horas durante 5 dias. El extracto
obtenido de cada recambio fue llevado a sequedad con presion reducida y a

temperatura maxima de 60°C en un rotaevaporador.

El total del extracto hexanico de raiz obtenido fue de 15.69 g. Se
fraccionaron 6 g del extracto hexédnico, mediante cromatografia en columna
abierta con gel de silice como adsorbente (90 g de silica gel G60 Merck, granulos

de 0.2-0.5 mm); el proceso de elusion se llevéo a cabo con un gradiente de
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polaridad creciente con hexano, hexano: acetato de etilo y metanol en diferentes

proporciones.

Las fracciones obtenidas fueron analizadas por cromatografia en capa fina
de silica gel, impregnadas con un indicador de fluorescencia 60 GFa2s4 Alugram.
Los compuestos fueron visualizados por luz UV, revelados con una solucién de
sulfato cérico Ce (SO4)2 disuelto en acido sulfarico (H2SO4) y hielo picado. Para el
desarrollo del color fue necesario calentar pbr 2 minutos aproximadamente a
110°C. Cuando se utiliz6 el sistema de elusién hexano: acetato de etilo (98:2), se
combinaron aquellas fracciones que resultaron semejantes. También, se evalué el
comportamiento y purificacién de los compuestos obtenidos del fraccionamiento
por columna abierta, con fraccionamientos mediante cromatografia en placa

preparativa con gel de silice como adsorbente.

5.2.2, Caracterizacion espectroscopica, espectrométrica, punto de fusion y
R¢ de los compuestos obtenidos.

Los compuestos que se obtuvieron del extracto hexanico de raiz de
Psacalium peltatum se enviaron para su analisis a los laboratorios de Resonancia

Magnética, Espectrometria de Masas e Infrarrojo del Instituto de Quimica, UNAM.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMN de 'H)
se realizaron por medio de espectrémetros analiticos Varian Gemini 200 (200
MHz), Varian UNITY-300 (300 MHz} y Varian Unity-500 (500 MHz), los espectros
de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN de 13C) se realizaron por
medio de espectrometros analiticos de 125 MHz y HMBC (9MHz) en solucion de
cloroformo deuterado. Los desplazamientos quimicos se expresaron en partes por
millon (ppm) referidos al tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los
espectros de Infrarrojo (IR), se determinaron en un espectro Nicolet Magna FT-IR

SX en solucion de cloroformo.

Los puntos de fusion se determinaron en un equipo Fisher Scientific

empleando cubreobjetos redondos, €l valor se reporté en °C.
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5.3. Cultivos de tejidos vegetales.

Para llevar a cabo la identificacion y cuantificacién de sesquiterpenos en
los cultivos celulares, fue necesario establecer los cultivos de callo a partir de los
explantes de hoja y los cultivos celulares con la adicién del elicitor fungico. A
continuacion se mencionan la preparacion de los medios de cultivo, la obtencién

de los explantes y los diferentes cultivos de tejidos vegetales.
5.3.1. Preparacidon de los diferentes medios de cultivo.

Los medios de cultivo de induccién de callo (MSC1), proliferacion de callo
(MSC2), incremento de biomasa en células en suspension (MSB) y de produccién
de metabolitos secundarios (B5) se prepararon en base de los componentes de los
medios de cultivo de Murashige y Skoog, 1962 (MS), y Gamborg, 1968 (B5), a
través de soluciones concentradas 100 X (Tabla 2).

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

Compuesto MS B5

PM (g) mgL 1 (mM) mgL 1(mM)
Sol. 1
NHsNO3 80.04 1650 (20.61) -
KNOs3 101.11 1900 (18.8) 2500 (24.8)
(NH4)2SO4 132.14 - 134 (1.0)
Sol. II .
MgS04.7H20 246.48 370 (1.50) 250 (1.0)
MnSO04.H20 169.00 16.9 (0.1) 10.0 (59)
ZnS04.7H20 287.54 8.6 (0.030) 2.0 (7)
CuS04.5H20 249.68 0.025 (0.0001) 0.025 (0.0001)
Sol. III
CaCl2.2H20 147.02 440 (3) 150 (1.0)
KI 166.01 0.83 (0.005) 0.75 (5)
CoCl2.6H20 237.93 0.025 (0.0001) 0.025 (0.0001)
Sol. IV
KH2PO4 136.09 170 (1.25) -
NaH2PO4.H20 138 - 130.5 (0.9)
H3BO3 61.83 6.2 (0.100) 3.0 (49)
NaMo00QO4.2H20 241.9 0.25 (0.001) 0.25 (0.001)
Sol. V
FeS04.7H20 278 27.8 (0.1) 27.8 (0.1)
EDTA.2H20 372.2 37.3{0.1) 37.3(0.1)
Fuente de carbono:
Sacarosa 342.31 30,000 (87.63) 30,000 (87.63)

*PM: peso molecular; mM: milimolar.

44



Todos los medios de cultivo fueron complementados con 30 gL-! de sacarosa,
en cada cultivo se especifican las variaciones probadas asi como las distintas
concentraciones de vitaminas y reguladores de crecimiento (anexo l.a y 1.b).
Ademas, los medios se ajustaron a pH 5.7 con hidroxido de sodio (NaOH) 1 Ny
acido clorhidrico (HCI) 1 N.

Los medios de cultivo de induccion (MSC1) y proliferacion de callo (MSC2),
se vaciaron a frascos de 15 y 25 mL de capacidad con gellan como agente
gelificante al 0.25%. Para el cultivo de las células en suspensién se utilizaron
matraces de 125 mL con 60 mL de medio de cultivo liquido MSB o B5.

Los medios de cultivo sélidos y liquidos se esterilizaron a 1.2 mm Hg/cm? de

presion a una temperatura de 121° C durante 18 minutos.

El proceso de esterilizacion, asi como de siembra de los callos y
suspensiones se llevé a cabo en condiciones de asepsia total en una campana de

flujo laminar.
5.3.2. Obtencién y desinfeccién de los explantes.

Se colectaron 4 plantas silvestres de Psacalium peltatum y se
transplantaron en macetas, con el fin de conservarlas y aclimatarlas en el

invernadero del Conjunto E de la Facultad de Quimica.

Las plantas se fertilizaron cada 15 dias durante 1 mes con una solucion
que contenia la mitad de la concentracion de los componentes del medio MS, sin

vitaminas y sacarosa, para la obtencién de abundantes hojas.

Las hojas jovenes que se obtuvieron de las plantas en maceta se colectaron
en forma aleatoria. Se esterilizaron superficialmente mediante el siguiente
procedimiento: lavado con agua jabonosa por 10 minutos, seguido de etanol al
70% por 1 minuto, posteriormente se sumergieron en solucién de hipoclorito de

sodio comercial con el 6% de ingrediente activo al 10 % (v/v) por 7 minutos, con
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agitacion constante. Al término de este tiempo se removio la solucion y se enjuagoé
exhaustivamente con abundante agua destilada estérii en condiciones de
esterilidad. Para evitar la oxidacion de las hojas se sumergieron en una solucién

al 0.1% de acido ascorbico.

A cada lamina foliar se le realizaron cortes de 1 cm? en la parte central,
cerca de las nervaduras principales. De 4 a 5 explantes obtenidos se depositaron

en los frascos con medio de cultivo.

5.3.3. Cultivos de callo.

Los cultivos de callo fueron establecidos a partir de los explantes de hoja
con 2 diferentes medios de cultivo: MSC1 y MSC2.

El medio de cultivo MSC2, a diferencia del medio de cultivo MSC1, estuvo
modificado en relacion a la concentracion de las sales inorganicas de la solucion I
de nitratos del medio MS (Tabla 3).

Tabla 3. Composicion de la solucién I de nitratos/amonio para los medios de
inducciéon (MSC1) y proliferaciéon (MSC2) de callo en mgL-1.

Solucién I Medios de cultivo (mgL-!)

Compuesto MS MSC1 MSC2
NH4NO3 1650.0 1650.0 825.0
KNO3 1900.0 1900.0 950.0

Ambos medios de cultivo estuvieron complementados con 2 mgL-! de 2,4 D,
0.3 mgL-! de BAP, 10 miL! del coctel de vitaminas (C20), 10 mgL! de sulfato de

adenina y 0.1 gL-! de acido ascérbico como antioxidante (Anexo 1.a).

Los cultivos se incubaron bajo condiciones de obscuridad a una
temperatura de 25 + 2°C. El subcultivo se realiz6 a la tercera semana eliminando

el tejido oxidado y evitando la deshidratacion del medio de cultivo.
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El crecimiento del callo se evalu6 en los medios MSC1 y MSC2 con el peso
seco después de 6 subcultivos, con 4 repeticiones por tratamiento, calculandose
el promedio de las repeticiones, la desviacion y error estiandar, ademas del

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

El peso fresco y seco se inici6 al tiempo cero con la inoculacién de 1 g de
material vegetal de callo en 25 mL de medio, la respuesta se evalué cada tercer

dia durante 25 dias.

El peso fresco se determiné separando el callo del medio de cultivo,
pesandolo en una balanza analitica en cajas Petri estériles en condiciones
asépticas. El peso seco se determiné, después del secado del callo, en charolas de
papel aluminio previamente pesadas, colocadas en el interior del cuarto de

incubacién con temperatura constante de 25 + 2°C.

Con base en el peso fresco y seco se calculd el porcentaje de acumulacion
de liquido intracelular (L.I. %) mediante la diferencia de los valores del peso fresco

y seco, empleando la siguiente ecuacion:

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

En relacion al peso seco se calcularon los siguientes parametros de
crecimiento: biomasa maxima, velocidad especifica de crecimiento y tiempo de

duplicacion.

La velocidad especifica de crecimiento (1), fue calculada mediante el

modelo matematico de Monod cuya ecuacion es: px = dx/dt.

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

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

El valor de la velocidad especifica de crecimiento se obtuvo al graficar el

logaritmo natural de x contra el tiempo (correspondiente a la fase de crecimiento
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exponencial) y por andlisis de regresion, se obtuvo una linea recta, cuya
pendiente se determiné como la velocidad especifica de crecimiento. Este valor
indic6 la velocidad del incremento de la biomasa de la poblaciéon celular por

unidad de masa celular y se expreso en dias-!.

El tiempo de duplicacién (td) fue calculado con el valor de p. En base a la
siguiente ecuacion: td =In2 = 0.693/1. Donde 0.693 es el logaritmo natural de 2.
El tiempo de duplicacién indicé el tiempo que tarda la masa celular en completar

un ciclo de divisién celular completo.
5.3.4. Establecimiento de los cultivos de células en suspension.

Los cultivos de células en suspension de Psacalium peltatum se
establecieron a partir de la transferencia de 4 g en peso fresco de callo a matraces

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

Los medios de cultivo utilizados fueron el medio MSC1, MSC2 y MSB. En
diferentes intervalos de tiempo. E1 MSC1 a 7 dias, el MSC2 a 12 dias y el MSB a
12 y 23 dias.

El medio de cultivo para incremento de biomasa (MSB) fue senﬂejante al
medio MSC2 en relacion a la concentracion de las sales inorganicas de la
solucién I de nitratos sales inorganicas. Ademas estuvo adicionado con 10 mLL!
de céctel de vitaminas R2, 1 mgL-! de AIA y 0.3 mgL-! de BAP a pH de 5.7 (Anexo
1.b).

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

cultivo a 25 = 2°C, en la oscuridad.

Las variables fueron medidas con 2 repeticiones cada 72 horas durante 15
dias, después de los siete primeros dias de crecimiento en que se logré obtener

cultivos homogéneos, se inici6 la determinaciéon de la cinética de crecimiento.
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La cinética de crecimiento se determiné con una alicuota de 1.5 mL por
matraz, la cual se centrifugé a 13,000 rpm durante 15 min en una
microcentrifuga (Eppendorf). Posteriormente el paquete celular obtenido se lavo
con agua estéril y agitacion constante para centrifugarse nuevamente y
finalmente se coloc6é en papel filtro Wattman No.1l, pesado previamente y por

diferencia de peso se determiné el peso fresco.

Para el peso seco el papel filtro con el paquete celular, se coloc6é en el
interior del cuarto de incubacion a temperatura constante de 25 * 2°C; una vez

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

Los parametros de crecimiento que se calcularon con base en el peso seco,
fueron la biomasa maxima, la velocidad especifica de crecimiento y el tiempo de

duplicaciéon como en el cultivo de callos.
5.3.5. Elicitacion de sesquiterpenos.

Para la elicitacion de sesquiterpenos y como proceso de optimizacion se
establecio la utilizacién del medio de cultivo B5, ademas de los medios de cultivo
MSC2 y MSB. En diferentes intervalos de tiempo. E1 MSC2 a 5 y 14 dias, el MSB
y B5 a 14dias. Después del sulcultivo a los 7 dias con el medio MSB. .

El medio de cultivo B5 estuvo complementado con 10 mLL-! de coctel de
vitaminas R2, 1 mgL! de 2,4 D, 0.5 mgL-! de AIA, 0.5 mgL-! de ANA, 0.3 mgL! de
BAP a pH de 5.7 (Anexo 1.b).

El empleo de Aspergillus niger como elicitor se hizo por la facilidad que tiene
este organismo de presentarse en cualquier ambiente, no requerir condiciones
especiales para su crecimiento y cultivo, ademas que es utilizado como referencia
en este tipo de ensayos (Godoy-Hemandez y col., 1991; Fu y Lu, 1999; Zhao y
col., 2000; Zhao y col., 2001).
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La cepa axénica del hongo fue proporcionada por personal del Laboratorio
de Micotoxinas del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Auténoma de
México. La forma en que se utiliz6 la cepa axénica de Aspergillus niger fue por
medio del homogenado del micelio crudo del hongo, que se preparé en base al

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

La cepa axénica de Aspergillus niger se regeneré6 utilizando cultivos sé6lidos
de medio Czapeck a 24°C durante 15 dias. Posteriormente a los cultivos sé6lidos
se les agregd agua estéril para disgregar las colonias esporuladas e inocular con 5
mL matraces Erlenmeyer de 250 mL con medio liquido Czapeck a 24°C y en
agitacion constante. De esta manera se obtuvieron cultivos sumergidos en forma

de pequerios agregados durante 7 dias.

Los agregados celulares obtenidos se filtraron, se lavaron 3 veces con agua
estéril y una soluciéon 0.5 M de NaCl (29gL-1). El micelio obtenido fue molido en
proporcion de 5 volimenes (g de micelio/mL) con la solucion de NaCl en un
extractor de alimentos comercial. Después se colecté €l homogenizado y se repitié
la homogenizacién con una solucién de 20 mM de Tris-HCl, pH 7.5, y 50 mM
EDTA, exhaustivamente hasta examinar por microscopia en campo claro la hifa
sin contenido celular. Enseguida se agité el micelio por 3 horas con solucion
amortiguadora de Tris-EDTA en proporciéon de 15 volumenes (g micelio/mL),
después se colecté6 a través de un filtro Whatman No. 1 colocado sobre un
embudo Buckner de porcelana y se aplico una ligera succiéon para remover el

exceso de solucion amortiguadora.

- En seguida se realizaron lavados continuos con 10 volimenes de agua
destilada fria, 5 volumenes de acetona-metanol (1:1 v/v) y 5 volimenes de
acetona. El micelio se resuspendié en agua (1 ml/g de micelio), se centrifugé a
13,000 rpm durante 30 min en una microcentrifuga (Eppendorf), se separo el
sobrenadante y se peso 30 mg de homogenado en peso fresco por tubo de 1.5 mL,
adicionando 0.5 mL de agua y se esterilizé6 durante 30 min en autoclave a 1.5

kg/cm? de presion.
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El homogenado obtenido se adicioné a cada uno de los matraces con células
en suspensioén, en funcion a la cantidad de células (biomasa) por Kg de peso

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