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RESUMEN

Calendula officinaliss una plantanerbacea ampliamente usada en la medicina tradicional y en la
industria cosmeética, debido a sus predades antiinflamatorias y cicatrizantes, entre otras, siendo

el &cido oleandlico uno de los metabolitgsie contribuye con estas actividades, incluyendo
ademasuna actividad antitumoral. Los cultivda vitro de células vegetales son una alternativa
viable para la produccién controlada de metabolitos secundarios, pero para lograr una aplicacion
comercial esnecesario emplear estrategias que mejoren la produccion. El objetivo de la
investigacion fue estudiar el efecto de la elicitaciébn con metil jasmonato (MJ), acido salicilico (SA),
y la concentracion de sacarosa en el medio sobre la produccion de &ciddlaedibre (no como
glicésido) en cultivos de células en suspensiorCdefficinalis Los cultivos fueron establecidos
empleando la metodologia descrita por Grzelak y col. (2002). EI MJ y SA se introdujeron
estérilmente el dia de inoculacién o luego dez dias. El acido oleandlico fue cuantificado
extracelularmente e intracelularmentgor HPLC. Se encontré que la elicitacion con MJ mejora la
produccién, siendo la concentracién de 100 uM aplicandose el dia decimo de cultivo, la condicion
gue promueve lanayor produccion (5.29 + 0.33 mg/l), con respecto al cultivo sin elicitor (1.43 +
0.21 mgl/l), cuantificado en el medio e intracelularmente. El MJ mostro una tendencia mayor para
la induccién de &cido oleandliapue el acido salicilico (SA) el efecto dda concentracion de
sacarosa en el medio de cultivo no fue concluyente. No fueron detectados en los extractos
alcoholicos de las células cultivadas flavonoides como acido clorogénico, quercetina, kaempferol, y
acido cafeico.

Palabras clavemetil jasmonao, acido salicilicocélulas en suspensién, metabolitos secundarios,
acido oleandlico.



EVALUATION GBLEANOLIC ACADID OTHERS SECONDARY METABCGROUE®CTIORROM
ELICITEDELL SUSPENSION CULTURE&@Hula officinalis

ABSTRACT

Calendula officinaliss an herbaceous plant widely used in traditional medicine and cosmetic
industry, due to its antinflammatory and woun¢healirg properties, being oleanolic acid one of
bioactives compounds that contribute with these activitiés.vitro plant cell cultures are viable
alternative to controlled production for secondarmetabolites, but, to achieveommercial
application is necessarto employ strategies that enhancproduction The objetiveof this
research was studied the effect of elicitation with methyl jasmonate (MJ) and salicylic agid (AS)
and sucrose concentration in mediuon free oleanolic acid production by cell suspensguitures

of C. officinalisCel cultures were established usitige methodology described by Grzelak et al
(2002). MJ and SA were aseptically introduced at inoculation day or after ten days. Oleanolic acid
was quantified extracellular and intracellulay bBIPLC Elicitation at 10th day of culture with 100

UM of MJ was found to induce highest oleanolic acid production (5.29 + 0.33 mg/l) conyidined
untreated cultures (1.43 + 0.21 mg/l). MJ showed more capacity to induce oleanolic acid than AS
in the coneentration intervalstudied and effect of sucrose concentration wasclear.However,
AShad more negative effect on cell suspension cultures growth than RElvonoidsincluding
chlorogenic acid, quercetirkaempferol and caffeic acid wermt detected inalcoholic extracts of

cell cultures.

Keywords: methyl jasmonate, salicylic acid, cell suspension cultures, secondary metapolites
oleanolic acid.
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1. INTRODUCCION

El &cido oleandlico es un triterpenoide peritdico ampliamente distribuido en plantas
medicinales (Liul995), entre las que se encuenialendula officinalisRuszkowski et at., 2003

Este metabolito secundario ha mostrado tener mdltiples actividades farmacoldgicas de interés,
como cicatrizante, antiinflamatoria, anWIH, entre otras (Liu, 1995).

La poduccion actual de esta sustancia se basa en la extraccidon con solventes organicos desde
plantas medicinales (Banik, 2008), y su valor en el mercado oscila entre 300 y 400 ddlares por
gramo (Srivastava, 2005) el cual es alto, como consecuencia de dascbagentraciones en las
plantas de las que se extrae.

Calendula officinali®s una planta cominmente empleada en la medicina tradicional, y cuyos
metabolitos presentes en ella han mostrado tener multiples actividades farmacoldgicas (Ramos et
al., 1998).

Sin embargods metabolitos secundarios generalmente se producen en bajas concentraciones en
las plantas y las dificultades asociadas al cultivo de las mismas, hacen que el aprovechamiento de
estas sustancias por cultivo de las diversas especies eparapo no siempre resulte
econdmicamente viable (Kieran et at., 1997) y sea bastante dependiente del estado fisiologico y la
etapa de desarrollo de la planta (Oskman e Inze, 2004).

El cultivo de las células vegetales en suspension es un tipo de tecnolagiposibilitaria la
produccion de metabolitos bajo condiciones controladas y reproducibles (Kieran et at., 1997). Sin
embargo, para que estos sistemas de cultivo sean rentables, es importante desarrollar métodos
que permitan la generacion de grandes rengintos de los productos (Dicosmo y Misawa, 1995);

por ejemplo la optimizaciéon de los niveles de los nutrientes del medio de cultivo es importante
para incrementar la productividad (Saito y Mizukami, 2002), asi como el empleo de elicitores los
cuales activa rutas de sefalizacion para la formacion de metabolitos secundarios en respuesta a
diferentes tipos de estrés, o las moléculas que median estos procesos de elicitacién tales como el
metil jasmonato (Gundlach et al.,1992)eb&cido salicilico (Godoy y Laig,1997;a SKY S 2 € f dz
Curtis, 1997, los cuales han mostrado buena efectividad como promotores de la produccion de un
diferente rango de metabolitos secundarios.

El interés farmacolégico y comercial por esta sustancia, ha promovido diversos estudios en
cultivos decultivos de células en suspension de diferentes plar8astellaria baicalens{¥ oon et

at., 2000) Perilla frutescengWang et al., 2004)Uncaria tomentosa Reria et at., 2005),
Tabernaemontana catharinengiBereira et al., 2007 lea europae&Samaru et al., 2007)

En C. officinalisse ha publicado la produccién de acido oleandlico en cultivos en suspensién
(Grzelak y Janiszowska, 2002), incluso, el interés de incrementar la produccion de esta sustancia ha
sido estudiado muy recientemente en cutis de células de esta especie (Wiktorowska et al.,



2010), esto mediante la aplicacion de diferentes agentes elicitores incluyendo al acido jasmaénico,
en ambos trabajos se analiz6 el contenido total de este compuesto (como aglicona libre o

haciendo parte d saponinas). Sin embargo, ain no se ha reportado la respuesta de los cultivos de
esta especie a la elicitacion con metil jasmonato y acido salicilico o a diferentes concentraciones
de nutrientes, sobre la produccion de acido oleandlico libre.



2. JUSTIFICACION

El establecimiento de sistemas de producciéon de base biotecnoldgica, tales como los cultivos de
células vegetales en suspension para la produccion de metabolitos secundarios con fines
farmacoldgicos, ofrece alternativas de das#lo sostenible a paises como el nuestro, en donde la
economia se centra ela generacién deoroductos de bajo valor agregadogue generan altos
niveles de contaminaciddurante su elaboraciGnParticularmenteesta tecnologigpermite el
aprovechamientale la biodiversidad vegetal sin explotacion exhaustiva de la tierra por medio de
cultivos, lo cual es bastante importante para la conservacion del medioambiente.

Calendula officinalises una planta empleada en la actualidad con fines farmacoldgicos y
cosméicos a nivel mundial. El desarrollo de un sistema de producitidmitro para los
metabolitos secundarios d€alendula officinalliparticularmente del acido oleandlico constituye

el primer paso para buscar una produccién comercial empleando esta tgéaokEn este sentido

la presente investigacion constituye un aporte al entendimiento del efecto que tienen elicitores
como el metil jasmonato y el acido salicilico, asi como el efecto de la concentracién de sacarosa
sobre la produccionde biomasa ydel acdo oleandlicoen cultivos de células en suspensiGn
officinalis.



3. OBJETIVOS

Objetivo general:

A Estudiar el efecto de algunos elicitores y de la concentracion de sacarosa en el medio de
cultivo sobre la produccion de metabolitos secunida en cultivos de células en
suspension d€alendula officinalis.

Objetivos especificos:

A Determinar el efecto de la elicitacibn con mejdismonato en diferentes concentraciones
sobre la produccion décido olearlico y otros metabolitos en cultivode células en
suspension d€. officinalis

A Determinar el efecto de la elicitacion c@eido salicilicoen diferentes concentraciones
sobre la produccion décido olearblico y otros metabolitos en cultivos de células en
suspension d€. officinalis

A Determinar el efecto de la concentracibn de sacarosa sobre la producciéacide
oleardlico y otros metabolitos en cultivos de células en suspensid. adficinalis



4. MARCO TEORICO
4.1 METABOLITOS SECUNIERDE PLANTAS

Las plantas son aninvaluable fuente de un amplio rango de metabolitos secundarios, los cuales
son empleados como farmacos, agroquimicos, saborizantes, aromas, pigmentos, pesticidas y
aditivos para alimentos (Ramachandra y Ravishankar, 2002). Los productos naturales y sus
derivados representan mas del 50 % del total de los medicamentos de uso clinico en el mundo, y
las plantas superiores contribuyen con no menos del 25 % del total {Eakiim, 2006).

Las plantas producen una gran diversidad de metabolitos secundariogageeen no tener una
directa funcion en el crecimiento y desarrollo, y generalmente tienen una restringida distribucién
en el reino vegetal, dado que algunos metabolitos particulams varias veces encontrados en

una Unica especie vegetal o un grupo oid@mado deespecies (Taiz y Zeiger, 200t embargo,

se sabe que srtol principalesta en la adaptacion de las plantas a su medioambiente (Bourgaud

al, 2001). Algunos de estos metabolitos son dificiles de sintetizar quimicamente y de dificil
producddn por parte de microorganismos a través de la ingenieria genética debido a la compleja
red metabdlica que involucra su sintesis y la regulacién que existe sobre estas rutas (Zhong, 2001).
Esto conduce a que la explotacién comercial de dichas sustaradiastsnja a su extraccion desde

las plantas.

Los compuestos secundarios de las plantas son usualmente clasificados de acuerdo con su ruta
biosintética. Tres grandes familias de moléculas son generalmente consideradas: compuestos
fendlicos (antocianinas,flavonoides y taninos), compuestos nitrogenados (alcaloides) v,
finalmente, terpenoides (en estos se incluye a los esteroides) (Bouggalgd2001).

4.1.1 Los terpenos

Los terpenos (terpenoides), son quizas la mas diversa familia dentro de los podattrales
sintetizados por las plantas. Estos terpenos pueden ser clasificados como metabolitos primarios
necesarios para las funciones celulares y el mantenimiento, y como metabolitos secundarios, los
cuales no estan involucrados en el crecimiento wadmllo (Rberts, 2007). El isopentenil
pirofosfato (IPP), es un precursor Unico en la biosintesis de los terpenos, y es producido por dos
rutas biosintéicas en las plantas: la ruta del me#ritritol- fosfato (MEP), donde la biosintesis
ocurre en logloroplastos; y la ruta del &cido mevaiéo (MVA), la cual tiene lugar en el citodal

funcion de los terpenos en las plantas es considerada ser tanto ecolégica como fisiol6gica, esto es
porque pueden actuar inhibiendo el crecento de otras plantas (elopati), como insecticidas,
atraccion a insectos polinizadores, e incluso pueden actuar como hormonas vegetales, tales como
el &cido absidco y el acido gibetieo (Brielmanret al, 2006), entre otras.



Uno de los mé conocidos terpenoides es la azadtina, la cual impide la alimentacién de algunos
insectos hasta en dosisasbajasa 50 ppm,y se considera como un agente de control biol6gico a
causa de su baja toxicidad en mamiferos. Los triterpenodsglims son algunas veces llamados
saponinas deido a su capacidad de formar espuma; su toxicidad es debida a su capacidad para
formar complejos con esteroles, caracteristica que los hace antimicrobianos y estan presentes en
las plantas incluso antes de que los patdgenos ataquen (Taiz y Zeiggr, 2002

Los triterpenos contienen 30 carbonos en su estrtat y son biosinticamente derivados del
escualeno, e incluyeasteroides saponinas, glicésidacardiotdnicos, entre otros. ®dunos pocos
triterpenos son distribuidos ampliamente entre las pksitlos cuales incluyen a las amirinas, el
acido oleantico y el &cido urdico (Brielmannet al, 2006). Los triterpenos en general son
sintetizados en varios pasos union de tres moléculas de isopentenil difosfato da lugar a la
molécula de 15 carborsofarnesil difosfato (FPP). Dos moléculas de FPP son combinadas para dar
lugar a la sintesis del escualeno. El escualeno sufre una ciclizacion, via el intermediéxiolo2,3
escualeno este Ultimo compuesto es comUn a todos &cidogerpénicos y los poductos
dependen de la ciclassspecifice® [-amirin sintasa (también denominadaamirin¢ciclasa, se

Sy Ol NBI RS -afignbMa cNdl dor oxidadion del grupo metilo en el carbono 17 es
convertida a 4cidmleandlicq pero los detalles de esta Ultima transformacién adn permanecen
descorocidos (Dewick, 2009).

4.2 ACIDO OLEADLICO

El &cido oleamlico @O A R zhidroxi-olea 12- en - 28- oico; No CAS: 50®-1; peso molecular

456.7; Figura 1) es un triterpeide pentaciclico, el cual est@mpliamente distribuido en las
plantas en formale &cido libre 0 como aglicona formando parte de saponithaés y Wang, 2007).

Estos compuestos tienen un amplio espectro de actividades farmacoldgicas, y por esta razon estos
compuestos se han convertido en medicamentos promisorios de origen natural9o%). Las
actividades biolégicas que se atribuyen a esta molécula se resumen en la Tabla 1.

Figura 1. érmula estructural deécido oleamlico. (Tomada de Rodriguet al,2003.

Asi mismo los glicdsidos naturalesdel acido oleandlicqpresentan mitiples actividades, por
ejemplo actividad antidiabetogénida cual fue en ratas alimentadas con gluc¢¥ashikawa y
Matsuda, 200), entre otras varias actividades, y algunos derivados sintéticos muestran inhibicion



en la formacién de osteoclastos (célslque causan osteoporosis cuando hay desequilibrio entre
la formacioén y la resorcién de hueso) (Zhang, 2005) y presentan actividadlidnfzhuet al.,
2001; Kashiwadat al., 1998).

Kowalski en 2007, report6 un estudio del contenido de &oldandlio y acido ursico en algunas

plantas que podrian servir como fuentes de estos compuestos. En este documento se resalta entre

las cinco especies estudiadaSilphium perfoliatum S. trifoliatum, S. integrifoliumPanax
quinquefoliumy C. officinaliy que Calendula officinali®s una de las plantas con mayor contenido
de estos compuestos (en flores 20.53 mg/g seco).

Tabla 1. Actividades terapéuticas détido oleandlico.

Actividad

Modelo de estudio

Mecanismo de accion

Referencias

Anti-inflamatoria

Varics

Inhibicibn de la liberacién dé
histamina, supresién de
ciclooxigenasa & lipoxigenasa

Rajasekaranet al, 1990,
Simonet al, 1992 (Citados
por Liu, 1995).

Cicatrizante

Lesiones gastricas crénicas en ra
macho Sprague Dawley inducidas
con &ido acétto

Sin establecer.

Rodrigueet al,, 2003

Ratones macho con incision de 1cm

Sin establecer.

Mouraet al., 2006

Antitumoral Linea celular de leucemia meloid| Induccion de apoptosis Zhanget al, 2007
humana (HL60)
Ratones macho ICR inoculados d No establecida en el estudio. Hsuet al, 1997
céllas tumorales de sarcoma 180.

Hepatoprotectiva Lesiones hepaticas inducidas c{ Inhibicién de la expresion y actividg Jeong, 1999.
tetracloruro de carbono en ratone{ del citocromo P450 2E1
BALB/c machos.

Anti VIH Linea de células T H9 infectadas d Inhibicién de la replicacién del virus | Kashiwadaet al., 1998

virus HIW

Anticariogénica

Streptoccocus mutans

Inhibicién de glucosiltransferasa

Kosaiet al, 1987 (citado por
Liu, 1995).

Anti-angiogénica

Embriones de pollo

Sin establecer.

Sohnet al,, 1995

Anti-hipertensiva

Ratas Dalh macho sensibles
hipertensioén (sakensibles).

Sin establecer.

Somoveet al,, 2003.

Inmunomoduladora

Ratones BALB/c machos

Incrementa ndmero de células de |
médula o6sea y lecocitos, la
produccién de anticuerpos es mg
alta.

Raphael y Kuttan, 2003.




4.3 CALENDULA

Figura 2Calendula dfcinalis (Figura tomada ddeff McMillian @ USBNRCS PLANTS Database)

Calendula officinali®s una planta de la familia de las exstceas (antes denominadas como
compuestas)|a cual es originaria del Mediterrdneo y se cultiva en multiples lugares del mundo,
esta planta ha sido ampliamente empleada en medicinal tradicional (Ratrads 1998) y en la
fabricacion de productos terapécos y cosméticos (Baled al., 2002).

4.3.1 Nombres comunes

C. officinalises conocida en Colombia como caléndula, y en otros paises es conocida como
marigold, pot marigold, maravilla, copetuda. Su nombre caléndula proviene detédtimlaeque
signfica primer dia del mes, que aledsegun la antigua Roma, a qusta se encontraba en
floracién durante el primer dia del mes, mientras su epiteto officinalis indica que es utilizada en la
medicina tradicional (Acostt al, 2001; Fonnegra y Jémez, 200).

4.3.2 Clasificacion taxonémica

Reino Plantae (Vegetal)

Subreino Tracheobionta (Plantas vasculares)

Superdivisiéon Spermatophyta (Plantas con semil&

Division Magnoliophyta (Plantas con flores)

Clase Magnoliopsida (Plantas dicotiledoneas)
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Genero Calendula L.

Especie Calendula officinalis L.


http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Plantae&display=63
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Tracheobionta&display=63
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Spermatophyta&display=63
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Magnoliophyta&display=63
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Magnoliopsida&display=63
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Asteridae&display=63
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Asterales&display=63
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Asteraceae&display=63

4.3.3 Descripcion botanica

C. officinalises una planta herbacea, anual, de color verde claro y de 30 a 60 cm de altura. En los
primeros estadios la planta estonformada por una rata basal de hojas, posteriormente
desarrolla tallos angulosos y pubescentes a menudo ramificados desde la base. Las hojas son
oblongolanceoladas o espatuladas, alternas de hasta 13 cm de largo. En los tallos se encuentran
los capitulos florales cuyo diamne oscila entre 3 y 6 cm y estan conformados por flores liguladas
marginales y tubulares en el centro. El involucro es geiioso en forma de platillo de 1.5 cm a 3

cm de diametro, el receptaculo desnudo, plano o ligeramente prominente, su fruto &guemio.

La temperatura Optima para la germinaciéstaentre 18 y 24°C, sin embargo durante el resto de

las etapas admite temperaturas superiores. Prefiere climas templatoxue resiste heladas y
sequas; crece en alturas que van desde el nivel deltmata los 1000 m (Acoséa al., 2001).

4.3.4 Usos y composicién quimica

Los extractos de esta plantan reconocidos por sus propiedades antiinflamatorias (Akétisd,
1996), cicatrizantes (Lavagnet al, 2001) antioxidantes (Cetkoviet al, 20049, antiVIH
(Kalvatcheet al,, 1997), inmunomodulador y antitumoral (Jimeretzl.,, 2006).

Dentro de los compuestos que presentan actividad biol6gica en esta planta se destacan los
carotenoides, flavonoides y las saponinas triterpenoides (Kurkin pW&hat007). Las plantas de
caléndula sintetizan significativas cantidades de saponinasd@ieas, encontradas no solamente

en las flores sino también en diferentes 6rganos de esta planta (Setkiel2003; Szakiedt al,,

2005).

La composicién quiita descrita paréa caléndula por Fonnegra y Jinez (2007) es:

Il OSAGS SaSyOAlf onom | - SNLIA: YOrBoRAS, Wam2ng ¥ deltad & 2 Y S
cadineno, cariofileno, pedunculatina, alfa y betanona, entre otros. Flavonoides: rdsido,
heterdsidos de isorramnetina y quercetina. Sapsitos (2 a 5 %);atendubsidos A, D, F y D2
(derivados deéfcido olearblico). Alcoholes triterpénicos: alfa y beta amirina, taragedt arnidiol,

faradiol, y trierpentrioles pentaciclicos. Esteroles libres, esterificados y glucosilados, carotenos,
xantofilas; acidos fasles, taninos y polisacaridos (galactanas).

Los flavonoles tales como la quercetina y el kaempfarstan presentes en la planta de.
officinaliscomo aglicona libr@ como glicésidos (Cetkovét al., 2004; Pietta y Bruno, 1992) son
conocidos por su d@zidad anticancerigena, ya que son moléculas con propiedades antioxidantes y
hacen parte de mifiples plantas medicinales (Gatial.,, 2004).



4.4 CULTIVO DE QEAS Y TEJIDOS VEGERA

El cultivo de tejidos vegetales incluye todos los aspectos reados con el cultivin vitro de

células, tejidos y 6rganos (Gaspdral, 1996), empleando soluciones nutritivas en un ambiente
controlado y aséptico (Loyola V., y Vazquez F., 2006). Entre las aplicaciones biotecnolégicas del
cultivo de tejidos vegetalese encuentran la propagacion y conservacion de plantas, desarrollo de
plantas con resistencia a agentes bidticos y abioticos de estrés, y la produccion de compuestos
quimicos de interés comercialyfidkosyan, 2006).

El éxito en el establecimiento de cutisin vitro de tejidos vegetales, depende en principio del
explante (fuente, tamafo, edadilelos componentes del medio de cultivo, de la asepsia, y de las
condiciones de incubacién, ademas de la composicién hoah(@ixony Gonzales1994).

4.4.1 Medos de cultivo y sus componentes en establecimiento de cultimovitro de tejidos
vegetales

Aunque el boténico austriaco Gottlieb Haberlandt en 1902 realiz6 los primeros intentos en iniciar
cultivos de células vegetales (Georgatval, 2009), no fueiro durante los afios cincuenta en
donde esa area rapidamente se desarrallEste progreso fue permitido en parte al
descubrimiento de los factores de crecimiento necesarios, primero el acido indol acético, y
posteriormente por el aislamiento de una deria de la adenina, la kinetina -(6
furfurilaminopurina) presente en extractos de levadura autoclavados empleados como
suplemento de los medios de cultivo (Gautheret, 1983). Numerosos esfuerzos en el pasado se
realizaron para desarrollar formulaciones de tmenponentes de medios de cultivo. Uno de los
intentos mas exitosos en la formulén de medios de cultivos fue @éésarrollaad por Murashige y
Skoog en 1962 (medio MS), el cual es un medimgamente definido y se emplgiara el cultivo

de tejidos de tahco. Gamborgt al, 1968, también desarrollaron una formulaciéon de un medio
de cultivo para suspensiones celulares de soya (medio B5), en las cuales se queria evitar el
suplemento con leche de coco. Schenk y Hildebrandt en 1972, reportaron un medidivaeque
soportaba el crecimiento de cultivos de callos de numesaspecies tanto de monocotiledéas

como dicotiledéneas (medio SH). La mayor diferencentre los medios de cultivo esta
generalmente en el pel total de sales empleadas, adengisla @ntidad y calidad de la fuente

de nitrégeno empleada. Dado que la mayoria de los cultivos celulares son fotosintéticamente
incompetentes, y por consiguiente su comportamie®heterotréfico, es necesario suplir los
medios con una fuente de carbono orgémi generalmente sacarosa o glucosa. Los cultivos de
células vegetales también requieren los mismos macro y micronutrientes que requiere la planta en
campo, los cuales son aplicadom @l medio como sales mineralesambién requieren
aminoécidos, vitaminaslel complejo B, y reguladores de crecimiento, tales como auxinas y
citoquininas (Brown, 1990).
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4.4.2 Reguladores de crecimiento vegetal en cultimovitro de tejidosvegetales

A nivel celular, las auxinas controlan procesos basicos tales comaslérdiglular y la elongacion
(Machacovaet al,, 2008). Las citoquininas estimulan particularmente la sintesis de proteinas vy
participan en el control del ciclo celular (van Stad¢ral, 2008). Gaspeet al, en 1996, han
resumido las funciones de estosguladores de crecimiento en los cultiviosvitro, de donde se
resalta que las auxinas ejercen un fuerte influencia sobre el crecimiento expansivo de la células,
iniciacion de la divisién, y organizacion de los meristemos para generar un tejido remciidelo

(callo), o un tejido diferenciado (generalmente raices), y promueve la diferenciacién vascular. Las
citoquininas estimulan la divisiéon celular (junto con las auxinas), y liberan de la dormancia a las
yemas axilares (laterales). La division esletpupor la accién conjuatde auxinas y citoquininas;

cada una influencia diferentes fases del crecimiento celular. Las auxinas afectando la replicacion
del ADN, mientras las citoquininas ejercen algun control sobre los eventos que conducen a la
mitosis. La naturaleza y concentracion requeridas de estos reguladores de crecimiento para el
establecimiento de un cultivo varian de especie a especie. Tipicamente, una auxina, como el acido
indol acético (IAA), &cido 2diclorofenoxiaético (2,4D), o acido nattlenaético (NAA), y
citoquinas, tales como kinetina;t&ncilamino purina (BAP), o zeatina, son requeridas solaga®
comunmente en combinacion (Brown , 1990).

4.4.3 Establecimiento de cultivos de células en suspensién

El establecimiento de cultivossdcélulas vegetales en suspension generalmente viene precedido
por el establecimiento de cultivos en callos (Godoy y Vasquez, 2006). Las suspensiones de células
vegetales, en las cuales las células crecen erdestaliferenciado en un mediogliido, han &lo
empleadas en investigacién en bioquimica y fisiologia celular, crecimiento, metabolismo, biologia
molecular, experimentos en ingenieria genética, o para la produccién de metabolitos secundarios
(Robledo, 2006). Un callo es una respuesta a la hegiden @xplante (el fragmento de una planta

o tejido empleado para iniciar el cultivo) el cual consiste de células desorganizadas y en division.
Esta proliferacion celulain vitro también se puede alcanzain generar una herida fisica, por
medio del emple de semillas germinando sobre un medio que contiene reguladores de
crecimiento (Smith, 1986).

Existen dos factores que en particular gobiernan el égitoel establecimiento déos cultivos
celulares: el origen del explante y el medio de cultivo. Enmgtejidoscomovastagos o raices de
plantulas, yemasgjue no esténen estado de dormancia, o extremos de vastagos los mejores
materiales para producir un callo friable (Gambet@l., 1976).

Parael mantenimiento de los callpgstos son subcultivazs (divididos y ubicados sobre medio
fresco, usualmente cada cuatro semanas) (Smith, 198®).se debe suponer que los callos son
homogéneos y copuestos por células idénticas, ademas la misma etapa de subcultivo es
selectiva en la cual las células corayor crecimiento son favorecidaasi los callos comienzan a
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ser mas homogéneos con el tiemp&abe mencionar queo$ callos contienen células
meristematicaslas cuales son consideradas totipotenciales (Kreis, 2007).

Para obtener células en suspensiomgualas porciones deallo friable son transferidas ahedio

liqguido en frascos y el medio es constantemente agitado. La agitacion cumple dos funciones
fundamentales: ejerce una presidbn moderada sobre los agregados celulares, fragméodéenio
estructuras nas pequefiasy el movimiento del medio permite intercambio gaseoso entre el
medio de cultivo y la fase gaseosa (Bhojwani y Razdan, 1996). Las suspensiones celulares de
plantas crecen de manera similar como las células microbianas; sin embargo, las dieessio

mas grandes que las células de bacterias u hongos, dado que alcanzan 20 a 40 um de didmetro y
100 a 200 um de longitud. La vacuola central ocupa una gran porcion del volumen de una célula.
Las suspensiones ademas contienen aglomerados, formadognpoéimero variable de células.

Estos agregados surgen como el resultado de la falla en la separacion de las células nuevas luego
de la division, o de la adherencia de las células nuevas entre ellas mismas. En algunos casos estos
agregados pueden conten200 células, y pueden alcanzar 2 mm de diametro (Godoy y Vasquez,
2006).

Durante el periodo de incubacion la biomasa de las células en suspension se incrementa debido a
la division y al alargamiento celular. Este crecimiento continta por un periodadomile tiempo,

y se detiene debido al agotamiento de algin componente del medio o por la acumulacion de
metabolitos tdxicos en este medio. En el momento del subcul@/drasco se mantiene sin
movimiento por unos pocos segundos para permitir que ldentas grandes sedimenten, y la
suspension es tomada desde la parte superior del cultivo. Una practica regular de este
procedimiento podria permitir la generacién de suspensiones fiaasmportante resaltar quenu
prolongado mantenimiento de los cultivosn fase estacionaria podria resultar en una extensiva
muerte Yy lisis celular (Bhojwani y Razdan, 1996).

4.4.4 Medidas del crecimiento celular

Conteo: Dado que las células vegetales en suspension contienen generalmente colonias de varios
tamafios hace di€il realizar un conteo confiabléel nUmero de células por toma denuestras
directamente desde los frascos de cultivo. En tal caso, es recomendable fragmentar los agregados
con acidocrémicoo con pectinasas (Bhojwani y Razdan, 1996).

Peso fresco y peseeco: enun papel de filtro seco y prepesado se ubica la muestra de la
suspensionlas células son lavadas con agua destilagayo de la filtraciorfpor ejemplo con vacio

y en un embudo Blchnege pesa de nuevo el papel (ahora con célulasjliferenca da lugar al
peso fresco de la muestra. En el caso de la determinacién del pesdasennjestras son secadas
a 60°C hasta que el valor del peso no cambie (Dix@onzales1994).
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4.4.5 Cultivo de células vegetales para la produccién de metaboB&sundarios

Las células vegetales cultivadas son totipotenciales en principio, y por consiguiente, cualquier
producto presente en la planta podra ser también sintetizado en los cultivos bajo las condiciones
apropiadas de incubacion (Fuakal, 1987).Laproduccién de estos compuestos secundarios por
via biotecnolégica empleando cultivas vitro de vegetales se ha incrementado, debido a las
posibles fluctuaciones en el valor de estos compuestos que dependen de los efectos del clima,
pestes, y enfermedadesn las cosechas productoras (Verpoodtal, 1999). Existe multiple
evidencia de que los cultivos de células vegetales son capacesrodeicip metabolitos
secundariosalgunos trabajos smencionana continuacién en la Tabla 2 a partir de la informacion
publicada por Mulagabal y Tsay (2004).

Tabla 2. Metabolitos secundarios producidos a partir de cultivos de células vegetales (adaptada
de Mulagabal y Tsay., 2004)

Nombre de la planta Metabolito activo Tipo Referencia

cultivo
Anchusa officinalis Acidorosmarinico Suspension De Eknamkul y Ellis, 1985
Capsicum annurh. Capsaiina Suspension Johnsoret al, 1990
Catharanthus roseus | Catarantina Suspension Zhaoet al, 2001
Catharanthus roseus | Alcaloides indlicos Suspension Morenoet al, 1993
Coffea arabical. Cafena Callos Walleret al, 1983
Digitalis purpured.. Cardendidos Suspension Hagimoriet al, 1982
Eriobotrya japonica Triterpenos Callos Taniguchet al, 2002
Hyoscyamus niger Alcaloides de tropano Callos Yamada y Hashimoto, 1982
Lithospermum Derivados de shikonina | Suspension Fujita et al, 1981; Fukuiet al,
erythrorhizon 1990
Nicotiana tabacuni.. Nicotina Suspension Mantell et al,, 1983
Nothapodytes foetida | Camptotecina Callos Thenganeet al., 2003
Panax notoginseng Ginseng@idos (saponinas) | Suspension Zhong y Zhu, 1995
Papaver somniferurh. | Morfina y Codéa Suspension Siah y Doran, 1991
Portulaca grandifora Flavonoides Suspension Nakaoet al, 1999
Stizolobium hassjoo L- DOPA Suspension Huanget al, 2002
Taxusspp. Taxol Suspension Wuet al, 2001
Thalictrum minus Berberina Suspension Kobayashet al,, 1987

13




De acuerdo con Vanisree (2004) las principales ventajas que ofrecen los cultivos celulares sobre los
sistemas convencionales de produccion de plantas en campo son:

1 Los compuestos deseados pueden ser producidos bajo condiciones controladas,

independientes de cambios climaticos o condiciones del suelo.

Los cultivos de células estan libres de microorganismos e insectos.

Las células de cualquier planta, tropical o alppm#eden ser facilmente multiplicadas para

producir sus metabolitos especificos.

9 El control automatizado del crecimiento celular y la racional regulacion de los procesos del
metabolismo pueden reducir los costos laborales y mejorar la productividad.

1
1

Sinembargq la baja productividadle los metabolitos secundasoen cultivos en suspension, ha

sido el principal cuello de botella para su comercializacion, por losguestan implementando
varias estrategias, entre las que se encuentra la optimizaciénsda\eles de los componentes de

los medios de cultivo y la elicitacigornenburgy Knorr, 1995). De hecho, pocos metabolitos
secundarios producidos a través del cultivo de células o tejidos vegetales han alcanzado una
produccion comercial,este es el cas de h shikonina, el paclitaxe(Taxol®) berberina,
ginsendsidos y el acido rosmarinico (Verpoettal., 2000; Bourgaudt al., 2001; Collin, 2001).

4.45.1 Niveles de nutrientes en los medios de cultivo y la produccién de metabolitos
secundarios a pdir de cultivos de células o tejidos vegetales

La sintesis y acumulacion de metabolitos secundarios por cultivos de células vegetales puede ser
incrementada por la manipulacion de las condiciones de cultivo. La mayor parte de los metabolitos
secundarios soacumulados en los ciclos de cultivo una vez la division celular ha cesado; por ende
cualquier manipulacién del medio de cultivo que inhiba la division celular podria esperarse
incremente el grado de diferenciacion celular y la capacidad de sintetaamyular metabolitos
secundarios (Yeomagt al, 1996). Collin (2001) resume algunas modificaciones en el medio (de
produccién y no de acumulacion de biomasa) que han dado lugar a incrementar significativamente
los rendimientos, entre la que se encuentra

9 Disminucién de los niveles de auxinas.

1 Reduccion de los niveles de los nutrientes inorganicos, particularmente los nitratos y los
fosfatos.

9 Altos niveles de sacarosa.

Entre los estudios en los que se ha conseguido un mejoramiento en la produccidtatmlitos
secundarios, especialmente mediante el aumento de los niveles de sacarosa del medio, se
encuentra la producciéde antocianinas desde callos cultivadosiucus carotgor Narayan y
Venkataraman (2002) se rep6rque con niveles de sacarosa de5% p/v se alcanzaba una
cantidad de antocianinas del 8% del peso seco de las células vy las células alcanzaban una
biomasa de 2 g en peso seco, mientras goa el3 % de sacarosa la canttlde anbcianinas
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alcanzad fue del 3.5%del peso seco de laglulas mientras epeso secale la biomasa fuele 1.2
gramos se debe tener en cuenta que los callos eran subcultivados cada 21 dias, y en esa medida el
analisis se realizaba pasado este tiempo (Narayan y Venkataraman, 2002).

En la produccion de saponmginseng desde cultivos de células en suspensid®adex ginseng
elevadas concentraciones de sacarosa de 60 g/L han dado lugar a una produccion dgl2¢5 m
biomasa total de 22.4/L al cabo de 30 dias de cultivo, esto cuando se trabaja conaoulm
inicial de 6g/L de biomasa, mientras que con una concentracion dg/8y conestemismonivel
deinéculoseobtiene 124.9 ng/L de saponinas y la biorsa alcanza un valor de 168. (Akalezi

et al, 1999)

4.5 ELICITACION

Una aproximacion para mejaréos rendimientos de un producto en cultivos de células vegetales

es la alteracion del metabolismo por factores externos (estrés). Un elicitor puede ser definido
como una sustancia, la cual, cuando se introduce en pequefias cantidades en un sistema vivo,
inicia 0o mejora la biosintesis de compuestos especificos (Namdeo, 2007). Los metabolitos
secundarios inducidos por la elicitacion se conocen como fitoalexinas y generalmente tienen
actividad antimicrobiana (Taiz y Zeiger, 2002); sin embargo, la elicitaciérélo produce
fitoalexinas, también incrementa la produccién de algunos metabolitos de expresion constitutiva,
por lo que se dice que los elicitores generalmente afectan todo el metabolismo secundario
(Vasconsuelo y Boland, 2007).

Los procesos de eliacion para mejorar la produccién de metabolitos secundarios desde cultivos

de células vegetales, han sido estudiados ya desde hace cerca de 25 afios. Uno de los estudios que
abri6 paso a esta estrategia fue realizado por Ediedl, (1976), ya que ellosbservaron la
produccién de una fitoalexina (gliceolina compuesto fenilpropanoide) y la sptmesion de la

enzima fenHalanina amonio liasa, cuando se introducia en un cultivo de células en suspension de
soya Glycine maxun glucano de la pared celuldel hongo patégen®hytophthora megasperma

Dicosmo y Misawa (1985) publicaron una revisién con algunos de los resultados de los procesos de
elicitaciébn con agentes bidticos hasta ese entonces. En este resumen se evidencia que los
principales agentes ieitores hasta ese entonces eran micelio de hongos, esporas, polisacaridos
fungicos y quitosano, etc., dando resultados exitosos sobre la producciéon de morfina en cultivos
de Papaver somniferum shikonina en cultivos deithospermum erythrorhizgrentre dros.

Gundlachet al, en 1992 observaronque al elicitar con fragmentos de paredes celulares de
levadura los cultivos de células en suspensiorRdavolfia canescensEschscholtzia californica
entre otras especieslas células acumulaban de manera egedda &cidojasmoénicoy metil
jasmonato. Ellos aplicaron mefilsmonato de manera exdgena a cultivos celulares Ele
californicay encontraron que la acumulacion de alcaloidea directamente proporcional a la
cantidad de metffasmonato adicionada (en ehngo de concentracion aplicado), y la mayor
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acumulacién se daba en el dia cinco después (120 hde$ adicidbn de esta sustancieste

proceso daba lugar a la acumulacién de los mismos alcaloides como en el caso de la elicitacion con
preparaciones dg@ared celular de levaduras. Aplicando este agente a otras suspensiones celulares
(distantes taxondmicamente) también se evidencié la acumulacion en los cultivos de algunos
flavonoides, antraquinonas, y varias clases de alcaloides (dependiendo de laekespaci
transcripcion y por ende la actividad de la enzima fenil alanina amonio liasa, la cual hace parte de
la sintesis de compuestos de la ruta fenilpropanpfde incrementada por la aplicacion exégena

de méil-jasmonato, lo cual los llevo a concluireqal &ido jasménicoy el metil jasmonato son
moléculas transductoras de sefiales en procesos de elicitacion.

Este conocimiento ha permitido a mudultiples investigadores imitar los efectos de la elicitacion
mediante la adicion exdégena de acigemaonicoy meil-jasmonato, logrando asi incrementar la
produccion de mudltiples metabolitos secundarios en diferentes cultiositro de diferentes
especies vegetales. Algunos de estos esfuerzos son incluidos a en la Tabla 3.

Los jasmonatos son considerados como mglés que modulan muchos eventos fisiolégicos en
plantas superiores, floracidn, senescencia, y son contemplados como una clase de fitohormonas.
El jasmonato es también una molécula sefial en la llamada resistencia sistémica inducida,
respuesta a lesionesaiinbién causada por la alimentacion de insectos) y procesos de elicitacion
(Malarz et al., 200) La induccion de metabolitos secundarios por la via de sefalizacion del
jasmonato utilizando JA & MeJA, estimula la acumulacibn de una amplia variedad de
bioconpuestos como terpenoides, flavonoides, alcaloides, fenilpropanoides, entre otros (Zhao et
al., 2005). (Taiz y Zeiger, 2002).

Una de las primeras publicaciones en las que se muestra el papel que podia cumplir el acido
salicilico (en el estudio se trabajanceu derivado, el acido acetil salicilico), fue realizada por
Godoy y Loyola (1997), al evidenciar que al adicionar de manera exdgena esta sustancia a los
medios que contenian cultivos de células en suspensiéfatbaranthus roseu@erivadas de
tumor), dectaban fuertemente la produccién de metabolitos secundariosstalemo alcaloides,
antocianinas yfuranocoumarinas. Otra estudio publicado en el mismo afio fue el realizado por
aSKYSi2€fdz @ / dzNIA& O6mMdpdpTt 0 | dza Sy S alicilido- pdra A Sy
estimular una mayor produccion de sesquiterpenos (lubimina y solavetivona) en cultivos de células
de Hyoscyamus muticusl efecto era visto principalmente en las suspensiones y no en los cultivos
de raices, en una concentracion del &cidbicico de 40 uM. Asi mismoomo en el caso de los
jasmonatos, los investigadores con el acido salicilico comenzaron a explorar su potencial para
mejorar la produccién de metabolitos secundarios, y algunos de esos esfuerzos también son
incluidos en la Taa 3.
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Tabla 3. Efecto de la elicitacidon con metil jasmonato y acido salicilico o compuestos relacionados

en la produccion de metabolitos secundarios desde cultivositro

Especie/ metabolito| Agente Cantidad producida Observaciones Referencia
analizado empleado | Control Con agente
SA200 UM | 29.25 + 1.4| 46.64 + 2.3| Maxima produccion dia 12, adicion €
Capsicum frutescens/ ug/ cultivo. | pg/ cultivo el dia de inoculacién. Anéls en | Sudha y
Capsaicina en c.s. MJ 0.05 pM 40.19 + 2 ug/| células. Cada cultivo ten#0 ml. Ravisankar, 2003
cultivo
SA 200 uM 30.74 mgf Maxima produccién dia 7, adicién g
Panax ginsengL. /| MJ200puM | 8 mg/g de| 40.40 mg/g el dia de inoculacion. Andlisis ¢ Alietal, 2006
Saponinas ginseng €| tejido seco raices. Decremento 25 % en iniasa
raices. (aprox). producida con SA.
La maxima acumulacion d
Vaccinium pahalad.. / 180 ng/L antocianinas se da cuando las célu|l Fanget al, 1999
Antocianinas en c.s. MJ 0.5 puM | 60 ng/L son inoculadas en el dia 3, y s
recolectadasen el dia 14. Analisis e
células.
Artemisia annua/| MJ 5 ng/L 76.03+ ng/L | Elicitacion en el dia 25 del cultivo,
Artemisinina en c.s| (22.3 pM) 18 nmg/lL | 3.1 células recolectadas para andlisis | Baldiy Dixit, 2008
(Lactona sesquiterpeno] ASA 20 | aprox. 49 mg/L | célulasen el dia 30.
mg/L aprox.
Este tratamiento con JA también
Hypericum perforatum/| JA 250 uM | 0.14 mg/g | 0.318+ mg/g| promovié mayor produccion df Walker et al,
Hipericinal. base seca,| 0.02 biomasa. Adicién de JA eh dia de | 2002
aprox. inoculacion. Biomasa total 2g/L.
Taxus media/Paclitaxel 28.2 £ 24| 110.3+4.9 Adiciéon de MJ el dia de inoculacion
enc.s. MJ 100 uM | mg/L mg/L células recolectadas para analisis | Yukumine et al,
0.4+0.0 48.3+2.5 el dia 14. Reduccion de la producci{ 1996
Taxus baccata/ mg/L de biomasa por MJ.
Paclitaxekn c.s.
SA20m/L | 04 mglg| 1.6 mg/g | Adiciébn con MJ dia 14 del cultivi
peso seco| peso seco recdeccion dia 21. 20 giL de SA fue
Taxus chinensis var. de las la concentracion letal menos dafiina| Wanget al., 2007
mairei/ Paclitaxeken c.s. células con mejor actividad. Biosintesis 1
por ruta del mevalonato.
Lithospermum MJ 100 pM | 0.02 % del| 0.22% del| Adicién con MJ seis después de
erythrorhizon/  Acido peso fresco| peso fresco| inoculacion. Las células fuerq Mizukami et al,
rosmarinicoen c.s. de las | de las células | recolectadas luego de 72 h. 1993

células

c.s.: cultivos dedulas en suspension; r: raices; ASA: 4cido acetil salidfcécidgasmonio; SA: acido salicilico.
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La sefializacion defcido salicilico es esencial en sistemas con resistencia adquirida hacia
patdgenos, inducidos por el ataque de patégenos y conduce a la sintesis de proteinas relacionadas
con patogénesis. Sin embargo, activaiesugenes inducidos por elicitores fdngicos y por lesiones
(Zhang et al., 2030

4.6 PRODUCCION DECIDO OLEADLICO MEDIANTE CULJNDE CELULAS VEGEBAEN
SUSPENSION

La elicitacion como estrategia para la produccién de acidos triterpenos tipo oleanatuteyos

de células en suspension deipterygium wilfordii fue explorada por Kutnegt al., 1993. Ellos
emplearon homogeizados autoclavados del hongBotrytis sp., y en este caso la mayor
acumulacion de los triterpenos (90 %) se dio en la biomasdacekugiriéaose que el 10 %
(liberado en el medio de cultiv@ra producto méa de la lisis que de la excrecién. La adicion de
este homogenado en el medio (1% v/v), da lugar a la produccién de estos triterpenos a niveles
entre 20 y 50 rg/L, luego de 72 bras, comparado con el control que contenisbIng/L de estos
triterpenos (no se detectéa formacién de glicosidos desté®s). Las células tenian disminucion en

su tasa de crecimiento y tendian a oscurecerse con la presencia del elicitor.

S ha reportadda produccién de triterpenoides pentadicos como losécidos oleardlico (AO) y

ursdico (AU) en cultivos de células en suspension de la pldmtearia tomentosgrubiaceae)

(Feriaet al, 2005);en este estudio se ha incrementado la concentracion dmrssa desde 20

hasta 50g/L en el medio, alcanzandose concentraciones de estos &didgpénicos. AO de 553

+ 193 ug/g células secas en comparacion con el control (129 + 61 pg/g células secas) en el dia 27
del cultivo, mientras la elicitacion con deijasmoénico(concentracion aproximada de 100 uM) en

el dia 5 luego de iniciado el cultivdtio lugar a una concentracion de AO de 1680 + 39 ug/g células
secas. La proporcién entre AU:AO, se mantuvo en 70:30.

También ha sido reportada para cultivos en suspon de Scutellaria baicalensidonde los
cultivos han sido elicitados con extracto de levadura y metil jasmonato (¥bah, 2000)
resaltando que la aplicacién de MJ en una concentracion de 100 uM a cultivos en suspensién a los
7 dias de la inoculam, da lugar a una produccion de AO en el medio de cultivo Og/k de

medio luego de 20 horas del tratéento, mientras el control esta menos de 0.1 giL de medio.

En cultivos de células de suspensiénRiilla frutescengn donde el AO se produce foncon
otros triterpenoides y antocianinas, y su produccion se ve favorecida mediastieitacioncon
una fraccién de carbohidratos purificada a partir de extracto de levadura 2 %v/v de este
elicitor es introducido en el medio de cultivo con 7 dies inoculacion, al séptimo dia del
tratamiento con el elicitor el cultivo alcanza una concentracion de AO aglld (12 mg/ gramo
seco) comparada con el control (1.3 mg/ gramo séadfang et al.2004)

La producciéon de AO junto con otros acitliterpénicos también ha sido publicada para cultivos
de células en suspension delea europaea(Saimaruet al, 2007), estudio en el cual se
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recolectaron cerca de 2 kg de células (peso fresco) cultivadas en suspension (con 4 semanas de
cultivo) y se analizaromncontrandose produccidén de 6 mg de AD;este estudio no se emplea
elicitacion.

También se hastablecidoque el empleo de elicitores bidticos da lugar a una mejor produccién de
AO en cultivos de células en suspension Tbernaemontana catharinensi@pocynaceae)
(Pereiraet al, 2007) en este trabajo se emplearon homogeados autoclavados d€andida
albicans, Fusarium oxysporum, Penicillium avelamjuBaccharomyces cerevisjag dos lineas
celulares de esta especie vegetal generadas en dos medasndes que se diferencian en la
concentracion de kinetina (1giL y 0.1ng/L) en donde se encontré que el mejor resultado para
ambas lineas fue la aplicacion del homagado deSaccharomyces cerevisiaeultivos de 20 dias
de incubadosen una concentrdén de 50 ng/L; la produccion de AO luego de 72 horas de la
elicitacionfue 7.460 + 32 mg/g peso seco para la de srdlta concentracion de kinetinay 6.764
+ 0.991ny/L para linea generada conas baja concentracion de kinetina, en comparacion con los
controles (0.641 £ 0.172 y 0.263 + 0.226 mg/g peso ,sespectivamente).

4.6.1 Produccion de acidoleandlicodesde cultivos deCalendula officinalis

Grzelak y Janiszowska (200R2gron los primeros en establecer cultivos en suspension de
Calendula officialis. Del estudiose resalta que el medio de crecimiento de los callos difiere del
medio liquido en la suspension ya que las salefN®k KNQ, KHPQ, MgSQy CaGl han sido
reducidas a la mitad de la concentracion. Ellos estudiaron dos composiciomasriabes en las
suspensiones (las composiciones que resultaron en una mayor callogénesis), las cuales eran 0.4
mg/L tanto de 2,4 D como de kinetina, y 0.1gfb de 2,4 D y 0.5 giL de 2iP [6( X
dimetilalilamino) purina] siendo esta ulitma composicion dae promoviémejores resultados en

la produccién de acido oleatico (79 pg de AO/ frasco luego de 24 dias, mientras que con 2,4 Dy
kinetina apenas se alcanzé 15 ug por frasco, cada fresntenia 100 ml de medio). Cabe
mencionar que la cantidad de acidteandlicoen hojas frescas d€. officinalies 305.7 ug/g, de
acuerdo con esta misma publicacion, y la cantidad de células por frasco fue cercana a los 15
gramos en peso fresco, dando walor de 5.3 ug/g.

Recientemente, Wiktorowskat al., (2010, han publicado sus resultados sobre la elicitaacién
célulasde C. officinalisen suspensiorcon acido jasmidico y otros agentes (quitosano, pectina,
extracto de levadura, restos de una cepa le@hgo Trichoderma viridg viendo su efecto sobre la
produccion de acidoleandlicoy el crecimiento de las células, encontrando que al cabo de 72 de
horas de la elicitacion con acidasmoénicq el &cidooleandlico alcanza una concentracion
intracelular & 0.84mg/g de células secas (aprox. 6r88/L) incrementa 9.4 veces la produccion

de &cidooleandlicototal con respecto al control (el acideandlicototal representa la suma del

libre mé&s el que hace parte de saponinas, ellos no haceinddt). Leelicitacion se llev@a cabo 5

dias después de ser realizada la inoculacion, y el andlisis s& malex dia durante cuatro dias.

En esta etapa de tiempo el crecimiento se ve muy poco afectado. Los otros agentes también
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promovieron una mayor produccioredacidooleanolicq pero no tan significanteomo el efecto
promotor del acidgasmonico

El &cidooleandlico sintetizado por las suspensiones @alendula officinalisse ha probado
proviene de la ruta del &cidmevaldnico principal precursor inicial desta sustancia (Szakiet
al,, 2003).

4.7 ANALISIS QUIMIG®RA LA EXTRACCIODETECCION DE ACIDIEEANOLICO
4.7.1 Extraccion de acido oleatico desde cultivosn vitro de células vegetales

En general el proceso de extraccion depende de la naturalezandierial a analizar y de los
compuestos a ser aislados. Estos procesos de extraccion, especialmente para materiales yegetales
siguen las etapas de secado, disminucion del material, y extraccion con solvente, teniendo este
ultimo la posibilidad de ser edizado por maceracion, ebullicion, extraccidn soxtdrtraccién con
fluidos supercticos, sublimacion arrastre con vapor. Las extracciones pueden ser selectivas o
totales, siendo estas Ultimas realizadas con un solvente organico polar (etanol,ometanezcla
hidroalcohélica) yemplead® en un intento de extraer tantos compuestos como sea posible, lo
cual esta basado en la capacidad de estos solventes de incrementar la permeabilidad celular,
facilitar la extraccion eficiente de grandes cantidadesstituyentes polares y de baja polaridad.
Generalmente este extracto es evaporado a sequedad, redisuelto en agua, y los metabdajitos re
extraidossobre la base de su coeficiente de particién por sucesivos particionamientos entre el
agua y los solventes gdinicos inmiscibles de diferentes polaridades (Seidel, 2006).

Grzelak y Janiszowska (2002), para realizar el andlisis quimico del contenido dge@ridlicode

células de suspension d€alendula officinalisrealizaron la extraccion de células frescas
maceradas dos veces con metanol y puestas a ebullicibn por una hora. Luego, el metanol es
evaporado a sequedad. La mezcla de glicésidos (ellos ya hablan de mezcla de glicésidos) es
hidrolizada con la mezcla acida de Kiliani (HGICOBH, D, 10:35:55) 400 por dos horas. Un
volumen de agua cinco veces elifalizado es agregado &t y luego es extraido cuatro veces

con éter. Luego de la evaporacién del éter a un miljlgt@xtracto esanalizado por TLC. Szakiel et

al., (2003)realizaron un estudi nuevamente sobre suspensiones celularesGleofficinalis,en

donde analizaron las células tal como la descripcion anterior, pero en este caso el medio agotado
del cultivo también es analizado, y se realizan cuatro extracciones-batanol. Este solvda
posteriormente es evaporado, y luego se realiza la hidrélisis con la mezcla de Kiliani y las
siguientes etapas de procesamiento siguen como con las células. Las proporciones de los solventes
a célubs en ningun caso fuemanencionada.

Feriaet al, (2005) analizaon el contenido delos acidcs oleandlicoy urglico en suspensiones
celulares ddJncaria tomentosduego de setratadas con acidgasmonicq extractode levadura y
pectina (derivada deitricog. Las células fueron inicialmente separadasmdedio por filtracion
para luego ser liofilizadas. Las células liofilizg8a%s g)fueron suspendidas por 10 horas con 10
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ml de HCI 5 mM, filtradas luego esto fue neutralizado con hidréédsodio y luego secadas a
60°C, y extraidas tres veces con 5dual cloroformo, los extractos fueron evaporados al vacio y
luego disueltos en 0.5 ml de metanol, para luego ser analizados por HPLC.

Pereiraet al, (2007) estudiaron la produccion de triterpenos en cultivos de células en suspension
de Tabernaemontana catarinensisemplearon 200 mg de material seco y pulverizado el cual era
extraido durante toda la noche sucesivamente con cloroformo y metanol (5 ml de cada uno) en
una habitacion mantenida a temperatura ambiente. El cloroformo y el metanol fueron agrupados
y evaporados a temperatura ambiente. Los extractos crudos eran resuspendidos en agua y
particionados tres veces con acetato de etilo (no seehaencion de las cantidad de estos
solventes empleados). Los extractos organicos combinados fueron evaporadasi@ly los
residuos disueltos en 1 ml de metanol y analizados en HPLC.

Taniguchiet al,, (2002)estudiaron la produccion de triterpenos por callosE#obotrya japonica.

Para el andlisis tomaron 46.6 gramos (peso seco) de callos y realizaron tresiexémcon dos

litros de etanol cada vez. Esta soluciéon fue evaporada al vacio. El extracto (9 g) fue disuelto en
agua (180 ml) y entonces fue particionado siete veces con 180 ml de acetato de etilo, y luego se
realiza una separacién en columna.

Yoon et al, (2000 para analizar el contenido de triterpenoides en el medio de cultivo de
suspensiones celulares dgcutellaria baicalensistomaron 30 | de medio y realizaron tres
extracciones sucesivas con igual cantidad de acetato de; eleextracto combinadofue
evaporado al vdo, y posteriormente se sepapor cromatografia en columna.

4.7.2 Cromatografiiquidade alta resolucion (HPLC)

La cromatografiéiquidaes una técnica de separacion conducida en una fase liquida. Una muestra
es separada en sus roponentes constituyentes (o analitos), por su distribuciéon entre una fase
movil (iquido fluyendo) y una fase estacionaria (sorbentes empacadas en una columna). Dos
analitos son separados por su diferencia de afinidad por la fase estacionaria, retenipndosés

tiempo el mas afin a ella. Un detector en linea monitorea la concentracion en el efluente de cada
componente separado y como resultado se genera un cromatograma. Esta técnica de separaciéon
ofrece multiples ventajas tales como la capacidad de zaalun andlisis cuantitativo rapido y
preciso, de alta sensibilidad de deteccién. Generalmente uno de los modos de separacion mas
comunes es la cromatografimuidaen fase reversa, en la cual el soporte diea tiene unidos
grupos hidrobbicos de manex covalente, tal como grupos octadecil (C18). En la cromatografia en
fase reversa los compuestos més polares sgeelprimero que los no polares, dado que estos
altimos interactiarmasfuertemente con los grupos C18 de la fase estacionaria. En este neodo d
operacion generalmente las fases moviles son polares, tales como mezclas de metanol o
acetonitrilo con agua. Este modo de operacion se denomina en fase reversa, ya que la
cromatografia por adsorcion es mas comunmente realizada empleandofase estacitaria

polar (silica o alina), y los metabolitos més polares viajan en la columna mas lentamente que
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los no polares. En la cromatografiéquida de alta resolucion (High Pressure Liquid
Chromatography, HPLC) el flujo de la fase mdvil a través de la @lemmbombeado a alta
presion. En HPLC el tiempo entre la inyeccion de la muestra y el tiempo al que un pico es maximo,
se le denomina tiempo de retencién para el soluto que lo produce. El area del pico es proporcional
a la cantidad del analito. El trabagmn fases méviles con pH bajos, suprime la ionizacion de
analitos débilmente &cidos y conduce a un mayor tiempo de retencion, cuando se emplea en fase
reversa Un detector con arreglo con fotodiodo provee un espectro UV de los picos que se eluyen
de la calmna, lo cual facilita la identificacion de los pig@gong, 2006).

4.7.3 Cromatografia en capa delgada

Gibbons (2006), describe algunos de los principios basicos de esta técnica de separacion, los cuales
seran brevemente mencionados a continuacibaseparacion por cromatografia en capa delgada

es efectuada por la aplicaciéon de una mezcla o extracto como una mancha o banda delgada sobre
un sorbente que ha sido ubicado sobre una placa. La placa es entonces ubicada en una camara con
suficiente solvente idponible para humedecer la parte baja del borde de la placa con sorbente,
pero no tanto como para humedecer la parte de la placa donde las manchas fueron aplicadas. El
solvente entonces migra hicla parte superior de la placa a través del sorbente ppilaridad, y

este proceso es conocido como desarrollo. Un factor en la cuantificacion de la migracion de un
componente sobre un sistema de solvente y sorbente particular es el vald@l Ralor Res

definido como se menciona en la Ecuacion 1. Los daipsbrados en la ecuacion, son graficados

en la Figura 3.

_ Distanciarecorridaporel compuestdesdesl origen
Distanciarecorridaporel solventedesdeel origen

] (Ecuacion. 1

En esta tipo de cromatografia eomun el empleo de silica y alina (cromatografia por
adsorcion). Como los componentes se mueven a través del sorbenteasas telativas de
migracién son afectadas por sus afinidades individuales por el solvente. La separacion ocurre
cuando un componente es mas fuertemente adsorbido por el sorbente comparado con los otros
componentes. Cando el sorbente es silica o alina, bs productos polares se mueven mas
lentamente comparados con los no polares. La adsorcién tiene lugar como el resultado de la
interaccion entre el compuesto y los grupos asociados con el sorbente (en el casdlida,las
adsorcion se da por la interaéa por puentes de hidrogeno entre grupos hidroxilo disponibles de
esta y los grupos funcionales del compuesto).
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Materiales

Esta invegacion se realizé en el Laboratorio de Bioconversiones de la Universidad Nacional de
Colombia Sede Medellin.

Material vegetal

Se adquirieron semillas certificadas €@malendula officinalisnarca Fercon, adquiridas en un
almaceén de cadena.

5.2 Métodos
5.2.10btencion de plantulas d€alendula officinalis

La generacion de plantulas parte de la germinacién de los embriones de manera aséptica. Para ello
las semillas fueron inicialmente desinfectadas con hipdolaie sodio al 6 % durante 20 minutos,

para retirar la mayor cantidad de contaminacion superficial, para posteriormente rescatar los
embriones, los cuales fueron desinfectados con una solucion acuosa de hipoclorito de sodio al 2%
por 5 minutos. En la caim de flujo laminar las semillas fueron lavadas tres veces con agua
destilada y estéril, secadas sobre papeltoalla estéril, y ubicadas sobre medio MS (Murashige y
Skoog, 1962) con todos sus componentes a la mitad de su concentracion, suplementa80s con
g/Lde saceosa y solidificados con 7.5 gik agar, con pH ajustado a 5.8 antes del autoclavado por

15 minutos. Se ubicaron 4 semillas por frasco (los frascos contenian aproximadamente 20 ml de
medio semisdlido y fueron cubiertos con una lamina de papeninio para mantener el ambiente
estéril). La germinacion se realizo a temperatura ambiente, con fotoperiodo natural.

5.2.2 Establecimiento de callos déalendula officinalis

Una vez las plantulas germinaron completamente desde los embriones (apdatmente 2
semanas), sus hojas fueron retiradas del resto de la plantula en condiciones asépticas, mediante
corte con bisturi en una caja de Petri previamente esterilizada y cada hoja fue cortada por la
mitad, de manera que de cada hoja resultaron dosagls, y en cada frasco se ubicaron cuatro
explantes. El medio que contenian los frascos fue medio MS suplementado gArd&dsacarosa,

y las hormonas 2,4 D (acido 2, 4 diclorofenoxiacetico) y Kinetina en concentracioneg/l0.4 m
cada uno, tal como loreportd previamente Grzelak y Janiszowska (2002). El medio es
suplementado con 7.§/Lde agar, el pH fue ajustado a 5.8 ammn HCI 1 M o NaOH 1 &tes del
autoclavado (20 Ibf/pufg 121 ° C, por 15 minutos). El subcultivo de los callos se realizdasda

tres semanas de acuerdo con la cantidad de biomasa existente en cada frasco. Los frascos fueron
mantenidos a temperatura ambiente, y fotoperiodo natural.
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5.2.3Establecimiento de suspensiones celulares@alendula officinalis

El contenido de callen un frasco fue empleado para inocular un Erlenmeyer de 250 ml de
capacidad que contiene 100 ml de medio MS modificado (con las siguientes sales a la mitad de la
concentracion habitualNHNG;, KNQ, KHPQ, MgSQ y CaG), suplementado con 3@/L de
sa@rosa, y las hormonas 2iP-{6 X dimetilalilamino) purina] y 2,4 D en 0.9 y 0.1ng/L
respectivamente, tal como lo describié Grzelak y Janiszowska (2002). El pH fue ajustado a 5.8 con
HCI 1 M o NaOH 1 M antes del autoclavé2d Ibf/pulef, 121 ° C, pol5 minutos). Los frascos

fueron ubicados en un equipo tipo shaker rotatorio a 110 rpm, con temperatura controlada a 25
°C, fotoperiodo natural.

Para el mantenimiento de las suspensiones, se realizd subcultivo de éstas cada 8 a 10 dias,
dependiendo de lacantidad de biomasa que contenia cada Erlenmeyer. En el caso que las
suspensiones estuviesen diluidas se les permitia sedimentar y se retiraba todo el medio, y se
completaba a 100 ml con medio fresco. Si estaban concentradas en biomasa las suspergsiones, s
les permitia sedimentar a las células y aglomerados y su contenido eran repartidos en dos o tres
frascos con medio fresco. Para el mantenimiento de suspensiones finas, durante algunos
subcultivos, no se retiraba el medio, se agitaba el frasco y se mitfeisedimentar por unos

pocos segundos para lograr que los aglomerados pequefios y células individuales aln
permanezcan suspendidos, mientras que los aglomerados grandes no, y el sobrenadante era
transferido a un frasco que contenia 75 ml de medio freBasta completar 100 ml.

5.2.4Determinacion de las curvas de crecimiento Galendula officinalis

Para la determinacion el crecimiento de labiasa celular se empleo el métodelgeso seco, en

el cual se emple@n sistema de filtracion al vaciconun filtro de papel Whatman No. 1 ubicado

en el interior de unembudo Bichner, las células fueron lavadas con agua destilada para retirar el
medio residualPara la evaluacion del crecimiento celular se empleo el método de eliminacion
(Kim, et al., 1991). Estmétodo consiste en inocular un nimero de frascos igual al nimero de
muestras a analizar durante la curva de crecimiento celular, de manera que cada frasco es
eliminado del experimento en el momento de andlisis, esto con el fin de evitar el muestreo sobre
un mismo frasco, procedimiento que pone en riesgo de contaminacién microbiana al cultivo. Sin
embargo, para evitar la heterogeneidad en el in6culo a emplear, es necesario que el contenido de
células de varios frascos sea mezclado en uno.

El contenido de4 a 6 frascos de 250 ml con 100 ml de suspensiones celulares de 8 dias de
subcultivadas, fueron mezcladas en un frasco de 500 ml previamente esterilizado junto con un
agitador magnético y agitados en una plancha a 150 rpm, esto con el fin de asegulareniaa
homogeneidad del in6culo. Es importante aclarar que las suspensiones celulares empleadas como
inoculo fueron previamente inspeccionadas para detectar posible contaminacién microbiana en
medio PDA (Potato Dextrose Agar: Agar con pgpacosa), en glunas ocasiones enriquecido con
extracto de levadura para amplificar su espectro de deteccién. La suspension contenida en este
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frasco fue empleada entonces como inéculo, para lo cual se tomo 5 ml de est4 con una pipeta
adaptada para este fin y se introdanide manera aséptica en los frascos de 100 ml conteniendo
20 ml de medio frescoLos frascos fueron ubicados en un equipo tipo shaker rotatorio a 110 rpm,

y con temperatura controlada a 25°C, con fotoperiodo natural. Fueron tomadas frascos por
triplicado cada 2 o 3 dias, de manera aleatoria. Los frascos inoculados y tapados, fueron
numerados y mediante la generacién de numeros aleatorios fueron organizados en orden
ascendente, de manera que en esta nueva organizacion los frascos serian retirados etlegste o

Para determinar la velocidad espiéza de crecimiento, se realizh calculo en la fase exponencial
del cultivo. Para & se emplea la Ecuacion Ra cual esta basada sobre la velocidad a la cual
incrementa la concentracion de biomasa en un sistesr@aado (cultivo en batch).

x

f t
2( — X dx O ﬁﬂ‘ dt
dt X 0

IN(X;) - IN(X,) = 7t reordenando,

IN(X,) = m*t +In(X,) (Ecuacion 2

Para estimar el tiempo de dlipacién se empleé la Ecuéo 3, el cual corresponde al tiempo en el
que una determinada cantidad de biomasa se duplica en su valor, durante la fase de crecimiento
exponencial.

Tiempo de duplicacion:

_In2

t, =— Ecuacion
d m ( 3

Por lo tanto, es posible determinar la geidad especifica de crecimiento durante la fase
exponencial del cultivo, realizando una regresion lineal para los puntos considerados como parte
de la fase de crecimiento exponencial.

5.2.5Elicitacion de suspensiones celulares @alendula officinalis

Paa la elicitacion de las suspensiones similares se siguié un procedimiento similar al de la curva de
crecimiento celular, incluyendo la forma en la que se determino la biomasa celular. Para ello el
contenido de células de varios frascos fue mezclado ekrienmeyer previamente esterilizado

junto con un agitador magnético en condiciones asépticas, y esta suspension fue empleada como
in6culo para varios Erlenmeyer de 100 ml con 20 ml de medio fresco previamente esterilizado.
Una vez realizada la inoculaciéon células, se procedio a adicionar la solucion etandlica de acido
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salicilico o de metil jasmonato, la cual era previamente microfiltrada (filtro de 0,22 pm) vy
adicionada en condiciones asépticas a las suspensiones, de manera que la estas tuvieran como
concentracion final las concentraciones mencionadas en la Tabla 4. Durante el transcurso de la
investigacion no se realizé estudio de interaccion entre el metil jasmonato y el &cido salicilico,
debido a que se queria primero estudiar su posible efecto @lisibbre la produccién de acido
oleandlico por separado. En un primer ensayo se estudio el efecto de los elicitores sobre la
produccién de biomasa, y para este se realizo el experimento con cuatro replicas por tratamiento.
Las soluciones madre tanto de dwi salicilico como de metil jasmonato tenian la misma
concentracion la cual era igual a 30 mM. De estas soluciones se prepararon dos soluciones
adicionales una de 3 mM y la otra de 300 pM. Esto con el fin de adicionar siempre la misma
cantidad de soluciédel agente elicitor, a excepcion del caso de la concentracion de 1000 uM.

Tabla 4. Concentraciones y cantidades empleadas de agente elicitor en el primer experimento
de elicitacién (metil jasmonato o acido salicilico)

Concentraciéon final en ¢  Cantidad de agente
medio de wltivo (UM) empleada (ul)
0 0
1 83
10 83
100 83
200 167
1000 833

a: Tratamiento con metil jasmonato y no con acido salicilico. b: Ensayo realizado con acido salicilico y no con metidl jasmona

Es importante aclarar que losatamientos fueron asignados a los frascos de manera aleatoria,
previa numeraciéon de los frascos, y generaciéon de nimeros aleatorios asignados, se organizaron
en orden ascendente, y se comenz6 la asignacion de tratamientos también en orden ascendente
de corcentracion.

En estos ensayos, también se quiso determinar el efecto de la elicitacién sobre la produccién de
biomasa luego de doce dias de haber comenzado el cultivo. Para ello en el de ensayo con metil
jasmonato se introdujo a dos frascos con doce diascdltivo, para que quedase en una
concentracion final de 10 uM. En el ensayo con acido salicilico, este también se adicion6 a dos
frascos en el dia doce del cultivo en concentraciones finales de 10 uM y 100 pM.

Se debe mencionar que las condiciones driliacién de los cultivos fueron iguales a las de las
curvas de crecimiento, y el medio preparado en las mismas condiciones. En todos los casos las
células fueron analizadas luego de quince dias de cultivo. Con un agitador magnético pequefio, de
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los frascogon 25 ml de suspension fueron tomados de 5 ml de muestra para realizar el analisis
del peso seco de la biomasa.

Luego de este ensayo, se decidi6 establecer un inéculo mas concentrado para comenzar el
experimento, y para ello se realiz6 un ensayo pargmenar en las nuevas condiciones cuanta
biomasa y en que tiempo se podia obtener. Para ello el volumen de trabajo fue de 20 ml en un
frasco tipo Erlenmeyer de 100 ml. Se obtuvo un inéculo mas concentrado mediante un mayor
reposo del sistema y eliminacidel medio, y se utilizé un volumen de inéculo igual a 5 ml. De
acuerdo con los buenos resultados de este experimento se decidi6 mantener esta proporcion para
continuar con los ensayos de elicitacion.

Para el segundo ensayo de elicitacion en el cualesdizaria los andlisis quimicos para la
cuantificacionde é&cido oleandlico, se trabajéon un volumen de trabajo de 20 ml en un
Erlenmeyer de 100 ml (ho en 25 ml como en los primeros ensayos), tal como se describid
anteriormente. En este caso el metil fasnato y el &cido salicilico fueron adicionados
posteriormente a la inoculacion de los frascos, de manera aséptica y esterilizados por
microfiltracién como se describié anteriormente. Ya que se evidencié que la adicién de los agentes
elicitores afectaba fertemente la produccién de biomasa, se decidié estudiar en este caso el
efecto de la elicitaciébn sobre la produccion de biomasa y &cido oleandlico, en dos tiempos
distintos, en el dia del inicio del cultivo, y diez después del inicio de este, ya quecdiitiesd

caso, se alcanzaria una mayor biomasa antes de la elicitacion. La asignacion de tratamientos a los
frascos de fue manera aleatoria, previa numeracion de los frascos, y generacion de numeros
aleatorios asignados, se organizaron en orden ascendentse comenzd la asignacion de
tratamientos también en orden ascendente de concentracién, primero los elicitados en el dia del
inicio del cultivo, y posteriormente los elicitados en el dia diez del cultivo. Los tratamientos
empleados son descritos en lablab.

Como en este experimento se queria determinar la concentracién del acido oleandlico en las
células y en el medio de cultivo. Se les determiné el peso seco al contenido total de las muestras y
posteriormente se recuperaba la cantidad de biomasa retagara realizar el analisis quimico

del papel de filtro. Estos experimentos tenian tres replicas por tratamiento, las cuales fueron
analizadas para la determinacién de la biomasa.

5.2.6Efecto de la concentracion de sacarosa sobre los cultivos celuldeg€salendula officinalis

Para la determinaciéon del efecto de la concentraciébn de sacarosa sobre el crecimiento y la
produccion de metabolitos secundarios @e officinalisse siguidé la metodologia descrita para la
elicitacibn en ambos casos, sin la atticide agentes elicitores. La evaluacion de este efecto
implicaba preparar medios diferentes con la concentracion de sacarosa deseada, o preparar un
anico medio y luego de ajustar el pH, ajustar la concentracion final de sacarosa con la forma pura
de este ompuesto en el caso en que no fuese @0 la concentracion final, y la opcion que se
tomo fue la Ultima, y después de este ajuste en la concentracion se procedié al autoclavado. Las
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concentraciones de sacarosa estudiadas fueron 30, 45, 6@AL 7&oncerracion final en el medio
de cultivo.

Tabla 5. Concentraciones y cantidades empleadas de agente elicitor en el segundo experimento
de elicitacién (metil jasmonato o acido salicilico)

Concentracion final en ¢  Cantidad de agente
medio de cultivo (uM) empleada (ul)
0 0
12 67
107 67
100 67
1000 667

a: Tratamientos con metil jasmonato y con acido salicilico, con aplicacién del agente en frascos distintos, en eltiia gelienldias
después del cultivo. b: aplicacion solo en frascos con diszldiaultivo.

5.2.7Extraccion del acido oleandlico desde suspensiones celulareSalendula officinalis

De acuerdo con el analisis realizado de los documentos en los que se extrae y determina la
concentracion de 4cido oleandlico en células y en medicutévo (numeral 2.7.1 del presente
documento), y los materiales disponibles en el laboratorio, y preensayos realizado, se determino
seguir los procedimientadescritos en las Figuras 4y 5

Sin embargo, cabe aclarar que para el andlisis quimico tantasdeélulas como del medio de
cultivo fueron tomadas dos de las tres replicas para estos experimentos, seleccionadas de manera
aleatoria. Esto debido al elevado nimero tanto de extracciones, como de analisis en el equipo de
HPLC (cada muestra analizadaeeaquipo llevaba 30 minutos).
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Figura 4. Procedimiento para extraccion de acido oleandlico desde medio de cultivo agotado de
suspensiones celulares dealendula officinalis

Separaicélulas frescas por filtran al vacio
del medio de cultivo

v

Tomar 10 ml de medio filtradg llevarloa un
tubo Falcon de 50 ml

y

Adicionar 10ml deacetato de etilo al tubo conteniendo el
medio, mezclar fuertemente por un minuto, y dejar en repoj
por 5 minutos o hsta buena separacion de las fases

A

Retirar el sobrenadantg extraernuevamente
con acetato de etilo, realizar este proceso d
veces tal como se indico en el recuadro
anterior

Reunir y evaporar los extractos en
bafio de maria a aprox 80 ° C

Disolver en 1 ml de metanol
grado HPLC
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Figura 5. Procedimiento para extracci@e acido oleandlico desde las células secaCadendula
officinalis

Retirar células frescas por filtida al vacio,
secar a 60 ° por tres dias

\4

Pesar 100 mg de matal seco y llevarlos a ur
tubo falcon de 50 ml

v

Adicionar 15l de etanol al 966 y extraer en
ebulliciéon por 15nin

v

Retirar el sobrenadante y extraer con etanc
nuevamente, realizar este proceso dos veC|

\4

Filtrar y unir los extractos, y evaporar en ba
de mariaa 80 ° C

Disolver extracto en 10 ml de agua y extraer tres veces (
éter etilico (10ml). Agitacion fuerte por un minuto, y
extraccion del éter una vez se haya separadodsss

Reunir y evaporar los extractol
en bafio de maria a 40 °C

\4

Disolve en 1 ml de metanol
grado HPLC
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5.2.8Cuantificacion del &cido oleandlico mediante cromatograliiguida de alta resolucién

El método aplicado para la cuantificacién del acido oleaodh las muestras fue la cromatografia
liquida de alta resolucion en fase reversa-HHR.C de sus siglas en ingles). La columna empleada
como fase estacionaria fue una columna C18 (Pinnacle DB Restec, C 18, 5um, 250 x 4.6mm), y el
método empleado fue elakcrito por Chen et a., (2003), el cual al realizarlo en el laboratorio fue
reproducible. El equipo contaba con un detector con arreglo de fotodiodo, y la lectura para la
cuantificacion se realiz6 en una longitud de onda de 206 nm. La fase mévil empleddarfezcla

de dos solventes-B (A: acetonitrilo; B: solucidon acuosa de acido fosférico al 1.25 %; la proporcion
de A a B fue de 86:14 v/v), y la fase movil tenia un flujo de 0.5 ml/min (en estas condiciones el
tiempo de retencién del acido oleandlico ém publicacion fue cercano a los 18 minutos). Este
método fue elegido por que se reporto buena separacion entre los compuestos con estructura
similar tales como el acido ursdlico. Para el establecimiento de la curva de calibracion, se
prepararon soluciong estandar con concentraciones de 5,10, 15,20, 25 y 100 &l volumen de
inyeccion ala columna siempre fue de 20 .uCada punto de concentracion fue analizado por
triplicado para realizar la curva de calibracion. Sin embargo, por el elevado nUmenced&ras a
analizar, y por el carécter exploratorio de la investigacion solo se analiz6 cada muestra una sola
vez por el equipo, salvo en los casos en los que fuese dificil la cuantificacién en los que se tomo
doble medicion. La identificacién del pico saliz6 de acuerdo con la comparacion del tiempo de
retencion.

5.2.9Deteccién de flavonoides por cromatografia en capa delgada

Las células d€. officinalifueron analizadas para detectar la posible presencia de los flavonoides
acido caféico, acido clorégico, quercetina y kaempferol; en la presencia de de acido salicilico o
metil jasmonato. Parallo se gener6 un concentrado de células, el cual sirvio de inoculo, el cual se
se prepar6é mezclando eontenido de seis frascos de 250 ml con 100 ml de sugpees un

frasco estéril(con 8 dias de cultivose permitié la sedimentacién y se retiofia porcion el

medio del sobrenadanteJn total de seis frascos de 250 ml con 80 ml de medio MS modificado (ya
descrito) fueron inoculados con 20 ml de in6culm@ibados a 25 °C y fotoperiodo natural. Luego

de 8 dias de cultivo, dos frascos fueron elicitados con metil jasmonato, dos frascos con &cido
salicilico, mientras los otros dos frascos permanecian sin elicitar. Para la elicitacion se conté con
soluciones d metil jasmonato y acido salicilico (30 mM cada una), y para que gquedaran en una
concentracion final de 100 uM, fueron tomados 333 pl, los cuales fueron introducidos de manera
aséptica y microfiltradas con filtros estériles de 0.22 um. Luego de 5 déstadetratamientos, las

células fueron recolectadas y secadas a 60 °C, durante 24 horas. Posteriormente se tomaron 200
mg de células secas, provenientes de cada frasco y fueron extraidas durante una hora a 90 °C con
20 ml de una solucién hidroalcoholicatgeol:agua equivalente a 80:20), este fue uno de los
procedimientos empleados por Gao y Liu (2005), especificamente para extraer flavonoides desde
cultivos de células en suspension. Los extractos fueron separados de las células y llevados a
sequedad. Finalente, este material seco fue redisuelto en 1 ml etanol para su analisis.
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Para la cromatografia en capa delgada, se emplearon placas con silica gel como fase estacionaria,
de dimensiones 20x 20 cm. Se emplearon dos fases moviles para el andlisis edigtiatas. Una

fase mévil que contenia acetato de etilo, 4cido acético, acido férmico y agua, en proporciones
100:11:11:26 (en volumen) respectivamente, esto para la deteccion del 4cido clorogénico. Para la
deteccién de &cido cafeico, quercetina y kaeempf, fue empleada una fase mévil que contenia
acetato de etilo y hexano en proporcion 2:1 (en volumen) respectivamente. Las soluciones patron
de los componentes analizados fueron preparadas en concentraciones de 1000 ppm, y en el
sistema de deteccion décido clorogénico fueron aplicados 20 puntos con capilares, tanto de la
muestras patron como de los extractos a analizar. En el segundo sistema de elucion fueron
aplicados 10 puntos de los patrones y 20 puntos de los extrdcagscromatoplacas con lampar

UV a 254 nmy 366 nm.

5.2.10 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

Con el fin de comprobar la presencia de &cido oleandlico en las muestras procesadas por HPLC y
determinar si en los distintos tratamientos se producian compuestogioglados con el acido
oleandlico (acidos triterpenicos), se seleccionaron algunos de los mejores tratamientos para el
analisis de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas-MH)LSe estudio un

GNF GFYASYyG2 02y YSiiédo élelddscing tiadlde cuftivo); un trataanientd: LJ
02y + OAR2 &l fAONEAO2 o6mn >aX | LXAOFR2 Sy Sf
concentracion de sacarosa (75 g/L), y una muestra sin tratamiento. Las muestras analizadas fueron
seleccionadas dibrma aleatoria desde las muestras previamente analizadas por HPLC. El estudio
se realizé corCromatografo liquido Agilent serie 1200 acoplado a un detector de masas tipo
cuadrupoloLC/MSD VI(Sede de Investigacion Universitada la Universidad de Antimia, SIU.

Algunas de las condiciones de analisis son mencionadas a continuacion:

9 lonizacion por medio de una fuente APCI (atmospherical pressure chemical ionization) en
modo positivo.

Flujo en el LC de 1,5 ml/mitiempo de corrida de 7 minute$ase m&il compuesta de
ACN:H20 85:18olumen de inyeccion 0,5t#mperatura del termostato 25 °C.
Longitud de onda del DAD 206 nm.

Columna: Zorbax Eclipse 4,6 mrhi50 mm y 5 micras.

Voltaje del capilar= 3500 voltios.

Voltaje de fragmentacién= 100 voltios

Flujo del gas de secado= 5 litros/min

Presion del nebulizador= 60 psi

Temperatura del gas de secado= 350 °C

Temperatura del vaporizador= 450 °C

Corriente corona= 4 microamperios

Gas de secado= nitrégeno

Para el modo SIM se usaron los iones 391411,30 y 439,30.

Para el modo SCAN se uso un rango de masas entre 100 m/z'y 700 m/z.

E]

=4 =4 -8 -8 _-8_8_48_4a_-4_-49_-49._-2
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Generacion de callos friables @alendula officinalis

Como primer paso para la obtencion de explantes para la generacion de callos, serobtuv
plantulas asépticas. La primera etapa desinfeccion de las semillafsie una modificacién del
estudio realizado por Grzelak y Janiszowska (2002) este procedimiento se obtuvo un
porcentaje de germinacion superior al 80% y la contaminaciéreptada ro superéel 10 % de

los frascos. Esta modificacion permitié reducir este procedimiento a 1 hora, el cual estaba
planteado por los investigadores mencionados para 21 horas. Pérez (2008), empled una
combinacion de tratamientos que incluian hipocloride sodio y etanol, con un tiempo total de 5
minutos de desinfeccién teniendo buenos resultadsia embargo en el estudio no es claro si el
tratamiento se aplico sobre las semillas o sobre los embriones. Cabe aclarar que no se profundizé
mucho en este ggecto puessi bien es importante, no es el objeto del presente estudio. En la
Figura 6 se aprecian las semillas y plantulas germinad@s aficinaliempleadas como fuente de
explantes.

Figura 6. A la izquierdaemillas deCalendula officinalisA la derecha plantulas deC. officinaliscon una
semana de germinadas.

Como siguiente etapa para la generacion de callos friables, se incubaron explantes de hoja en los
medios suplementados con 0.4 mg/L dé B, y 0.4 mg/de kinetina, combinacion hormmal, que

dio buenos resultados para la callogénesis, tal como ya habia sido demostrado por Grzelak y
Janiszowska (2002), y Pérez (2008). En dos semanas ya se observo respuesta de losaxplantes
medioy, luego de dos meses dmibcultivo periddicose obtwieron callos friables (Figura 7). La
condicion de friabilidad de los callos fue evidenciada de manera cualitativa, dado que cumplian
con la caracteristica méas reggentativa a escala macroscopiba serpoco compactos (George et

al., 2008). Los callos atidos se pueden observar ersEigura7 y 8.

Durante el establecimiento de los cultivos de calloCdéendula officinalise evidencipluego de
tres mesesla fenolizacion (conversion a color café) de los callos, tal como lo reportd (Grzelak y
Janisewska, 2002)sin embargo, se observo que reduciendo el periodo de subcultivo, de 14 o 21
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dias a 10 dias, se evitd este fendmeno. Posiblemente, la fenolizacion en este caso se debia a la
acumulacion de metabolitos toxican el medio de cultivdcompuestosfendlicos), y con el
subcultivo frecuente los callos no fueron expuestos a este estrés oxidativo, tal como lo mencionan
Bhojwani y Razdan (1998jn embargo, mayor experimentacién es requerida para corroborar este
fendbmena Al cabo de varios subcultivasas, se mantuvo un buen crecimiento de los callos
durante los siguientes meses, aunque la tasa de crecimiento en estas condiciones no fue
determinada. Luego de 8 meses de subcultivo, los callos disminuyeron su capacidad de
crecimiento.

Figura 7. Ad izquierda, callos d€alendula officinaliformados Uego de 20 dias de su induccionlaA
derecha, callos friables d€. officinaligormados luego de 2 meses de su induccion.

6.2 Generacion de suspensiones celulares@eofficinalis

Figura 8. A lazquierda, callos de&. officinalisformados luego de seis meses dias de su induccién, a la
derecha de suspensiones celulafesofficinaliduego de 1 afio de su establecimiento.

Las suspensiones celulares@eofficinaligFigura 8 a la derechf)eroninicialmente establecidas
empleando dos callos (aprox. 8 gramos en peso fresco cada uno, Figura 8 a la izquierda) en los
matraces de 250 mL con 100 mL de medio, dando lugar a una alta fenolizacién de las suspensiones
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al cabo de los 14 dias de cultivo. 6dia se establecieron las suspensiomagsartir deun callg en
lugar de dos, y el subcultivo se redujo a 8 dias de cultivo, la fenolizacién de las suspensiones no fue
evidenciada.

Al cabo de dos subcultivos de haber iniciado las suspensiones celuladgsesmba una alta
disgregacién de los agregados celulares, y para los siguientes subcultivos, los agregados grandes
fueron separados de los mas pequefios, cuidadosamente por sedimentdei@sta manera se
mantuvieron las suspensiones sin grandes agregacelulares, condicidn necesaria para la
obtencion de resultados uniformes en la fase de evaluacion del crecimiento y la elicitacion. En la
Figura 9, se pueden apreciar agregados celulare€ defficinalis los cuales tienen células en
division, y célds que se han mantenido unidas luego de este proceso.

u‘g,ﬁ‘

Figura 9. Células d&. officinaliwistas a 40 X, luego de 8 meses del establecimiento de las suspensiones
celulares, luego de seis dias de subcultivo.

6.3 Determinacion de la tasa de crecimientie células en suspension d& officinalis

Debido a que el protocolo de mantenimiento de las suspensiones se modificO considerablemente
a lo realizado por Grzelak y Janisowka (2002), y Pérez (2008), fue necesario construir nuevamente
las curvas de crecimi¢éo caracteristicas para las células en suspension&atindula officinalis

En la Figura 10 se aprecia que no hay una evidente fase de adamadidte cultivoy, ya que &
importante caracterizar en quiatervalo se incrementa la biomasa a una tas@onencial para
poder determinar la velocidad espdicia de crecimiento, es conveniente realizar una gréfica en
escala logaritmica para apreciar mejor esta fase de crecimiento.
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Figura 10. Curva de crecimiento @alendula officinaljsen cultivos lugo de dos meses de establecidos.
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Figura 11. Logaritmo natural de la biomasa, para determinar los dias que hacen parte de la fase de
crecimiento exponencial.

Observando la Figura 11 es posible identificar los dias que hacen parte de la fase de crecimiento
exponencial, los cuales van desde el dia 1 hasta el dia 10 del cultivo, intervalo de dias en el que se
mantiene una relacion lineal entre el logartimo de la cantidad de biomasa y el tiempo.
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En este caso la velocidad esfiieai de crecimiento, calculadadiacion2) entre los dias 1 y 10,

con mediciones en los dias 1, 3, 5, 7 y10, los cuales corresponden a la fase de crecimiento
exponencial es: 0.274 digsesta velocidad espdia de crecimient@orresponde a un tiempo de
duplicacién de 2.53 dias (caladh con la Ecuaci@). La cantidad de biomasa méaxima alcanzada

en este caso corresponde a 209.6 mg/ 25 mL de medio, lo cual es equivalente A &8Z@ulas

secas Durante el establecimiento de esta curva de crecimiento ocurrié una falla eléctizém ra

por la cual posiblemente se presengaténdencia vista en la Figura. Esta curva fue establecida a

los dos meses de establecer el cultivo en suspension. Las barras indican la desviacion estandar de
la media del punto medido.

En la Figura 12, se aiisa la curva de crecimientque fue realizada luego de seis meses de
establecer las suspensiones celulares. Aunque parece que hay una etapa de adaptacién durante
los primeros dias de cultivo observanesta figura, al realizar el diéo empleando el logiémo

natural de la biomasa (Figura 13), se evidencia que los primeros dias también hacen parte de la
fase de crecimiento exponencial.
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Figura 12. Curva de crecimiento @alendula officialisen cultivos luego de seis meses de establecidos.
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Figura 13.Logaritmo natural de la biomasa, para determinar los dias que hacen parte de la fase de
crecimiento exponencial.

De acuerdo con la Figura,1$: aprecia ungendencialineal entre las variables entre el dia inicial

del cultivo y el dia 12. De esta manenatonces se procedid a determinar los coeficientes de la
regresion linealRelacionando las dos variables mediante una regresion lineal, se encontré que el
valor de la pendientees 0.261 did, valor que corresponde a la velocidad especifica de
crecimientq cuyo intervalo de confianza al 95 % corresponde a (0.228ntif@mo, y 0.296 dia
maximo). En este casmrrespondiendo a un tiempo de duplicacion igual a 2.65. dhsivel de
biomasa méaximo alcanzado fue de 218.53 mg/ cada 25 mL, equivalente@|8.74

Comparando los restados de las velocidades espards de crecimiento para las suspensiones de

2 y 6 meses de establecidas, se encuentra que no son estadisticamente diferentes, pues los
valores determinados para cada velocidad, estan dentro dehialo de confianza al 95 % de la

otra, y ademas los maximos niveles alcanzados de la biomasa son similzstes nuevamente
contrasta con los resultados obtenidos por Pérez (2008), pues al cabo de 8 subcultivos (con un
subcultivo cada 145 dias, es apximadamente un total de 4 meses), las células ya habian
perdido la capacidad de multiplicarsestas diferencias posiblemente pueden ser debidas a que a
partir de un mismo cultivo de una planta pueden obtenerse variantes o lineas celulares con
diferentescomportamientos En la publicacion de Grzelak y Janiszowska (2002), es evidente que la
tasa de crecimiento no cambia sustancialmente al comparar las curvas realizadas entre los 2y 8
meses de establecido los cultivos de célula€defficinalis

Wang etal. (1999), encuentra que las células en suspension Taxus chinensiienen una tasa
especiica de crecimiento igual 0.12 digtiempo de duplicaciéon de 5.77 dias), en medio MS
suplementado con 30 g/L de sacarosa. Feria.¢R8D5), encuentraquelas células en suspension
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de Uncaria tomentosapresentan una tasa especifica de crecimiento equivalente a 0.159 dia
(tiempo de duplicacion de 4.36 dias) en medio Nitsch & Nitsch, suplementado con 20 g/L de
sacarosa. Pepin et.dl1995), reportan que losultivos de células en suspension diis vinifera
cultivadas en medio B5 prestan una velocidad espdicia de crecimiento aproximadamente igual

a 0.24 did (tiempo de duplicacion de 2.8 dias). Comparando los resultados obtenidos en los
estudios antewrmente mencionados, es evidente que las células cultivadasCalendula
officinalis en las condiciones estudiadas en la presente investigacion, tienen una alta tasa de
crecimiento, implicando un menor tiempo en su duplicacion.

En cuanto a la no evidenttase de adaptacién en el crecimiento celular por parte de las
suspensiones d€alendula officinalisultivadas en las condiciones de la investigacion, cabe aclarar
que durante la ejecucion del experimento se contaba con células con una buena viabilidad cel

ya que provenian de cultivos con una tasa de subcultivo alta (por tanto con baja acumulacion de
metabolitos toxicos), y ademas en el desarrollo de la curva de crecimiento, se empleaban 5 mL de
suspension celulacélulas mé& medio del cultivo de prodencia) y 20 mL de medio fresco. En el
estudio publicado por Wang y Zong (2002), se observa que cuando se emplea medio de cultivo
acondicionado (medio en el cual ya han crecido células), como suplemento al medio fresco, las
células deTaxus chinensisultivadas en biorreactor comienzan su crecimiento desde el inicio del
cultivo sinpasar por la fase de adaptacidasi mismo la velocidad espfica de crecimiento
también se ve incrementada desde 0.086 'dfmsta 0.125 di& (este incremento en particular
cuando la proporcién es 50:50, de medio fresco a medio acondicionado), siendo este efecto
atribuido a factores no definidos obtenidos desde el medio acondicionado. Sakurai{E294),
también encuentran un efecto similar al emplear medio acondicionademalear un 25 %, 50% y

75 % de medio acondicionado como medio de cultivo. Grzelak y Janiszowska (2002), realizaron
experimentos para generar la curva de crecimientoQeofficinalissn un medio con la misma
composicion de nutrientes y hormonas que el éegglo en la presente investigacion, asi como
temperatura, pH y agitacion, alcanzando la fase estacionaria al dia 21 luego de iniciado el cultivo
en condiciones de total oscuridad, y la fase estacionaria al dia 25 luego de iniciado en condiciones
de total luminacion adicionalmente en ambos casos era evidente una fase de adaptacion de al
menos 2 diassin embargo, es importante resaltar que estos autores en su investigacion
desarrollaron el experimentos inoculando células sin medio, mientras en la preésgastigacion

se inaulécon algo de medio residual.

Cuando se realizaron las curvas de crecimiento en las condiciones mencionadas de la presente
investigacion, se encontré que la fase estacionaria en promedio se alcanzaba entre los dias quince
y veinte @&l cultivo. Sin embargo, en estos experimentos se emple6 un indculo que resultaba ser
bastante diluido, lo cual posiblemente extendia durante mas tiempo el crecimiento del cultivo,
posiblemente porque se requieren mas generaciones de células para quensen algun
componente limitante del crecimiento y las células entren en fase estacionaria. Adicionalmente,
era importante contar con un in6culo concentrado, pues se requeria de una mayor cantidad de
biomasa para realizar un analisis quimico de los meiaisadn la etapa de elicitacion. En la Tabla
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6, se resumen los resultados de un experimento, cuyo objetivo fue determinar la cantidad de
biomasa que se obteniguando se emplea un ie@lo concentrado. Es de aclarar que el
experimento fue llevado a caba temperatura ambiente (25 +7 © C), teniendo el cultivo una
concentracion inicial de células igual a 2.19 g/L, aleazana biomasa maxima de 182 mg/ 20
mL, lo cual corresponde a 9.10 g/L.

Tabla 6. Crecimiento en in6culo concentrado

Dia de cultivo Biomasa(mg) en 20 mL | Biomasa seca(g/L) | Error estandar
0 43,9 2,20 0,029
5 85,5 4,27 0,016
10 164,0 8,20 0,746
15 182,0 9,10 0,241

Con el fin de realizar un andlisis mas detallado acerca de los niveles de biomasa maxima
alcanzados en la presente investigexiy teniendo en cuenta que el medio empleado tiene la
mitad de nitbgeno, f&foro y otros nutrientes, y por lo tanto se pudoesentar una limitacién de

estos componentes, se decididconstruir una fémula empirica para la biomasa de células
vegetales cuivadas en suspensidim vitro, para realizar una estimacion del consunde
nitrdgeno; esto considerando que la proporcion entre los diferentes componentes de las
diferentes células de especies vegetales cultivadasvitro en suspension no deben ser
sustancialmente diferentes. Las formulas empiricas para dos especies vegetales cultiveittas

(al no existir mas informacion disponible al respecto) son mencionadas a continuacion:

Especie vegetal Formula empirica biomasa Referencia

Catharanthus roseuscultivos de células CH 5Ny 1100 62 Rho y André, 1991
en suspension)

Elaeis guineensis(palma de aceite, CH 7éNo.1800 56 Gorret et al., 2004
cultivos de células en suspension)

Al promediar los subindices que correspena cada elemento, en las dosrrfiulas empiricas
mencionadas anteriormente, se obtiene la siguiente férmulay gy 100050 asi el peso
molecular de la biomasa seria igual:

Peso molecular biomasa = 1*12+1.665*1+0.105*14+0.59*16=24.57gIC
Total biomasa formada =biomasa finklomasa inicial = 9.32.20= 6.9 gramos
Gmoles de biomasa= 6.9 gramos de biomasa /24.575gsC= 0.2808 C moles.

Moles de nitrégeno necesarios= 0.280806/*0.105 moles de N/@nol= 0.02948 moles.
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Este valor corresponde a 29.5 mmoles, y al comparar este a@tola cantidad de nitrégeno total

que tiene el medio empleado (MS modificado, solo con 30 mmoles de nitrégeno por Btigcs
evidente que éte puede ser un componente el cual puede estar limitando la cantidad de biomasa
maxima de las células en seggion deC. officinalisaunque no se debe descartar otro u otros
nutrientes limitantes debido a la particular formulacion del medio.

6.4 Efecto del Metil Jasmonato sobre el crecimiento celular

Con el fin de establecer el grado de sensibilidad que ptasdas células d€. officinalisal metil
jasmonato se realiz6 uprimer ensayo,que permitié evidenciar que las células disminuian su
crecimiento y se tornaban mas oscurasnedida que incrementaba la concentracién de este
agente (Figura 14).

Con el fin de establecer cuantitativamente el efecto sobre el crecimiento, se decidié expresar los
resultados con el conocidadice de crecimiento (Ecuacion, 4a cual permite comparar de una
maneramas eficiente los diferentes experimentos, dado que no sierspreuentacon la misma
concentracion de biomasa inicial.

. oo Biomasdinal- Biomasdnicial e
Indice de crecimiend = (Ecuaciorg).

Biomasanicial

Figura 14. Oscurecimiento de las suspensiones celular€s dfficinaliduego de 15 dias de cultivo, por
efecto de las distintas concentraciones detijasmonato estudiadas.

La Figura 1Ewuestra los resultados de un experimento preliminar empleando como agente elicitor
el metil jasmonato en diferentes concentraciones, en donde claramente se aprecia el efecto
negativo de la concentracion del metil jagnmato sobre el crecimiento celulancluso aplicado en

una concentracion de 1 pMaplicado en el di inicial del cultivo), se reducel indice de
crecimiento a un 67.2 %lel indice obtenido en con el tratamiento sin metil jasmonato
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Efecto de la elicitacion con MeJa sobre el
crecimiento celular
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Figura 15. Efectoalla elicitacion con diferentes concentraciones de metil jasmonato (MeJa) sobre el
crecimiento celular, en azul elicitacion dia inicial, en rojo elicitacion dia 10. Las barras representan el error
estandar.

Cuando se aplica mefdsmonato a una concentc@n fnal de 200 uM (aplicado en eladinicial

del cultivo), el tratamierd resulta ser tan letal que ehdice de crecimiento comparado con el
control sin adicién de metil jasmonato se ve reducido a un 9.18 % de su valor. Cualdtatadn

se condue en el da diez de iniciado el cultivo con una concentracion fieairebtil jasmonato de

10 uM, el hdice de crecimiento se reduce un 68.34 % del valor sin adicion de este agente, el cual
es mayor cuando se aplica el metil jasmonato en esta misma coacénirpero el dianicial del

cultivo en donde elidice de crecimiento se reduce a un 60.77 %.

Comparando estos resultados con los obtenidoglesegundo experimento (Figui&), se aprecia

que en este Ultimo se mantiene el efecto inhibitorio que tieslemetil jasmonato sobre el
crecimiento. Por ejemplo, a una conceatiéon de 1 uM (aplicado en eladinidal del cultivo), se
reduce el mdice de crecimiento a un 65.46 % del control sin elicitacion, lo cual no es diferente de
lo obtenido durante el primeexperimento. Sin embargo, al comparar el valor deioéces de
crecimientq inclusive entre los controles del primer y segundo experimento, se aprecia que son
sustancialmente diferentes (7.15 y 1.82, respectivament@)a posible explicaciéon a este
comportamiento es la diferencia en la concentracion inicial de células en el cultivo, ya que en el
primer experimento se empéeun in&ulo diluido (1.17 g/L), mientras en el segundoezkpento

se empleo un indculo nsaconcentrado (2.55 g/L), lo cual impligae para una determinada
cantidad de nutrientes en el primer caso la biomasa celular podréa alcanzar un mayor nimero de
divisiones, dando lugarun mayor ndice de crecimiento.
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Efecto de la concentracion de MedJa sobre el
crecimiento
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Figura 16. Efecto de la elicitacién con diferentes concentraciones dejasetibnato (MeJa) sobre el
crecimiento celular

Cuando se elicitan las suspensiones celularesardia d€imo de iniciado el cultivo (aun en fase

de crecimiento exponenciglse evidencié que en todas las concentraciones estudiadas también se
presentalainhibicion en el crecimiental observar las barras de error en los experimentos en los
que se emplean las concentraciones de 10 y 100 us& aprecia que no hay diferencias
significativas a estos nivelesin embargo, cuando se aplica este agente elic@d 000 uM, se
encuentra un alto nivel de inhibicidn, e incluso de lisis celular ya que se espera que para el dia diez
de cultivo ya se haya alcanzado un incremento sustancial en la biomasa y el indice de crecimiento
no sea tan bajo (se redujo a un 5.4t control).

La inhibiciéon del crecimiento celular por el metil jasmonato también ha sido reportada para
cultivos de células en suspension de diferentes especies vegeMldsimine et al. 1996,
reportaron que los cultivos de células en suspensiéiales medialun hbrido entreT. baccatay

T. cuspidaty son sensibles a las diferentes concentraciones de metil jasmonato, y se aprecia una
reduccién del crecimiento cercanal8 % del valor del contrdtratamiento sin el agente elicitar)

en concentracioes de 0.1, 1 y 10 uM, y en una concentracion final de 100aukduccion en el
crecimiento fue aproximadamente un 32 del valor de biomasa del control

Thanh et al., 2005, indican que lo cultivos de células en suspensidPamiEx ginsengson
inhibidos en su crecimiento cuando se introduce meigmonato en el medio de cultivgin
embargo, la inhibicion es méas reducida en comparacién con lo encontrado en la presente
investigacion, ya que a una concentracion de 100 uM en el dia inicial del cultieockentracion
de biomasa es el 90 % de la obtenida cuando no se aplica metil jasmonato. Sin embargo,
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previamente Lu et al2001), reportan que los cultivos dRanax ginsengo son sensibles a metil
jasmonato, en las concentraciones de 50, $¥@D0 uM apicado en el dia inicial del cultivBsto
conduce a pensar que la inhibicion depende de la linea celular especifica.

Kang et al (2006), reportan que el metil jasmonato también genera un decremento en el
crecimiento de los cultivos de células en suspend@@inkgo biloba,particularmente cuando se
emplean concentraciones de metil jasmonato de 10, 100 y 1000 uM, generando en todos los casos
un nivel de biomasa cercano al 65 % del control sin adicién de este agente.

Por otro lado, los cultivos de célulaa suspension d€atharanthus roseu@._ee et al., 2004) no
resultan ser afectados en su crecimiento por la adicion de metil jasmonato aplicado en
concentraciones finales de 10 y 100 gMando é&te es introducido en el dia inicial del cultivo, o
durante lafase de crecimiento exponencide donde se infiere que inhibicion del crecimiento
celular en los cultivos de células vegetales en suspension por parte del metil jasmonato es
dependiente de la especie.

Kim et al. (2005), establecen que los mecanismoslg®icuales se presenta la inhibicién en el
crecimiento o pérdida de viabilidad celular, cuando se elicitan cultivos de células en suspension de
Taxussp. con metil jasmonato, no se deben directamente a la presencia de este agente en el
medio de cultivo, imo posiblemente a los metabolitos secundarios estimulados en su produccién
por este agente. Ademas estos investigadores también establecen que la reducciéon en la
viabilidad, no desaparece cuando se trasladan las células a un medio sin metil jasmooa&b, 1o
indica que existen mecanismos aun por establecer durante el proceso de elicitacion que pueden
afectar al crecimiento celular.

6.5 Efecto del acido salicilico sobre el crecimiento celular

Cuando se emplea acido salicilico como agente elicitor se ptraugue se presenta también
inhibicion en el crecimiento celular. Sin embargo, entre el primer y segundo experisnamto
presentan grandes diferencias en el comportamiento inhibitorio. La Figura 17 muestra los
resultados del primer experimentqpero, si den es evidente el efecto inhibitorio sobre el
crecimiento, se aprecia que comienza a presentarse desde la concentracion &é0 ddhde se
alcanza el 71.5% del indice de crecimiento del tratamiento sin elicitba elicitacion en el dia 10

(en rojo), mestra que también se presenta un cierto grado de inhibicion del crecimiento cuando
se elicitan los cultivos en un dia posterior al inicial; sin embargo, la biomasa se desarroll6 méas
cuando se elicitan posteriormente al dia inicial del cultivo (87.4 %ndlei de crecimiento del
tratamiento control), comparando los experimentos con las mismas concentraciones.
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Efecto de la elicitacion con acido salicilico sobre el
crecimiento
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Figura 17. Efecto de la elicitaciéon con diferentes concentraciones de acido salicilico sobre el crecimiento
celular. En azul elicitacién en el dfacial del cultivo, en rojo elicitacién en el dia décimo del cultivo.

Al analizar los resultados del segundo experimeRigura 18 y19, experimento en el cual se
realiza la elicitacion con este agente pero en el dia inicial del cultivo (Figura a8bién la
elicitacion luego de diez dias de iniciado el cultivo (Figuras&&yidencia que el efecto inhibitorio
se mantiene, sin embargo, es mas intengs. importante aclarar que estos fueron los Ultimos
experimentos en realizarse durante la experireandn (particularmente el de la elicitacion en el
dia inicial), y los cultivos celulares tenian aproximadamente 10 meses de ser establecidos.

Observando la Figura 18 es evidente que, a diferencia del primer experimento, el grado de
inhibicion es el mismagara las concentraciones de 1, 10 y 100 pM, ya que se alcanza

aproximadamente un 68% del crecimiento del ensayo sin este agestes resultados difieren de

los del primer experimento, ya que para la concentracién de 10 uM (introducida el dia diez del
cultivo) fue mayor con respecto al control sin elicitor; por lo tanto, se evidencia que hubo

probablemente un cambio en la sensibilidad por parte de los cultivos, al agente elicitor.

La Figura 19, muestra los resultados obtenidos luego de elicitar légosutbn acido salicilico, en

el dia inicial del cultivo, durante un segundo experimento. Este experimento se realizo
posteriormente al de la elicitacion del dia diez. También en este experimento se evidencia la
incrementada sensibilidad de estos cultiagste agente, ya que cuando éste se introduce el dia

de la inoculacién reduce la capacidad de crecimiento en este caso a cerca de un 13 % del indice de
crecimiento obtenido cuando no se emplea este agente.
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Efecto de la elicitacion con acido salicilico (dia diez) sobre el
crecimiento
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Figura 18. Efecto de la elicitacién con difees concentraciones de acido salicilico sobre el crecimiento
celularen el dia decimo de iniciado el cultivo.

Previamente se ha reportado la sensibilidad de los cultivos celulares al acido sakwilieb.
estudio publicado por Wang et.gR007), se ermantr6 un efecto negativo sobre el crecimiento
celular (particularmente sobre la viabilidad celular), cuasd emplea el acido saliciliea todo el
rango de concentraciones estudiadas las cuales estuvieron entre 10 mg/L y 40 mg/L (72.4 uM
289.6 uM).

Efecto de la elicitacién con acido salicilico (dia
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Fgura 19. Efecto de la elicitacion con diferentes concentraciones de acido salicilico sobre el crecimiento
celular
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Asi mismoKang et al(2006), reportan que écido salicilicgenera urpérdida en la capacidad de
crecimientoen los cultivos de célulamesuspension d&inkgo biloba,particularmente cuando se
emplean concentraciones de metil jasmonato de 10, 100 y 1000 uM, generando en todos los casos
un nivel de biomasa cercano al 626 del control sin adicion de este agenteduccion del
crecimientosimilar al obtenido con el metil jasmonato

Qiao et al. (2003), establecieron que al introducir 4cido salicilico en el medio de cultivo de
suspensiones celulares daxus cuspidatdas células reducian su viabilidad celular, y encontraron
que la apoptos era un mecanismo de este proceso; sin embargo, este proceso es mas eficiente
en la presencia de peréxido de hidrégeno. No es extrafio que el acido salicilico pueda dar lugar a
un proceso de apoptosis, ya que esta molécula participa en la primera etdpaageccion de las
plantas contra el ataque de patégenos conocida como respuesta hipersensible, la cual da lugar a
una muerte celular localizada, y también participa en el subsecuente desarrollo de la resistencia
sistémica adquirida (SAR por sus inicialegngles) (Draper, 1997). Por lo tanto, éste podria ser un
posible mecanismo de afectacién del crecimiento de las células cultivadas en suspension de
Calendula officinalisuando se emplea acido salicilico como agente elicitor.

Sin embargo, para el cantbide sensibilidad de los cultivos al acido salicilico, una posible
explicacion puede ser la variacibn somética (denominada somaclonal cuando ésta es probada
durante el desarrollo de la planta), el cual es un fenbmeno comudn en el cultivtro, debido a
mutaciones o cambios epigenéticos (cambios en la expresién de los genes) en las células
cultivadas. Este fendbmeno se incrementa con el nimero de subcultivos y con la edad del cultivo,
tal como se ha reportado para cultivos embriogénicos de células errssisp deCoffea arabica
(Etienne y Bertrand, 2003 La variabilidad debida al niumero de subcultivos también ha sido
descrita en la produccién de Taxol® (paclitaxel) en cultivos de células en suspensaushp.

tan sélo al cabo de 5 subcultivos (Kymcol., 2004). En este caso, se podria suponer que la
variacion somatica hizo mas sensibles a las células al acido salicilico; sin embargo, el tipo de
experimentacion que se debe realizar para responder este cuestionamiento estuvo fuera del
alcance de Ipresente investigacion.

6.6 Efecto de la concentracion de sacarosa sobre el crecimiento celular

La Figura 20 muestra el efecto que tiene la concentracion de la sacarosa sobre el crecimiento de
las células deC. officinalisen este primer ensayo se eeigcio que hubo un efecto inhibitorio
cuando se emplearon concentraciones de sacarosa mas altas que 30 g/L en el medio de cultivo, ya
gque a 45 g/L se obtuvedo 82.83 % del indice de crecimiento comparado obtenido a la
concentracion usual de 30 g/L, miea$rque a las concentraciones de sacarosa de 60 y 75 g/L se
obtiene el 56.84 y 59.83 % del indice de crecimiento respectivamente (aunque observando los
barras de error muestran que en estas Ultimas dos concentraciones no hay diferencias
apreciablek
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Efecto de la concentracion de sacarosa sobre el
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Figura 20. Efecto de la concentracién de sacarosa sobre el crecimiento celular

Sin embargo, en un segundo experimento (Figura 21), se evidencia un comportamiento distinto, ya
gue todas las concentraciones de sacarosa promovieron una mayor produccion de éiomas
reflejandose en un mayor indice de crecimiento que el obtenido a 30 g/L. La concentracion de
sacarosa de 60 g/L favorecio el crecimiento celular ya que el indice fue un 151.9 % superior que el
obtenido a 30 g/L.

Efecto de la variacion de la concentracion de sacarosa
sobre el crecimiento celular
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Figura 21. Efecto de la concentraciénsgearosa sobre el crecimiento celular
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Para analizar el porqué de estas diferencias es importante destacar que el primer experimento fue
llevado a cabo en la presencia de umdnlo diluido, mientras en el segundo experimento el
in6culo empleado era mas noentrado (.04 g/L y 1.76 g/L, respectivamen)e Esto podria
implicar que la sacarosa en el segundo experimefu® consumida en un menor tiempo,
posiblementedebido a que habia una mayor cantidad de biomasa celular que la consuriigra.
probable que skl primer experimento se hubiese realizado por un tiempo més prolongado, los
resultados finales serian los mismos que los obtenidos en el experiment&itioembargo, es
necesario confirmar esto mediante el seguimiento del consumo de sacarosa en el #efapo
diferentes concentracione®©tro punto importante a tener en cuenta es que durante el desarrollo
del segundo experimento, no se tuvo control sobre la temperatura (mientras en el primer
experimento, se mantuvo la temperatura a Z5), por lo que estluctuaba entre 18C y 32Cen

el laboratorio, lo cual pudo influir en la tasa de consumo de la fuente de carbono, y por lo tanto en
el crecimiento.

Feria et al. (2005), estudiaron cémo se afectaba la produdiainasa yde los acidos oleandlico y
ursolico en cultivos ddJncaria tomentosa durante este estudio se determin6 la curva de
crecimiento con 20 g/L de sacarosa, en la cual la fase estacionaria fue alcanzada a los diez dias. Sin
embargo, ellos realizaron un estudio durante 27 dias de culttvo cuatro concentraciones
distintas de sacarosa (20, 30, 40 y 50 ,géncontrando que en los primeros dias de cultivo se
inhibia levemente el crecimiento a concentraciones mas altas de sacéromarespecto al
crecimiento a 20 g/L de sacarosggro en ¢dia 27 la concentracién mas alta de sacarosa 50 g/L
soportabauna mayor producciérde biomasa celular (35.2 g/L de biomasa seca a 50 g/L de
sacarosa, y 13.9 g/L de biomasa a 20.g/L)

Wang et al (1999), encontraron que las células cultivadasTdsus cmensissobre medio MS
suplementado con 20 o 30 g/L de sacarosa presentaban una fase de adaptacion de 3 dias,
mientras las células cultivas con 40 g/L y 50 g/L presentaron una fase de adaptacion de 6 y 9 dias
respectivamente. Sin embargo, en estas con@sitmes lassuspensionesalcanzaron una
incrementada cantidad de biomasa en peso seco 13.9 g/L (sacarosa = 20 g/L; dia noveno del
cultivo), 17.0 g/L (sacarosa = 30 g/L; dia 14 del cultivo), 20.8 g/L (sacarosa = 40g/L; dia 20 del
cultivo) y 26.3 g/L (sacasa = 50 g/L; dia 26 del cultivo).

Kim et al (1999), estudiaron el efecto de la concentracion inicial de sacarosa, glucosa y fructosa,
sobre el crecimiento de células cultivadas en suspension Cdmptotheca acuminatay
encontraron que en concentracioneg @ %, 4% y 6%, no habia diferencias significativas en el
crecimiento, mientras las concentraciones de 8% y 10 % resultaban inhibitorias.

Akalezi et al (1999), establecieron el efecto de la concentracion de indculo y de la concentracion
inicial de la sacasa en el medio de cultivo sobre el crecimiento celular y sobre la produccion de
saponinas ginseng en cultivos de células en suspensiBau@x ginsengen este caso los mejores
resultados para el crecimiento fueron obtenidos para concentraciones oedulaiciales en el
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medio de 4.5y 6 g/L, y la sacarosa en una concentracion de 60 g/L, en donde se obtuvo una
concentracion de biomasa celular en peso seco de 17.3 y 22.4 g/L, respectivamente, mientras que
a una concentracion de células inicial de 1.5¢g/L3 y la sacarosa en una concentracién de 60 g/L

se obtuvo una concentracion de biomasa de 4.76 y 12.7 g/L. Sin embargo, el efecto de la
concentracion de la sacarosa no mostré ser muy determinante en la concentracion final de la

biomasa.

Al analizar losesultados obtenidos por los diferentes investigadores, es evidente que si hay una
cierta inhibicién en el crecimiento cuando se emplean altas concentraciones de sacarosa, al menos
durante las primeras fases del cultivo, pero al final cuando el estudileveslo a cabo por un
periodo de tiempo largo, se observa que las concentraciones mas altas soportan un mayor
crecimiento de las células cultivadas, y nuevamente se aprecia el efecto que tiene la concentracion
inicial de las células en los resultados dedgperimentos.

Sierra et al. (1992) indican que es muy importante tener un estricto control durante el subcultivo,
tanto en el tiempo al que es llevado a cabo como en la concentracién del inéculo, y sustenta que
los cambios evidenciados entre cultivo yitivo para la produccion de biomasa y produccién de
metabolitos secundarios son altamente dependientes de esto. De acuerdo con esto, es posible
que las diferencias entre los resultados obtenidos entre experimento y experimento, no solo
puedan ser debidaa la variacion somaclonal, tal como se ha mencionado anteriormente, sino
posiblemente, al no tenerse durante el subcultivo un estricto control, el estado fisiologico de las
células entre los experimentos pueda ser distinto, dando lugar a distintos ressitad

6.7 Efecto de la concentracién de metil jasmonato sobre la produccion de acido oleandlico

Los datos de cuantificacion del acido oleandlico estan organizados de acuerdo con el dia de
realizacion del experimento. Adicionalmente cada valor corresponderaiedio de dos
mediciones independientes cuantificaal@or cromatografia liquida de alta resolucidh.grafico

de la curva de calibracién para la determinacion de este compuesto puede ser observada en el
Anexo 1, asi como algunos cromatogramas obternp@wa los diferentes tratamientos.

Para estimar la concentracién de &cido oleandlico en los diferentes ensayos, se empled la
siguiente ecuacidra cual fue obtenida a través de la regresiéndinentre las areas bajo el picoy
las distintas concentraam@s conocidas del patron

[Acido oleandlico, myL] = 4.53806 *10° * (Unidades de area).14886 (Ecuaciorb)

Sin embargo, la concentracién de &cido oleandlice en el medio de cultivo era recalculada,
pues siempre se tomaron 10 mL para las extmas, los cuales eran reducidos a 1 pur
evaporacion Por lo tanto la concentracidimal obtenida debia ser dividida en 10.

En cambio, la concentracion deido okandlico intracelular se calcu®i:
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Se estimda cantidadde &ido oleandlico en 1 mletlextracto, luego se dividié por 100 mg, ya que
esa era la cantidad de biomasa seca de la cual se pari@del analisis quimico

Asi finalmente, la concentracion total de acido oleandlico se obtenia mediante la siguiente
ecuacion:

Ecuacion 6.

Concentraén totaimg/L)= Concentra@n enelmediodecultivo (mg/L)

+ Concentra@nintraceluhr (mg/g)* Concentragn debiomasag/L) -

resutado obtenido para cada una de las concentraciones es reportado en la Tabla 7.

Con el empleo demetil jasmonato como agente elicitorse observa que los contenidos
intracelularesde acido oleandlicaon incrementados en todos los casm el incremento e la
concentracion de dicho agente (a excepcién cuando la concentracién es 10Q0pgid) la
concentracion total se ve afectada, puesto que cuando la concentracion del elicitor es mas alta,
mas alta es la inhibiciébeobre el crecimiento, lo cual es partiatmente evidente cuando se
introduce el metil jasmonato en el dia inicial del cultivo (sin * en Tablaa7presencia de dicha
inhibicion contradice lo inicialmente esperado, ya que se pretendia que al introducir el agente
elicitor al comienzo del cultivse consiguiera un efecto acumulativo, de tal forma que las células al
ser expuestas un mayor tiempo (durante su crecimiento) a este agente, permitieran conseguir
concentraciones mas altas tanto intracelulares como extracelulares de acido oleandlico.

Yukimune et al. (1996), estudiaron el efecto de la elicitacion con metil jasmonato y acido
jasmonico en distintas concentraciones sobre la produccién de Taxol® (un terpeno) en cultivos de
células en suspension d&éaxus media, T. brevifolia y T. baccafe encontré que a la
concentracion del00 puM se promovia la mayor produccién de T&agbarticularmente en los
cultivos deT. media(esta es la misma concentracion en la que se alcanz6 la mayor actividad para
las célulagC. officinalien el presente estudjoen donde la concentracion alcanzada de T@ha

110.3 mg/L, la cual es 3.9 veces mas alta que la obtenida sin el empleo de metil jasmonato (28.2
mg/L). En este estudio la elicitacion se realizé en el dia inicial del cultivo y se evidencié que la
concerracion de Tax@incrementa linealmente con el tiempo de exposicion al agente, dandose

la maxima acumulacion del metabolito en el dia 14 de cultivo (y por ende de contacto de las
células con el agente), mostrando por lo tanto un efecto acumulativo.

Wiktorowska et al. (2010) realizaron la elicitaciéle cultivos de células en suspension de
Calendula officinalison acido jasmonico; sin embargo, el rango de concentraciones estudiado fue
hasta de 150 uM en el medio de cultivo. Ellos elicitaron en el dia,cynecolectaron células
luegocada dia, hasta pasados cuatro dias de la introduccion del agente elicitor. Ellos mostraron
gue tratando las células con &cido jasmoénico 100 sglaba lugar a una mayor acumulacion de
acido oleandlico total intracelular padas 72 horas de la elicitacion (0.84 mg/g de células secas)
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este acido oleandlico total es el resultado de la cuantificacion del acido oleandlico libre el cual no
esta enlazado quimicamente y la forma de este compuesto como aglicona haciendo parte de
sgooninas, el cual fue determinado por extraccion e hidrélitia concentracién extracelular
(liberado al medio de cultivaje acido oleandlico total también fue mayor a esta concentracion,
alcanzando concentraciones de 0.26 mg/L, luego de 72 horas. Camckentracion de células en

el ensayo con 100 uM fue cercana a los 8 g/L (peso seco), es posible estimar la produccion total de
este compuesto en estas condiciones, la cual es aproximadamente 6.98 mg/L. Comparando estos
resultadoscon los obtenidos erl presenteestudio se encuentra que el mejor tratamientioe

con el netil jasmonatoa una concentracién d&00 UM, introducido en el dia décimo de iniciado el
cultivo, en donde la produccion total de acido oleandlico fue 2L, lo cual es inferior al ka
mencionado por el estudianterior. Posiblemente estas diferencias pueden ser debidas a que en

el presente estudio no se cuantificé la forma como glicésido, solo el &cido oleandlico libre.

Tabla 7 Contenido de &cido oleandlico en medio de cultivo]udés y total, en células elicitadas
con metil jasmonato (MJ)

Concentracion en
Concentracién en| células (mg/qg) Concentracion | Error estandar

Tratamiento el medio (mg/L) |células secas total (mg/L) del total

Inéculo 0,05 0,03 0,11 0,10
0 UM MJ 0,02 0,10 143 0,22
1 uM MJ 0,06 0,13 1,40 1,05
10 M MJ n.d. 0,14 1,29 0,03
100 M MJ 0,08 0,14 1,06 0,33
1 uM MJ* 0,04 0,16 2,06 0,12
10 pM MJ* 0,35 0,33 3,87 0,05
100 pM MJ* 0,30 0,47 5,29 0,33
1000 pM MJ* 0,08 0,15 0,90 0,46

n.d. = no detectadotCorresponen a elicitacion en el dia diez de iniciado el cultivo.

Otra posible razén por la cual probablemente se encuentre una menor produccién, puede ser que
exista algun tipo de mecanismo para la degradacion del acido olean@lizelak y Janiszowska
(2002) anéizaron la produccién de acido oleandlico durante el crecimiento en cultivo de células en
suspensionde Calendula officinaligsin la presencia de algun agente elicit@hcontrando dos

picos maximos en la produccién de esta sustaaciavel intracelulgruno en el digéptimoy otro

luego del dia 21 (comienzo de la fase estadi@)ala existencia de estos picos sugiere que en las
células existe un sistema de regulacion de la concentracion de acido oleandlico, mecanismo que
puede actuar cuando se eliait las células en el dia inicial del cultivo. Esto también es

53



consecuente con lo descrito por Wiktorowska et al. (2010), dado que en su estudio la
concentracion del 4cido oleandlico en el tercer dia, luego de la elicitacion, resulté ser mayor que la
del cuwarto dia, mostrando un mecanismo para la regulacion de la concentracion de dicho
metabolito. En el presente estudio la cuantificacion se realizé ya sea 15 dias o 5 dias luego de la
elicitacién, por lo que el mecanismo de regulacién de la concentracion iptelvenir por un

mayor tiempo.

Otras posibles explicaciones del porqué de estas diferencias en la concentracion de acido
oleandlico pueden ser diferencias en variedades de la especie, e incluso pueden ser lineas
celulares con comportamientos distintodncluso, existen reportes en donde se muestra
diferencias en la actividad entre el metil jasmonato y el &cido jasmodnico, tal como lo indica
Yukimune et al. (1996), quienes encontraron que el acido jasmonico es un poco mas efectivo (un
8.3%) que el metil @monato como agente elicitor en cultivos de célulasTd&us medigpara la
produccién de Taxol®

En cuanto al mejor tiempo para la introduccion de metil jasmonage, et al. (2004gstudiaron el

efecto del tiempo de adicién y concentracion de este agesubre la produccion de ajmalicina
(sesquiterpeno) ercultivos en suspension deathaanthus roseusen donde encontraron que la
concentracion 6ptima es 1Q@M, particularmente cuando se introduce en el dia sexto de iniciado

el cultivo, esto es en plenade de crecimiento exponencial. Estos resultados son similares a los
obtenidos en el presente estudio, dado que la mayor produccién del metabolito se dio a la misma
concentracion del agente empleado como elicitor y cuando la elicitacion se realiz6 erfgdena
crecimiento exponencial (en nuestro caso en el dia décimo de iniciado el cultivo), lo cual puede
deberse a que las células en esta fase se encuentran metabélicamente muy activas.

Sin embargo, los niveles de produccion de acido oleandlico en cultevaglulas vegetales en
suspension d€. officinalise mantienen mas bajos que los reportados Yang et al2004) para
cultivosde células de suspension @erilla frutescens mediante elicitacion con una fraccion de
carbohidratos purificada a partiredextracto de levaduraen donde la concentracion de &cido
oleandlico alcanza fue di© ng/L (2.2 mg/ gramo seco) comparada con el control (1.3 mg/ gramo
seco)

6.8 Efecto de la concentracion de acido salicilico sobre la produccion de acido oleandlico

Losvalores descritos para la concentracion de &acido oleandlico a continuacion también fueron
obtenidos mediante la Ecuacion 6.

Al igual que la elicitacion con metil jasmonato se evidencié que el &cido salicilico también estimula

la produccién de &cido oleatiéo en cultivos de células en suspensionGigendula officinalital

como se observa en las Tablas 8 y 9. En ambos casos se observa que la concentracién mas efectiva
para estimular la produccién de acido oleandlico esul¥D(aunque es comparable con dieeto

obtenido con 10QM), independientemente del tiempo de adicion del acido salicilico. Sin

54



embargo, cuando las células son tratadas con el acido salicilico en el dia inicial de{Tatlix®,

la inhibicion en el crecimi¢o es tan fuerte que se ol#nenconcentraciones de acido oleandlico
menores que las obtenidas cuando la adicion del agente elicitor se realiza en el dia décimo
iniciado el cultivo (Tabla)8Observando la magnitud exh error estandar en la Tabla & posible
evidenciar que noexsten diferencias apreciableen las concentraciones finales de &cido
oleandlico para los tratamientos con acido salicilico a concentraciones 1, 10 y 100 puM. Se requiere
una mayor exprimentacion (mayor nimero de pécas) para pder determinar en esteaso qué
tratamiento es el mejor.

Tabla 8 Contenido de &cido oleandlico en medio de cultivo, células y total, en células elicitadas
con@cido salicilico en el dia decimde cultivo (SA)

Concentracion en

Concentracion en €| células(mg/g) Concentracion | Error estandar en
Tratamiento medio (mg/L) celulas secas total (mg/L) total
In6culo n.d. n.d. n.d. —
0 uM SA 0,84 0,01 0,94 0,21
1 M SA 0,29 0,32 2,23 0.10
10 UM SA 0,35 0,40 2,63 0,42
100 uM SA 0,06 0,48 2,49 0.15

n.d. = no detectado

Tabla 9 Contanido de &cido oleandlico en medio de cultivo, células y total, en células elicitadas
con &cido salicilico en el dia inicial de cultivo (SA)

Concentracion en

Concentracion en células (mg/g) célulag Concentracién | Error estdndar en
Tratamiento el medio (mg/L) |secas total (mg/L) total
Inéculo 0,01 n.d. 0,01 0,01
0 UM SA 0,03 n.d. 0,03 0,03
1 uM SA n.d. 0,05 0,16 0,16
10 pM SA 0,14 0,45 1,51 0,02
100 UM SA 0,01 0,10 0,24 0,16

En la Tabla ,9%e apreciaque el tratamiento con 10 pMie &cido salicilicen el dia inicial del
cultivo, promueve la mayor producciofl.51 mg/L) Sin embargogste nivel de produccién
siemprese mantieneen un nivel inferior que cuando se elicita en el déaimo del cultivoEste
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fue el Ultimo experimento realizado con las célutas lo que posiblemente ya no se tenia una
buena viabilidad celular.

Wang et al(2007), estudiaron el efecto del 4cido salicilico sobre la produccién de Taxol (paclitaxel,
un terpeno), y encontraron que este compuesto tenia un efecto positivo en la iside®ste
anticancerigeno. En asinvestigacion ellos emplearon un inhibidor (mevastatina) de la ruta del
acido mevalonico (ruta productora de IPP, precursor de todos los terpenos), y se logré probar que
la sintesis del taxol era incrementada por el agdbcilico por una ruta no mediada por el acido
mevaldnico. Ademas en esta investigacion concluyeron que la produccién de taxol incrementaba si
la adicion de este compuesto se introducia en el dia 14 del cultivo y no en el dia 7, empleando una
concentraadbn de 20 mg/L de acido salicilico (144.8 uM), debido a que se habia desarrollado una
mayor cantidad de biomasa.

Dado que durante la ejecucion de la experimentacién del presente estudio no se conocia que el
metil jasmonato o el &cido salicilico pudieserireslar la produccion de acido oleandlico en
cultivos de células en suspension @e officinalis no se planted la interaccion entre los dos
factores. Prakash y Srivastava (2008) encontraron que el acido jasmaénico y el 4cido salicilico por
separado eran qaaces de estimular la produccion de azadiractina (un terpeno) en cultivos de
células en suspension dézadirachta indicaAdicionalmente encontraron que la introduccion
simultdnea de estos agentes en el medio de cultivo permiti6 mejorar la produccion de
azadiractina; particularmente las concentraciones Optimas encontradas fueron 137.3 mg/L y 2.9
mg/L para el &cido salicilico y jasménico, respectivamente. Probablemente, al igual que en el caso
de la azadiractina, el &cido oleandlico se produzca en una megmeentracion cuando se
empleen estos dos agentes elicitores juntos. Sin embargo, dado el efecto inhibitorio que tienen
estos elicitores sobre el crecimiento celular, se considera que se deben buscar las condiciones de
tiempo de adicién y concentracién émbos que minimicen dichos efectos. Incluso, debido a este
mismo efecto inhibitorio, es probable que la mejor forma de promover una mayor cantidad de
acido oleandlico sea a través de procesos conducidos en dos etapas; una en donde se optimice la
cantidad & biomasa celular y otra en donde el agente elicitor actlle sobre una mayor cantidad de
biomasa y promueva una mayor produccion de metabolitos secundarios.

Shabani et al. (2010), notaron que tanto el metil jasmonato (concentraciones: 0.1, 1y 2 mM) como
el acido salicilico (concentraciones: 0.1 y 1mM) son capaces de inducir la expresion de los genes
j dz§ O2RAFAOIY f I a S yamiingintisa éhaalvegidé phaptdas@gkyyfhiza & | @
glabra, en donde la mayor expresion en ambos casos deatp de 24 horas de la aplicacion de

estos compuestos. Estas enzimas estan involucradas en la sintesis del &cido oleandlico, y
probablemente por esta razén estos agentes elicitores por separado promueven la produccion de
acido oleandlico en cultivos délalas en suspension dealendula officinalis
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6.9 Efecto de la concentracién de sacarosa sobre la produccion de acido oleandlico.

Tabla D. Contenido de &acido oleandlico en medio de cultivo, células y total, en células en medio
con diferente concentraidn de sacarosa.

Concentracion en
Concentracion en € células (mg/g) Concentracion | Error estandar en
Tratamiento medio (mg/L) células secas total (mg/L) total

Inéeulo n.d. n.d. n.d.
30g/L 0,84 0,01 0,94 0,21
45g/L 0,48 0,01 0,60 0,31
60g/L 0,30 0,11 1,41 0,04
75giL 0,19 0,23 2,13 0,31

El efecto que tiene la concentracion de sacarosa en el medio de cultivo sobre la produccion de
acido oleandlico en los cultivos @& officinalisno es concluyente dado que existe un punto bajo

de produccién d este compuesto, cuando se emplea una concentracion de sacarosa igual a 45
g/L. Sin embargo, analizando este comportamiento por separado, se encuentra que con el
incremento en la concentracion de sacarosa en el medio de cultivo se obtiene una menor

liberacién de acido oleandlico en el medio y, por el contrario, la concentracion intracelular de este

compuesto tiende a disminuir con el incremento en la concentracion de sacarosa.

En el estudio publicado pdwiktorowska et al.(2010) se indica que no hay unfexto de la
concentracion de sacarosa en el medio de cultivo sobre la produccién de acido oleandlico en los
cultivos de células d€. officinalisestablecidos por ellos. El efecto que tiene la concentracién de
esta fuente de carbono en el medio sobre lagccién de metabolitos secundarios, es variable y
dependiente del tipo de cultivo establecido. Asi por ejemplangvet al (1999), encontraron que

al incrementar la cantidad de sacarosa en el medio, no habia un resultado concluyente, pues a 20
g/L obtenan 168.3 mg/L, a 30 g/L obtenian 206.7 mg/L, a 40 g/L obtenian 147.4 mg/L y finalmente
a 50 g/L obtenian 209.0 mg/L de taxano (taxuyunanina C).

Por su parte, Kim et al. (1999), determinaron el efecto que tenia la concentracion de sacarosa
sobre la produdén del compuesto anticancerigeno camptotecina, en cultivos de células en
suspension de Camptotheca acuminatagllos encontraron que una concentracion del 6% de
sacarosa (aprox. 60 g/L), daba lugar a una acumulacién de dicho compuesto once veces mas alta
gue la del control con 2 % de sacarosa en el medio de cui@ra et al. (2005Quienes también
estudiaron como se afectaba la produccion de los acidos oleandlico y ursoélico en cultivos de
Uncaria tomentosa encontraron que concentraciones elevadas dmcarosa (50 g/L)
incrementaban la produccién de estos acidagnque el andlisis solo se realizé a nivel intracelular
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Este estudio de caracter preliminar permitié establecer que las concentraciones del 4cido salicilico
y sacarosa si afectan la produccifm acido oleandlico en cultivos de células en suspensidd. de
officinalis.Sin embargo, se requiere una mayor cantidad de réplicas durante la experimentacion,
con el fin de encontrar resultados mas concluyentes, en términos de encontrar los mejores
tratamientos con un alto nivel de significancia estadistica.

6.10 Determinacion de flavonoides en cultivos de células en suspensién

Inicialmente se planted estudiar si el metil jasmonato o el 4cido salicilico en el medio de cultivo,
mostraban algun efecto eralproduccion de algunos metabolitos secundarios, entre ellos los
flavonoides quercetina, kaempferol, acido clorogénico y &cido cafeico, todos estos metabolitos
con actividad antioxidante. Para analizar si se producian estos metabolitos en los cultivos de
celulas en suspension d& officinalicon los diferentes tratamientos, se realizé una cromatografia

en capa delgada, empleando para ello soluciones de dichos patrones. Sin embargo, ninguno de
estos compuestos fue detectado en las células, en las condiidescritas (Figura 22). El acido
clorogénico (patrén) no se arrastré en la fase m@aktato de etilo, &cido acético, acifrmico y

agua (100:11:11:26), pero si en la fase moévil: acetato de etilo y hegabpl& cual es menos
polar. En todos loensayos se detecto que habia un compuesto (0 compuestos) que presenta una
polaridad intermedia al kaempferol y el &cido clorogénico. Este compuesto posiblemente
corresponda a otro flavonoide, dado que la extraccion hidroalcohélica extrae preferiblenstate e
tipo de compuestos, pero una mayor caracterizacion es requerida para definir la naturaleza de
esta sustancia.

6.11Determinacion y comprobacion por HPk®IS

Durante el andlisis de cromatografia liquida de alta resolucién o eficiencia, se evideno® en |
cromatogramas no solo la presencia del pico correspondiente al acido oleandlico, sino que con los
tratamientos, también habia un efecto sobre los picos vecinos. Estas sustancias posiblemente
corresponden a otros triterpenos, los cuales tienen polaridadilar al acido oleandlico, y
absorcion era longitud de onda estudiada.
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Figura 22. Cromatoplaca de extractos hidroalcohdlicos de cultivos de células en suspenstén de
officinalis; fase mévil: acetato de etilo, &cido acético, acido férmico y adi@0:11:11:26)Q=
quercetina, K= Kaempferol, Eol= Extracto de células sin tratamiento con elicitor (muestra 1), Mj1=
extracto de células tratadas con metil jasmonato (muestra 1),, Acf= &cido cafeico, Sal= Extracto de
células tratadas con &cido saliciliftmuestra 1), Eo2= Extracto de células sin tratamiento con
elicitor (muestra 2), Mj2= extracto de células tratadas con metil jasmonato (muestra 2), Acf= 4cido
cafeico, Sa2= Extracto de células tratadas con acido salicilico (muestra 2).
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Figura 23. Cromatgyama para el acido oleandlico en una concentracién de 100 ppm, ern MBLC
a 206 nm.
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Figura 24. Espectro de masas para el &cido oleandlico erMIBLAPCI modo positivo.

Huang et al.(2007), realizaron un analisis en condiciones similares de ionizapara la
identificacion de acido oleandlico en la pla®taoectochilus roxburghfivall.) Lindl;en este caso
también realizaron la cuantificacion en modo positivo. En estas condiciones el principal ion
formado de esta sustancia tuvo un peso molecular d€z39.4, lo cual es muy cercano al valor
obtenido tanto para el estandar de acido oleandlico, como para las muestra. Este peso molecular
corresponde a la molécula sin una molécula de agua, pero con un ion hifivbrieH,0]".

Tarvainen et al. (2010) aéizaron un estudio para la identificacion y cuantificaciéon de acidos
triterpénicos en la plant®lantago majorpara ello emplearon cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en modo APCI (+). De esta forma identificaron los tres principales
fragmentos que corresponden a iones masa/carga de (m/z) = 439 la cual indicaron que
corresponde al &cido oleandlico mas un i6n hidronio y sin una molécula de agua, este i6n
representa el fragmento con mayor abundand:+HH,O]"; el i6n con m/z = 411, dicaron que
corresponde a la molécula de acido oleandlico con un ion hidronio y sin una molécula de acido
formico (M+HHCOOH] mientras que el i6n con m/z= 393 corresponde a la moléadiaf H,O -
HCOOH]

Estos resultados son consistentes, con lo olitenén donde el principal fragmento obtenido
corresponde al idn m/z 439.3. Este fragmento es una caracteristica de los acidos triterpénicos.
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Figura 26. Espectro de masas para un extracto en metanol de células elicitadas con 100 uM de
metil jasmonato (dia décimo), APCI modo positivo.

Observando la Figuras 23, se aprecia que el acido oleandlico tiene un tiemporagdeté. 7 min,
compuesto que se encuentra en el extracto de célula€ defficinaligFigura 25). Comparando las
Figuras 24 y 26, se aprecia que en este tiempo de retencién se genera luego de la ionizacién un ién
con relacion carga/masa de 439.3, en amhlasos, corroborando al menos al nivel de peso
molecular la presencia del acido oleandlico en cultivos de células en suspeng&idoféieinalis.
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Figura 27. Espectro de masas para un extracto en metanol de células elicitadas con 100 uM de
metil jasmonao (dia décimo), APCI modo positivo. a) HRISCmodo SCAN (206nm); b) iones con
relacion masa/carga entre 410.7 y 411.7; c) iones con relacion masa/carga entre 438.7 y 439.7; d)
iones con relacion masa/carga entre 390.7 y 391.7.

Estos resultados muestrarug con metil jasmonato no solo se estimula la produccion de &cido
oleandlico, sino también se evidencia la presencia de otro tipo de compuestos (Figura 27 a), en
este caso la observacion se realizo a 206 nm UV. La Figura 27 ¢ muestra la presenciacde iones
relaciones masa/carga similares al acido oleanolico, los cuales son provenientes de compuestos
con un menor tiempo de retencién en la columna, esta similaridad permite inferir que estos
compuestos son estructuras relacionadas de &cidos triterpenieo§idura 27 d, muestra otros
compuestos distintos que dan lugar a iones con relaciones masa/carga entre 390.7 y 391.7. Al
comparar estos pesos moleculares con los compuestos descritos en el marco te6ricG. para
officinalis no se encuentra ninguno con mssmoleculares similares, lo cual no indica que no
estén presentes en los cultivos celulares. Dado que no existen bases de datos para los iones
producidos por HPLMIS como si para GRS, no se puede inferir informacion de estos
compuestos. Este analisis s1permite concluir solo si se tienen los patrones de los compuestos
gue se quieren confirmar, mas no permite identificar una sustancia.
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7. CONCLUSIONES

Mediante el cultivan vitro de células vegetales en suspensiénGidendula officinalifue posible
la produccion de acido oleandlico libre, lo cuadnstituye una etapa inicial para buscar la
produccidoncomercialde esta sustancimediante este tipo de tecnologia

La elicitacion tiene un alto efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las célul& décinalis
particularmente cuando la elicitacion es en el dia inicial de cultivo, peshiditacion con metil
jasmonato en el dia diez de cultivo, en concentraciones finales de 10 y 100 pM, promueven la
mayor produccion de &cido oleandlico desde losivodt de células vegetales en suspension de
Calendula officinali€3,87 y 5.29 mg/L, respectivamente, comparado con el control sin adicién 1.43
mg/L).

La elicitacion con acido salicilico promueve una mayor produccién de acido oleandlico con
respecto al conbl sin adicion(0.94 mg/L), siendo la elicitacion mas efectiva en el dia diez del
cultivo y en las concentraciones de 10 y 100 pM las mas efectivas (acido oleandlico producido:
2.63y 2.49 mg/L, respectivamente).

La elicitacién con 100 uM de metil jasmémale las células d€. officinalipromueve una mayor
produccionde acido oleandlico que el acido salicilico, en el rango de concentraciones estudiadas
(3.7 veces con respecto al control, comparado con 2.8 veces del mejor tratamiento con &cido
salicilical0 pM).

Se encuentra que la concentracién de sacarosa que promueve la mayor produccién de acido
oleandlico es la de 75 g/L, aunque mayor experimentacion es requerida para alcanzar resultados
concluyentes sobre la concentracion de sacarosa en el medioltheo que da lugar a un mayor
crecimiento o de acido oleandlico en cultivos de células en suspensionafficinalis.

En el medio de cultivo analizado se encontré acido oleandlico en pequefias cantidades en la
mayoria de los tratamientos, sin embarge,reantuvo siempre inferior al nivel proporcionado por

las células para un mismo matraz. A nivel intracelular se da lagairsgiumulacion, en relacion a
laproducciéon de acido olmdlico total.

En las condiciones estadias, la produccion de los flavodes quercetina, kaempferol, acido
clorogénico, y acido cafeico, foe detectadamediante cromatografia en capa delgada, tanto en
célulassin elicitar, como elicitadas.

El andlisis de HPIM'S permitié corroborar mediante comparacion con el patron quepicss
detectados en HPLC corresponden a &acido oleandlico. Asi mismo, permitié evidenciar la presencia
de compuestos similares producidos en los cultivos, dado que se presentan compuestos que
generan iones con pesos moleculares similares al &cido oleandlico
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8. RECOMENDACIONES

La produccion de acido oleandlico en los medios de cultivo, puede estar asociada a un sistema de
excrecion de esta sustancia por parte de las células, pero también posiblemente a la lisis celular a
las condiciones estudiadas. Este fmas de vital importancia a nivel biotecnoldgico pues de ser el
primer mecanismo, es posible modificasté para alcanzar una mayor cantidad de esta sustancia

en el medio de cultivo; o de ser el segundo caso, es posible estudiar condiciones que prevengan
esta liss y que permitan que no hayankda de este producto en el medio.

Se recomienda realizar un estudio en el que se determine el consumo de sacarosa, hitratos,
amonio, Yy fosfatos como principales macronutrientes. Esto con el fin de determinatecaatos
componentes limita la maxima produccién de células Gle officinalisy asi también poder
determinar si existe una relacion entre la produccion de acido oleandlico y la concentracion de
algunos de estos componentes. Esto permitiria disefiar medesudtivo Optimos para la
produccién de biomasa y para la produccién de acido oleandlico.

En los estudios preliminares realizados para evaluar el posible efecto promotor de la
concentracion de sacarosa sobre la produccion de &cido oleandlico en el medidtisle se

deben tener en cuenta otros factores, los cuales no fueron analizados durante el desarrollo de los
experimentos, los cuales pueden dar mayor claridad acerca de esto. Se recomienda que los
estudios se realicen nuevamente, pero teniendo en cuemtaayor tiempo para el desarrollo del
experimento, por ejemplo treinta dias y haciendo un seguimiento del perfil de consumo de los
azucares (sacarosa, glucosa y fructosa). Esto con el fin de determinar si definitivamente existe un
efecto entre la concemacion de la sacarosa en el medio y la produccion de metabolitos
secundarios tales como el 4cido oleandlico.

Con el fin de realizar estudios para optimizar la produccién de acido oleandlico, se sugiere estudiar
primero el perfil de produccion de dicha smscia diariamente luego del tratamiento con el
agente elicitor, para evidenciar en cual digpsesenta una mayor acumulacidle dicha sustancia.

Asi mismo, se sugiere estudiar un rango mas corto de concentracion de metil jasmonato (10 y 100
uUM), elicitardo en el dia diez del cultivo.

Es recomendable realizar estudios de interaccion entre los elicitores estudiados acido salicilico y
metil jasmonato, con fin el evidenciar si ello permitiria una mayor acumulacién de acido oleandlico
tanto intracelular coma@xtracelular. Posiblemente se podria encontrar algun efecto positivo, dado
gue algunos investigadores consideran que estos agentes promueven elicitacion de rutas
especificas y distintas, la biosintesis de triterpenos puede en principio partir de dogiafitass.

Se recomienda realizar estudios fitoquimicos de mayor alcance, para determigaotips
posibles compuestos estan presentes en los cultivos de células en suspens§ldoflieinaligen
cultivos con y sin elicitacionya que entre §tos pue@n estar presentes otros compuestos con
actividades farmacoldgicas interesantes. Incluso, para este Ultimo proposito se recomienda
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realizar estudios de actividades farmacologicas varias (esto en conjunto con investigadores
expertos en esta area) de extrastde células y del medio de cultivo.

En los ensayos en cromatografia en capa delgada, se evidencid la presencia de una sustancia
comun a todos los tratamientos, la cual tiene polaridad media y que tiene una alta absorcion a 365
nm, por lo que esta sustaia podria ser caracterizada para realizar su identificacion.

Se debe proporcionar un aor control en el subcultiyeen términos de concentracion inoculo y
tiempo de subcultivo, con el fin de lograenos variabilidad entre subcultivos
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ANEXOS
ANEXO 1. Curva de calibracion para la cuantificacion de acido oleandlico

Datos empleados para la elaboracién de la curva de calibracion para la cuantificacion de acido
oleandlico por HPLC

Concentracion de acidd Area del pico (unidades de area)
oleandlico (mg/l)

10

204088
10

202386
10

217825
15

329384
15

348178
15

333208
20

461652
20

420408
20

425207
25

558986
25

567002
25

525646
100

2238476
100

2153508
100

2203116
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Curva de calibracion para la cotificacion de acido oleandlico

Curvade calibracion acido oleanolico
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El andlisis de estos datos por regresiéon lineal mediante el sistema operativo Microsoft Excel 2003,
empleando los datos de manera que se generara una ecuacion que permitiera estimar la
concentracion del metabolito en furdri al area del pico resulto en el siguiente resumen.

Resumen

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion multiple 0,999597446
Coeficiente de determinacion R2 0,999195054

R ajustado 0,999133135
Error tipico 1,017184778
Observaciones 15

ANALISIS DE VARIANZA
Grados de Suma de Promedio de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresion 1 16696,5494 16696,5494 16137,1569 1,6759E21
Residuos 13 13,4506433 1,03466487
Total 14 16710
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Estadistico
Coeficientes Error fipico t Probabilidad Inferior 95% Superior 95%
Intercepcién 0.14886093¢ 0,45075745 0,3741492¢F 0,39786512 0,69718606 -0,65943938
Variable X 1 4.53806E05 4,4426E07 3,5724E07 127,03211 1,6759E21 4,4609E05

De esta la manera, se encontrédiguiente ecuacion, la cual fue empleada para el analisis de los
datos del presente documento.

[Acido oleandlico, mg/l] = 4.53806 *10* (Unidades de area)).14886

En los analisis claramente se aprecia, que en el rango de concentraciones empleadexiéne
genera un intervalo de confianza del 95 % para la intercepcion, el cual contiene el valor cero, el
cual es demostrativo ademas del coeficiente de regresion del buen ajuste del sistema.
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ANEXO 2. Algunos cromatogramas obtenidos eRleLC (206 nm)

Cromatogramas de soluciones patrén de concentracion conocida.

) Chromatogram ) Chromatogram
Estandar Acido Oleanolico007 ...eanolico007.lcd Estandar Acido Oleandlico013 ...eandlico013.Icd
mAU n mAU
25 ‘ PDAMult | ] PDAMUI |
| - i =
E oo I|‘— = ” =
b S I = ]
o AA |
B - 50+ ‘
] | / 8 |
i : ‘ ‘
225+ ‘/ 15 ) !
: r S S
1 ‘| 1 - _
-50- ] ‘f
1 ‘ =50
: | : J
TS5 ‘ — ———
0 10 ) 10
min min
1 PDA Multi 1/206mm 4nm 1 PDA Multi 1 /206nm 4nm
Acido Oleanélico 20 ppm Acido Oleanélico 100 ppm

Algunos cromatogramas obtenidos durante la cuantificacion de acido oleandlico mediante HPLC.

Muestra obtenida del medio de cultivo con células tratadas con metil jasmonataM1&plicado
en el dia décimo).
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