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Introduccion

Como humanidad vivimos hoy dia una época de grandes retos,
mismos que nos exigen cambios profundos en nuestros mode-
los de desarrollo y en la forma como explotamos los recursos del
planeta, esto si es que queremos enfrentarlos y superarlos. Mu-
chos de estos retos tienen que ver con asuntos de indole politica,
economica y social, y deberdn ser atendidos en esos ambitos.
Otros retos, igual o mas importantes, tienen que ver con siste-
mas productivos y la manera de aprovechar racionalmente los

recursos naturales. Es en éstos en los que la ciencia y el desarro-
llo tecnoldgico pueden tener un papel crucial. Algunos de los
asuntos mas apremiantes que deben resolverse en el corto plazo
son la pérdida de la biodiversidad, la necesidad de sistemas pro-
ductivos mas limpios y amigables con el ambiente, la urgencia
de enfrentar el cambio climético con cultivos capaces de adap-
tarse y producir alimentos y materias primas suficientes y de
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calidad bajo este contexto, y la necesidad de encontrar estrategias y principios
activos que nos permitan enfrentar de manera mas eficiente los problemas de
salud que afectan a la mayoria de la poblacién. De no resolverse estos proble-
mas sera imposible mantener e incrementar el nivel de vida de las sociedades
humanas, esto desde el ambito local hasta el global.

La biotecnologia vegetal es una disciplina de reciente desarrollo que
podria convertirse en una herramienta crucial para enfrentar los problemas
mencionados. Los sistemas de cultivo, conservacién y propagaciéon masiva in
vitro de vegetales pueden ser vitales para la conservacion y uso racional de
la Biodiversidad en el corto y mediano plazo. Ademas, a través de sistemas
de cultivo y produccién in vitro se pueden obtener metabolitos vegetales de
alto valor sin necesidad de sacrificar plantas tomadas de su habitat natural.
Por otro lado, las técnicas de Ingenieria Genética permiten la modificacién o
edicion del genoma de las plantas y microorganismos relacionados, esto con
el fin de producir en estos sistemas compuestos quimicos de alto valor que no
forman parte de manera natural de su bioquimica. De esta forma, las plantas
o microorganismos se pueden convertir en “fabricas” que solo requieren de
agua, minerales y luz solar para generar productos de alto valor. Esto en un
proceso que no solo no genera CO,, sino que lo consume de la atmdsfera. Los
bioplasticos son un ejemplo de productos que se podrian producir de esta
manera. Por otro lado, estas mismas herramientas de manipulacién genéti-
ca pueden generar, de forma mucho mas rapida que cualquier otra técnica,
cultivos adaptados y capaces de producir alimentos y materias primas bajo el
contexto del cambio climatico. Esto se puede lograr, por ejemplo, localizando
genes que confieren resistencia en plantas naturalmente adaptadas a ambien-
tes secos y calidos, y llevandolos a cultivos de interés comercial. Finalmente, la
biotecnologia puede generar procesos que nos permitan el uso de organismos
vivos para indicarnos la presencia de agentes potencialmente toxicos en el am-
biente, e incluso usar también organismos vivos para limpiar el ambiente de
estos contaminantes.

Esta obra, denominada “Algunas aplicaciones biotecnoldgicas en plantas
y microalgas”, nos presenta una vision actual de muchas de las técnicas de
reciente desarrollo dentro de la biotecnologia. Esto a través de una serie de ca-
pitulos elaborados por investigadoras e investigadores conocedores de cada
tema, procedentes de varias instituciones de prestigio. Ademas, los capitulos
estan enriquecidos con protocolos que pueden guiar a los interesados en el
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Introduccion

desarrollo y aplicacion de estas tecnologias. Esta obra esta dirigida a estudian-
tes de pre y posgrado, docentes e investigadores interesados en el campo de la
biotecnologia aplicada a los vegetales y a las algas.

Los dos primeros capitulos, 1. Cultivo de tejidos vegetales y 2. Propaga-
cién de plantas por inmersion temporal, nos presentan un panorama general
de las técnicas que ahora nos permiten propagar, mejorar y conservar plantas
en sistemas de cultivo artificiales. Estas herramientas son hoy en dia fundamen-
tales para la conservacién y uso racional de la biodiversidad, esto ademas de la
importancia comercial que los sistemas de produccion masiva de plantas, o de
compuestos derivados de las mismas, por cultivo de tejidos tienen hoy en dia.

Otra serie de capitulos hablan sobre el estudios y aprovechamiento de
compuestos quimicos producidos por plantas, lo cual es de gran interés para
areas como la salud y nutriciéon. En este grupo se ubican los capitulos 3. Ana-
lisis de compuestos fitoquimicos y 4. Aceites esenciales como potenciales
nutracéuticos. Otro tema de importancia que se toca es el uso de plantas o
algas como plataformas para la producciéon de moléculas o compuestos de alto
valor. Esto se trata en los capitulos 5. Sintesis verde de nanoparticulas de plata
y 15. Produccion de lipidos en microalgas.

Una de las aplicaciones mas interesantes de la biotecnologia es la manipu-
lacién genética de organismos unicelulares o de plantas con el fin de hacerlas
mads resistentes ante factores ambientales adversos, o bien darles la capacidad
de producir moléculas propias de otros organismos. Este es un tema que se
trata en varios de los capitulos de esta obra, tanto desde el punto de vista de
las bases de esta metodologia, como ya de aplicaciones muy puntuales de esta
manipulacion a través de ingenieria genética. Este es el caso de los capitulos
13. Proteinas en plantas y Bioinformatica de proteinas, 10. Expresion de genes
en plantas, 11. Identificacién y estudio de genes de estrés abidtico, 12. Trans-
formacion genética de plantas, 9. Producciéon de péptidos antimicrobianos
recombinantes provenientes de plantas en sistemas bacterianos, 8. Disefio de
oligonucleotidos y PCR, y 17. Transformacion genética de microalgas.

La biotecnologia no sélo se orienta a la resolucion de problemas practicos
o al desarrollo de sistemas productivos. También puede constituirse en una
herramienta que nos permita general conocimiento basico y comprender me-
jor la evolucién y funcionamiento de las plantas y de otros organismos. En este
sentido, los capitulos 6. Filogenia de plantas y 14. Estudio de metagenomas
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en plantas, nos hablan del uso de técnicas de vanguardia con el fin de generar
conocimiento en estos campos.

Finalmente, la biotecnologia puede también contribuir al manejo adecua-
do del medio ambiente, llegando incluso a proponer soluciones para remediar
entornos ya deteriorados por la actividad humana. Este es el tema que se ma-
neja en los capitulos 7. Fitorremediacion y 16. Ficorremediacion.

Eugenio Pérez Molphe Balch
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Capitulo 1
Cultivo de Tejidos Vegetales

Eugenio Pérez Molphe Balch
Departamento de Quimica del Centro de Ciencias Bdsicas
Universidad Auténoma de Aguascalientes

Resumen

El cultivo de tejidos vegetales consiste en un conjunto de téc-
nicas que permiten mantener y desarrollar células, tejidos,
6rganos o individuos completos, en un ambiente artificial y bajo
condiciones controladas. Esta disciplina tiene aplicaciones muy
importantes hoy en dia, como la micropropagacion de plantas
de alto valor, la produccion in vitro de metabolitos vegetales y

otras. Ademas de esto, puede ser la base para otras aplicaciones
biotecnolégicas como la generacion de plantas transgénicas y
la produccién de proteinas recombinantes en sistemas basados
en células vegetales. En este capitulo se presentan los conceptos
basicos del cultivo de tejidos vegetales y se describen los medios
y sistemas de cultivo que se emplean. Se incluye informacion
sobre el uso de los reguladores del crecimiento vegetal o fitohor-
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monas en el contexto de esta tecnologia, asi como el proceso de desinfeccion
de los tejidos con el fin de establecer cultivos in vitro. Finalmente, se presentan
algunas de las aplicaciones mas importantes de esta tecnologia, con énfasis en
la regeneracion in vitro y la micropropagacion. Se incluyen protocolos com-
pletos para la preparacion de medio de cultivo, la desinfeccion de tejidos para
el establecimiento de cultivos in vitro y la micropropagacion de algunas espe-
cies ornamentales.

Conceptos basicos

El cultivo de tejidos vegetales es una de las disciplinas mas ampliamente usadas
dentro de la Biotecnologia Vegetal. Consiste en un conjunto de técnicas que
permiten mantener y desarrollar células, tejidos, érganos o individuos com-
pletos, en un ambiente artificial y bajo condiciones controladas. Esto se hace
en recipientes cerrados, la mayoria de las veces aislados por completo del me-
dio externo, los cuales contienen un medio de cultivo artificial especialmente
formulado para el tipo de tejido y de desarrollo que se busca en el mismo.
Estos recipientes se incuban bajo condiciones controladas de luz y tempera-
tura. Una condicion bdsica para que estos sistemas de cultivo funcionen es
mantener en los mismos un ambiente axénico, es decir, libre de cualquier mi-
croorganismo contaminante.

Al segmento de tejido vegetal que se utiliza para iniciar un nuevo culti-
vo se le llama explante. El tipo de explante a utilizar varia dependiendo de la
respuesta que se busque, pero de manera general los tejidos jovenes se adap-
tan mas facilmente y responden mejor a las condiciones de cultivo in vitro.
El tipo de desarrollo o respuesta que se obtenga en un cultivo depende de la
interaccién del explante inoculado con el medio de cultivo. Si esta interaccion
no es la adecuada, la respuesta observada serd la necrosis o muerte del tejido.
Sin embargo, si el explante se adapta al medio de cultivo y las condiciones de
incubacién son correctas, se iniciara la division celular y se podran observar
diferentes tipos de respuestas. Una de ellas es la generaciéon de tejido calloso,
el cual esta constituido por masas de células que se dividen rapidamente, pero
manteniéndose en un estado indiferenciado, sin formar tejidos u 6rganos re-
conocibles. Otra respuesta frecuente es el desarrollo del tejido. En este caso, el
explante, al adaptarse a las condiciones in vitro, continuara desarrollandose,
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siguiendo el mismo patrén que tendria dicho tejido en la planta completa en
condiciones naturales. Por ejemplo, una yema brotara y producird una nue-
va rama, una raiz continuard creciendo como tal o una semilla germinard y
generara una plantula. Otro tipo de respuestas implican una alteracién de
los patrones normales del desarrollo. Ejemplos de estas respuestas son la or-
ganogénesis y la embriogénesis somatica. En el primer caso, algunas de las
células del explante se rediferencian produciendo estructuras que en condicio-
nes naturales no se generarian en el tejido original. Estas estructuras pueden
ser raices o brotes adventicios. En la embriogénesis somatica, ciertas células
contenidas en el tejido se desdiferencian hasta llegar a un estado similar al
cigoto. Posteriormente se rediferencian hasta formar un embrién completo,
pasando por etapas muy similares a las de embriogénesis que ocurre en con-
diciones naturales. Sin embargo, estos embriones no proceden de un proceso
de fecundacion, sino que se originan de células somaticas y son genéticamente
iguales a la planta madre. Estos embriones somaticos pueden germinar y con-
vertirse en plantas completas. La organogénesis y la embriogénesis somatica
pueden ocurrir directamente sobre el explante inoculado en el medio de cul-
tivo, o bien en un cultivo ya establecido de tejido calloso al que se le altera la
composicion del medio u otras condiciones de cultivo. En el primer caso se
les denomina organogénesis o embriogénesis somatica directas, mientras que
cuando se pasa por una etapa de tejido calloso se les llama indirectas.

Muchas de las respuestas de los tejidos al cultivo in vitro, como las antes
mencionadas, se deben a la adicién al medio de fitohormonas o reguladores
del crecimiento vegetal. Los mds usados en el cultivo in vitro son los pertene-
cientes a los grupos de las auxinas y de las citocininas, y en menor medida se
usan las giberelinas y el acido abscisico. El cultivo de tejidos vegetales tiene
varias aplicaciones, mismas que se discutiran mas adelante.

Medios de cultivo para tejidos vegetales

La formulacién adecuada del medio de cultivo es un elemento fundamental
para el éxito del cultivo de tejidos vegetales. El medio debe aportar todos los
elementos inorganicos y moléculas organicas que son necesarias para man-
tener vivo al tejido, y ademas debe contener compuestos que promuevan el
desarrollo del tejido en las condiciones in vitro, siendo los mas importan-
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tes en este grupo los reguladores del crecimiento vegetal o fitohormonas.
En la actualidad se han formulado y reportado en la literatura una gran
cantidad de medios de cultivo diferentes. Cada uno de ellos difiere de los
demas en aspectos como cantidad total de solutos (fuerza idnica), forma de
suministrar el nitrogeno, cantidad y forma de suministro de macro y mi-
cronutrientes, fuente de carbono y vitaminas y otras moléculas organicas
incluidas. Algunos medios de cultivo se consideran de uso general, ya que
son aptos para una amplia gama de especies y procesos. Este es el caso de
los medios de Murashige y Skoog (MS), Linsmaier y Skoog (LS) y Gam-
borg (B5). Por otro lado, hay medios desarrollados para un tipo de planta
o un proceso en especifico. Por ejemplo, los medios de Lloyd y McCown
(WPM) y el de Driver y Kuniyuki (DKW) se recomiendan para especies
lefiosas, mientras que el medio de Nitsch y Nitsch (NN) se disefi6 para el
cultivo de anteras para la generacion de plantas haploides.

No obstante, hay una gran cantidad de medios de cultivo diferentes re-
portados en la literatura especializada, todos éstos contienen los siguientes
grupos de compuestos:

a) Macronutrientes minerales:

Son los iones que la planta en condiciones normales toma del suelo y son re-
queridos en concentraciones de medias a altas.

Cantidad presente

Elemento en los medios Formas de suministrarlo
de cultivo

Nitrato (NO,") en concentraciones de 25-40 mM y/o

de amonio (NH,") en concentraciones de 2-20 mM.

La proporcién entre estas dos formas de nitrégeno

es una variable importante para considerar cuando

se experimenta con diferentes medios de cultivo. El
suministro de nitrégeno puede complementarse con
alguna fuente de nitrégeno organico, principalmente en
forma de aminoacidos.

Nitrégeno (N) 25 - 60 mM

Se suministra en forma de fosfatos de sodio (NaH,PO,

Fésforo (P) 1-3mM ‘H,0) o potasio (KH,PO,).
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Cantidad presente

Elemento en los medios Formas de suministrarlo
de cultivo

Se suministra en forma de nitrato (KNO,), fosfato
(KH,PO,) o cloruro (KCI).

Es adicionado en forma de cloruro (CaCl,2H,0) o de
nitrato [Ca(NO,),4H,0O].

Magnesio (Mg) 1-3 mM Es suministrado como sulfato (MgSO, 7H,0).

Potasio (K) 20 - 30 mM

Calcio (Ca) 1-3mM

Se adiciona al medio de cultivo como sulfato de
magnesio (MgSO, 7H,0). Los sulfatos de manganeso,
zing, cobre y fierro suelen usarse como fuente de
micronutrientes.

Azufre (S) 1-3mM

b) Micronutrientes minerales:

Ademas de los macronutrientes antes mencionados, tanto las plantas normales
como los tejidos cultivados in vitro requieren de otros elementos inorganicos en
concentraciones generalmente mucho menores. Estos son fierro (Fe), manga-
neso (Mn), boro (B), cobre (Cu), molibdeno (Mo), cobalto (Co) y yodo (I). Las
concentraciones de estos micronutrientes van de 0.1 hasta 100 uM, a excepcioén
del Fe que se requiere en cantidades mayores (1 mM). Este elemento suele ser
problematico por su tendencia a precipitar, por lo que normalmente se suminis-
tra en forma quelada con EDTA, o bien como citrato o tartrato de fierro.

¢) Fuente de carbono:

Las plantas en condiciones naturales utilizan el CO, atmosférico como fuen-
te de carbono para la sintesis de carbohidratos, esto mediante la fotosintesis.
Posteriormente, usan estos carbohidratos como precursores para la sintesis
del resto de las moléculas organicas que requieren. Sin embargo, los tejidos
vegetales cultivados in vitro tienen una capacidad fotosintética muy reducida
o nula. Esto se debe en gran medida a la limitada concentracion de CO, en
los recipientes de cultivo y a la también baja intensidad luminosa en que son
mantenidos. Esto ademas de que muchos de los tejidos que se cultivan in vitro
no contienen células con capacidad fotosintética. Por lo anterior, a los tejidos
mantenidos in vitro se les debe proveer de una fuente de carbono organico que
compense su baja o nula capacidad fotosintética. La gran mayoria de los me-
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dios de cultivo utilizan sacarosa en concentraciones del 2 al 3% (p/v), aunque
esta concentracion puede ser mayor para algunas especies. La sacarosa es la
principal forma de transporte y almacenamiento temporal de carbono en las
plantas, por lo que resulta el compuesto mas adecuado para ser usado en los
medios de cultivo, esto ademas de presentar ventajas como su gran solubilidad
y su bajo costo. La sacarosa, ademas de servir al tejido como fuente de carbo-
no, tiene un papel muy importante como regulador del potencial osmético del
medio de cultivo, ya que es el soluto mas abundante en el mismo. Esto debe
tomarse en cuenta cuando se altera su concentracion o se prueban fuentes
alternas de carbono. Ademas de la sacarosa, se ha reportado el uso de fuentes
de carbono como la glucosa, fructosa, lactosa, galactosa, rafinosa, maltosa e
incluso almidén, sin embargo, estos compuestos sélo son eficientes en algunos
tipos de tejido y procesos particulares y no son de amplia aplicacion.

d) Compuestos organicos:

En condiciones naturales, las plantas tienen la capacidad de sintetizar todos los
compuestos organicos requeridos para su metabolismo, por lo que no requie-
ren de un aporte externo de los mismos. Sin embargo, se sabe que los tejidos
vegetales cultivados in vitro pierden total o parcialmente esta capacidad y se
vuelven dependientes del suministro externo de algunos de estos nutrientes,
sobre todo de algunas vitaminas. Esto puede estar relacionado con la baja ca-
pacidad fotosintética de estos tejidos. Casi todas las células o tejidos vegetales
cultivados in vitro requieren tiamina, y en algunos casos, se ha observado que
resulta benéfica la adicion de piridoxina, dcido nicotinico, biotina, dcido foli-
co, acido ascorbico, dcido pantoténico, riboflavina y acido p-aminobenzoico.
Otro elemento organico importante en los medios de cultivo es el mioinositol,
cuya adicion en concentraciones estimula el crecimiento de la mayoria de los
tejidos. Por lo anterior, la mayoria de los medios de cultivo incorporan una
mezcla de compuestos organicos como los antes mencionados, ademas de la
fuente de carbono, a su formulacién.

e) Otros:

Ademas de los ingredientes antes mencionados, que estan presentes en prac-
ticamente todos los medios de cultivo, hay algunos otros que pueden ser
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incorporados al medio para incrementar la respuesta de los tejidos, o bien
para cambiar algunas condiciones del propio medio. Algunos de éstos son:

» Nitrégeno organico. Ademas del nitrégeno inorganico suministrado
como nitrato o amonio, algunos medios de cultivo utilizan una fuen-
te adicional de nitrégeno organico como complemento. Para esto se
utilizan aminodcidos, ya sea en forma de mezclas complejas o como
compuestos individuales. Las mezclas de aminoacidos mas utilizadas
son hidrolizados proteinicos, como el de caseina. Los aminoacidos
individuales utilizados como fuente de nitrégeno organico son la glu-
tamina, la asparagina y la glicina.

« Complejos organicos. En ocasiones se adicionan mezclas organicas
complejas en los medios de cultivo, ya que en algunos casos estimulan
el crecimiento de los tejidos o incluso son indispensables para obtener
la respuesta deseada. El efecto de los complejos organicos se debe a la
presencia en ellos de substancias no identificadas, pero requeridas por
las células. Estas pueden ser micronutrientes, compuestos organicos o
incluso reguladores del crecimiento. Con este fin se utilizan el agua de
coco, el extracto de levadura y de malta, el endospermo de maiz, el jugo
de tomate, naranja o pifia, y el extracto de platano, entre otros. La uti-
lizacion de este tipo de productos en el medio de cultivo debe tomarse
como ultimo recurso, dado el poco control que se tiene sobre los com-
ponentes de los mismos y la dificultad de obtener lotes homogéneos en
cuanto a su composicion de estos productos.

o Gelificantes. Cuando se trabaja con medio semisélido, debe utilizarse
un gelificante para darle la consistencia adecuada. Este debe ser no
reactivo y no digerible por el tejido vegetal. Los gelificantes mas utili-
zados son el agar y el Phytagel o Gelrite (marcas comerciales). Dado
que los gelificantes suelen ser uno de los ingredientes mas costosos
de los medios de cultivo, se han probado diversas opciones para dar
soporte a los tejidos cultivados in vitro sin necesidad de incorporar
un gelificante. Algunas opciones para esto son los soportes de poliu-
retano o de papel filtro.

o Antioxidantes. De manera natural, los tejidos vegetales heridos excre-
tan compuestos fendlicos que al entrar en contacto con la atmosfera
se oxidan obscureciendo al tejido. Este fenémeno se conoce como
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oxidacion y es una causa frecuente de necrosis en los tejidos recién
inoculados en medios de cultivo in vitro. Hay especies de plantas,
como las lefiosas, que son especialmente proclives a oxidarse. Por este
motivo es relativamente comun incorporar antioxidantes con acido
citrico y acido ascdrbico a los medios de cultivo. También se pueden
incorporar resinas como la polivinilpirrolidona (PVP) y la polivi-
nilpolipirrolidona (PVPP) que adsorben los compuestos fendlicos
excretados impidiendo su oxidacion sobre el tejido.

Otro factor para tomar en cuenta en el medio de cultivo es el pH, el cual
generalmente se fija entre 5.5 y 5.8, ajustandolo una vez hecha la mezcla de los
componentes. Cada uno de los medios de cultivo de uso comun sugieren un
valor de pH preciso dentro de este rango. El pH se ajusta con KOH, NaOH y
HCl 0.1 N.

Finalmente, antes de su utilizacién, el medio debera ser esterilizado, esto
se realiza en autoclave a una temperatura de 121 °C y una presion de 1.05 kg/
cm? (15 - 20 Psi). El tiempo de esterilizacion depende del volumen de medio
colocado en cada recipiente, sin embargo, no es recomendable sobrepasar los
20 min ya que esto puede provocar la caramelizacién de la sacarosa contenida
en el medio, cambiando las propiedades del mismo. Los componentes termo-
labiles, como lo son algunos compuestos organicos, deben ser esterilizados
por filtracién y anadidos al medio ya estéril. Para esto se emplean filtros de
membrana de .22 a .45 pm de tamafio de poro.

Reguladores del crecimiento vegetal o fitohormonas

La adicion de reguladores del crecimiento vegetal o fitohormonas es en la
mayoria de las ocasiones fundamental para obtener la respuesta deseada de
los tejidos vegetales cultivados in vitro. Los compuestos mas utilizados son
los pertenecientes a los grupos de las auxinas y de las citocininas, ya que son
los que regulan en gran medida los procesos de crecimiento y desarrollo or-
ganizado en las plantas. En menor grado se utilizan algunos reguladores no
pertenecientes a estos grupos como las giberelinas y el acido abscisico. En
cuanto a los dos primeros grupos mencionados, se utilizan tanto compues-
tos naturales, idénticos a los que se presentan en las plantas, como moléculas
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sintéticas que por alguna similitud estructural con los reguladores naturales
muestras una actividad similar a los mismos. Aunque la actividad de las au-
xinas y citocininas naturales es similar a la de sus equivalentes sintéticos, su
comportamiento en los tejidos es diferente. Esto se debe a que las células vege-
tales poseen mecanismos para degradar o inactivar a los compuestos de origen
natural, mas no a los sintéticos. Debido a esto, la actividad de los compuestos
naturales afiadidos al medio de cultivo puede perderse o disminuirse con el
paso del tiempo, mientras que los sintéticos tienen una permanencia mayor.
Las caracteristicas mas importantes de las auxinas y citocininas son:

* Auxinas. Son un grupo de compuestos derivados del triptéfano,
sintetizados por lo general en los apices de las plantas, y que estan
implicados en varios eventos relacionados con el crecimiento y dife-
renciacion celular. Se sabe que participan en la regulacion de algunos
procesos como el crecimiento celular, el inicio de la divisién celular,
la formacion de tejidos no diferenciados (tejido calloso), la diferen-
ciacion del tejido vascular y la formacion de drganos (raices). En las
plantas completas las auxinas tienen que ver con la dominancia apical,
afectan la senescencia y abscision de las hojas y coordinan algunas res-
puestas tropicas. La auxina natural mas comun es el acido indolacético
(AIA), pero dependiendo de la especie, edad de la planta, estacion del
afo y condiciones de crecimiento pueden aparecer otras auxinas natu-
rales en los tejidos, como por ejemplo el dcido 4-cloroindol-3-acético,
el acido indol-3-acrilico o el acido indolbutirico (AIB). El AIA vy el
AIB se utilizan frecuentemente en los medios de cultivo. Por ser com-
puestos que se encuentran naturalmente en la planta, tienden a ser
metabolizados por los tejidos; ademas, éstos se desnaturalizan con re-
lativa rapidez en el medio. Esto hace que la disponibilidad real de estas
auxinas en el medio de cultivo disminuya paulatinamente, lo cual re-
sulta util en aquellos procesos que requieren altas concentraciones de
auxinas so6lo para la induccién inicial de los mismos (por ejemplo,
el enraizamiento). Por otro lado, se conocen y utilizan varios com-
puestos sintéticos que tienen una fuerte actividad de auxinas, como
los 4cidos fenoxiacéticos, que son utilizados como herbicidas en altas
concentraciones. Estos compuestos artificiales suelen ser mads activos,
ya que las células vegetales carecen en muchos casos de sistemas enzi-
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maticos para degradarlos. Ejemplos de auxinas artificiales son el acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), el acido naftalenacético (ANA) y el
acido 4-amino-3,5,6-tricloropiridin-2-carboxilico (Picloram).
Citocininas. Son derivados de la adenina y se sintetizan en tejidos
jovenes y raices. Poseen dos propiedades que las hacen muy dutiles
para el cultivo in vitro de tejidos vegetales; por un lado, estimulan la
division celular y por otro rompen la latencia de las yemas axilares ha-
ciéndolas brotar. En las plantas completas, las citocininas promueven
la brotacién de yemas axilares, estimulan la expansion de las hojas y
retardan la senescencia. Junto con las auxinas, las citocininas regulan
la division celular. Debido a lo anterior, el balance entre auxinas y ci-
tocininas en un cultivo in vitro suele ser determinante para el patrén
de desarrollo que siga el tejido. Las citocininas naturales mas comu-
nes son la zeatina, la isopentiladenina (2iP) y el ribésido de zeatina.
Estas citocininas naturales se caracterizan por poseer un esqueleto de
adenina con una cadena lateral isoprenoide. Las citocininas sintéti-
cas benciladenina (BA) y cinetina son las mas utilizadas en el cultivo
de tejidos vegetales. Algunos herbicidas sintéticos como las fenilureas
tienen actividad de citocinina en bajas concentraciones. Un ejemplo
de esto ultimo es el N-fenil-N"-1,2,3-tidiazolil-5-urea (Tidiazurén).
Otros reguladores del crecimiento vegetal utilizados en cultivos in vi-
tro. El dcido giberélico (GA,) se utiliza para estimular el crecimiento
(alargamiento) de los tallos. También puede ser ttil para romper la
dormancia estimulando asi la germinacién de algunas semillas y la
brotacién de yemas. El acido abscisico se utiliza en la etapa de madu-
racion de los embriones somaticos y en la induccién de la formacion
de microtubérculos en cultivos in vitro de papa.

En el cuadro siguiente se presentan algunas caracteristicas de los regula-

dores del crecimiento vegetal mas empleados en el cultivo in vitro.
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) Concentracion Método de ,
Nombre Abreviatura PM : . Solvente® ., Usos mas comunes
de trabajo (mg/L)* esterilizacion®
AUXINAS
Enraizamiento de
f&cido - AIA 1752 0.01-3.0 NaOH IN A'utocl‘aj/e brotes,‘ organogénesis
indolacético Filtracion (combinado con una
citocinina).
Acido Organf)génesis
" ANA 186.2 0.1-10.0 NaOH 1IN Autoclave (combinado con una
naftalenacético o
citocinina).
Acid Autocl
. cido L. AIB 203.2 0.1-10.0 NaOH 1IN u o .aj/e Enraizamiento.
indolbutirico Filtracion
Generacion de tejido
Acido 2,4-dicloro NaOH 1IN racion cefejido
. 2,4-D 221.0 0.01-5.0 Autoclave calloso, embriogénesis
fenoxiacético Etanol .
somatica.
Acido Generacién de tejido
aminotricloropi-  Picloram  241.5 0.1-10.0 DMSO Autoclave calloso, embriogénesis
colinico somatica.
CITOCININAS
Benciladenina o Brotacion de yemas,
. Autoclave L .
6-bencilamino- BA 225.3 0.1-10.0 NaOH 1IN . ., organogénesis (combi-
K Filtracion K
purina nada con una auxina)
Brotacion de yemas,
L X Autoclave L .
Cinetina Cin 215.2 0.1-10.0 NaOH 1IN . ., organogénesis (combi-
Filtracion K
nada con una auxina)
Brotacion de yemas,
. . . Autoclave L .
Isopentiladenina 2iP 203.2 1.0-30.0 NaOH 1IN . ., organogénesis (combi-
Filtracion K
nada con una auxina)
Brotacion de yemas,
) Autoclave . .
meta-Topolina MT 241.5 0.01-5.0 NaOH IN e organogénesis (combi-
Filtracion .
nada con una auxina)
Brotacién de yemas,
Feniltidiazol urea Autoclave ! i .y .
. i TDZ 220.2 0.001-0.1 DMSO . ., organogénesis (combi-
o tidiazuron Filtracion K
nada con una auxina)
Brotacion de yemas,
) Autoclave . .
Zeatina Zea 219.2 0.01-5.0 NaOH 1IN . ~, organogénesis (combi-
Filtracion K
nada con una auxina)
Ribésido de o Brotaci(’){l de‘yemas, .
" --- 351.4 0.01-5.0 NaOH IN Filtraciéon organogénesis (combi-
zeatina

nada con una auxina)
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Concentracion Método de

Nombre Abreviatura PM ) Solvente® ., Usos mas comunes
de trabajo (mg/L)* esterilizacion®
OTROS
Maduracion de
Autocl bri iticos,
Acido abscisico ABA 2643 0.1-10.0 NaOH IN Lrociave - CIIDTIONEs Somaticos
Filtracion formacion de microtu-
bérculos.
Crecimiento de tallos,
Autocl imiento de I
Acido giberélico Ga, 346.4 0.01-5 Etanol u oc ?Ye romplmlén oce a.
: Filtracion dormancia en semillas
y yemas.

* Se refiere al rango de concentraciones en que suele presentarse una respuesta en el tejido. Concentraciones

menores al limite inferior no generan respuesta alguna, mientras que las mayores al limite superior pueden

ser toxicas para los tejidos.

El compuesto en polvo se disuelve en la minima cantidad posible del solvente y luego el volumen debe com-

pletarse con agua destilada o desionizada. El NaOH puede substituirse por KOH.

¢ Autoclave: Se agrega al resto de los componentes del medio y se esteriliza en autoclave. Filtracion: Com-
puestos termolabiles que debes esterilizarse por filtracion y agregar al medio después de su esterilizacion en
autoclave. Cuando se mencionan las dos opciones significa que el compuesto soporta la esterilizacién por
autoclave pero puede perder algo de actividad. Para experimentos que requieran concentraciones precisas se
recomienda filtrar.

Tipos de cultivos in vitro

Los cultivos in vitro de vegetales pueden clasificarse con base en dos criterios.
El primero de ellos se refiere al tejido o parte de la planta que se esta cultivan-
do, mientras que el segundo tiene que ver con la consistencia del medio de
cultivo y el tipo de recipiente a utilizar. En cuanto al primer criterio, los tipos
de cultivos in vitro son:

A. Cultivo de células. Lo que se cultiva en este caso son células aisladas unas
de otras, o bien formando pequefios aciimulos, pero nunca tejidos or-
ganizados. Esto se logra usando medios de cultivo liquidos en los que
las células o acimulos se encuentran suspendidos. Los medios se agi-
tan permanentemente con el fin de oxigenarlos y de que las células se
mantengan separadas unas de otras, sin formar tejidos, por lo que se les
llama cultivos de células en suspension (Fig. 1.1a). Este tipo de cultivos
se emplea para estudios bioquimicos o fisioldgicos, para la produccion
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de metabolitos secundarios o como etapa inicial en algunos protocolos de
regeneracion a través de la embriogénesis somatica. Un derivado de este
tipo es el cultivo de protoplastos, que son células a las que se le ha elimi-
nado la pared celular por métodos enzimaticos.

. Cultivo de tejidos. Se trata del cultivo de masas de células unidas unas
con otras formando un tejido. El mds comun es el tejido calloso o callo
(Fig. 1.1b), el cual esta formado por células poco diferenciadas que estan
continuamente dividiéndose, pero sin formar 6rganos funcionales (Fig.
1.1c). Este tejido se puede mantener y propagar por tiempo indefinido
solo fragmentandolo y resembrandolo en medio de cultivo fresco. Se uti-
liza entre otras cosas para estudios bioquimicos o fisiolégicos, como paso
intermedio para la regeneracion de plantas por organogénesis o embrio-
génesis somatica indirectas o para el estudio y produccion de metabolitos
de interés. Al estar formado por células indiferenciadas en rapida division
es frecuente que en el tejido calloso se presenten errores o alteraciones
durante la mitosis. Estos errores se acumulan a lo largo del tiempo, por lo
que en tejidos callosos mantenidos por tiempos prolongados es frecuente
que se presenten cambios en el genotipo y en ocasiones en el fenotipo. A
esto se le denomina variaciéon somaclonal y se puede presentar también
en otros sistemas de cultivo, aunque con una frecuencia menor a la del
tejido calloso.

. Cultivo de organos o segmentos de plantas. Se trata del cultivo de 6rganos
diferenciados, constituidos éstos por varios tipos celulares. Es posible es-
tablecer cultivos in vitro usando como explantes segmentos de hojas y
tallos. Sin embargo, estos 6rganos se diferencian rapidamente en otros
tipos de tejidos y no es posible mantener cultivos de los mismos a largo
plazo. En el caso de las raices, si es posible mantener cultivos que conser-
ven de manera indefinida sus caracteristicas propias, por lo que el cultivo
de raices es el cultivo de 6rganos mas utilizado. Las raices que se cultivan
pueden ser naturales o mas cominmente provenir de la transformacioén
genética con Agrobacterium rhizogenes (Fig. 1.1d). En este caso se les lla-
ma raices pilosas o transformadas. El uso mds importante hoy en dia de
los cultivos de raices es la produccion en los mismos de metabolitos de
alto valor.

. Cultivo de plantas completas. En este caso se mantienen plantas com-
pletas, parte aérea y raiz, en condiciones in vitro. En el caso de plantas
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de talla pequena (Fig.1. le), pueden mantenerse por largos periodos de
tiempo, e incluso en algunos casos las plantas pueden completar su ciclo
de vida en estas condiciones. En el caso de plantas de talla grande (Fig.
1.1f), sélo pueden mantenerse un tiempo corto en condiciones in vitro y
luego deben ser transferidas a suelo. Normalmente, el cultivo de plantas
completas es la ultima etapa del proceso de micropropagacion, pero este
sistema también puede emplearse para estudiar de una forma controlada
las respuestas de la planta ante diversos fenomenos que pueden emularse
bajo las condiciones in vitro.

Coocultivo. Un requisito fundamental para que el cultivo in vitro de te-
jidos vegetales tenga éxito es mantenerlo libre de microorganismos
contaminantes. Sin embargo, en ocasiones es necesario incorporar de
manera intencional un microorganismo especifico como parte del proce-
so a realizar. Ejemplo de esto es la transformacion genética mediada por
Agrobacterium tumefaciens o A. rhizogenes, o la inoculacion de plantulas
con hongos micorricicos en la tltima etapa de la propagacion in vitro. A
esta etapa en la que se agrega un microrganismo al medio de cultivo se le
llama coocultivo.
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Figura 1.1. Tipos de cultivos in vitro de acuerdo con el tejido cultivado. a) Cultivo de células
en suspension de Mammillaria, la coloracion rojiza se debe a la produccién de pigmentos del
grupo de las betalainas; b) Cultivo de tejido calloso de Mammillaria; c) Vista ampliada del te-
jido calloso de Mammillaria en la que son visibles las células no diferenciadas y homogéneas
que lo constituyen; d) Cultivo de raices transformadas de Turbinicarpus; e) Cultivo de plantas

completas de Drosera burmanii, y f) de Cephalocereus senilis.
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Por lo que respecta al segundo criterio de clasificacion, de acuerdo con el

medio y recipiente de cultivo, los tipos de cultivo son:

L.

IL.

I1I.
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Cultivo en medios semisédlidos. Consiste en el cultivo sobre medios ge-
lificados que le den un soporte fisico al explante (Fig. 1.2a). Es el tipo
de cultivo mas empleado hoy en dia, ya que resulta facil de realizar. Sin
embargo, presenta algunos inconvenientes como el alto costo de los ge-
lificantes, la poca disponibilidad de nutrientes para los segmentos del
tejido que quedan alejados del medio de cultivo, y la dificultad para esca-
larlo, ya que la capacidad de los recipientes empleados es limitada.

Cultivo en medios liquidos. El uso de medios de cultivo liquidos presenta
ventajas como la mejor y mas rapida distribucion de los nutrientes ha-
cia el tejido y el no requerir gelificantes. También es sencillo de escalar
usando recipientes de mayores capacidades. Su desventaja principal ra-
dica en la dificultad para que el oxigeno se difunda dentro del medio y
llegue a los tejidos. Esto se resuelve utilizando volimenes muy pequefios
de medio, o bien manteniendo los cultivos bajo agitacion constante, lo
que promueve la oxigenacion. El uso de medios liquidos agitados es muy
adecuado para procesos que requieren de una rapida produccién de bio-
masa, como el cultivo de raices (Fig. 1.2b) o de células en suspension. Sin
embargo, resulta poco adecuado para procesos en los que se requiere de
desarrollo y diferenciacion de los tejidos.

Cultivo en biorreactores. Los biorreactores son recipientes de cultivo es-
pecializados que utilizan medio liquido, pero incorporan a su disefo
sistemas que permiten la oxigenacién de los tejidos y el control de al-
gunos de los parametros importantes para éxito del cultivo. Existe una
gran cantidad de disefios de biorreactores que se han desarrollado con
diferentes fines dentro de la tecnologia del cultivo de tejidos vegetales.
Sin embargo, el sistema mas eficiente, y con un uso mas extendido hoy
en dia, es el llamado biorreactor de inmersiéon temporal. Este dispositivo
permite que los tejidos estén en contacto o dentro del medio liquido por
cortos periodos de tiempo, mientras que el resto del tiempo permanece
fuera del mismo. Esta inmersion frecuente permite la toma de nutrientes
y reguladores del crecimiento, mientras que los periodos fuera del medio
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facilitan la oxigenacion. Los dos disefios de biorreactores de inmersion
temporal mas usados son el llamado RITA" (Fig. 1.2¢), en el que el medio
de cultivo y el tejido se encuentran en compartimentos diferentes de un
solo recipiente, y el de tanques gemelos, en el que se usan recipientes se-
parados para el medio y para el tejido (Fig. 1.2d).

Figura 1.2. Tipos de cultivos in vitro de acuerdo con el sistema utilizado. a) Brotes de Yucca
cultivados sobre medios semisdlidos; b) Cultivo de raices transformadas de Turbinicarpus en
medio liquido agitado; c) Micropropagacion de pifia en un biorreactor RITA', y; d) Micropro-

pagacion de agaves en sistemas de biorreactores de tanques gemelos.
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Establecimiento de cultivos in vitro

En teoria, cualquier tejido vegetal que contenga células vivas puede emplearse
para el establecimiento de un cultivo in vitro. Sin embargo, en la practica es
conveniente seleccionar tejidos jovenes, ya que estos responderan y se adaptaran
mas facilmente a las condiciones de cultivo en sistemas artificiales. Por otro lado,
un paso indispensable en esta etapa es la desinfeccion superficial del tejido. Esto
puede ser un proceso relativamente sencillo en estructuras como las semillas, o
muy complejo en tejidos vegetativos tomados de condiciones de campo. La des-
infeccion se logra lavando los tejidos varias veces con agua corriente y un jabén
antiséptico. Posteriormente se tratan con agentes desinfectantes como alcoholes
(etanol o isopropanol) y con desinfectantes a base de cloro (hipoclorito de calcio
o de sodio). En este tltimo caso pueden utilizarse blanqueadores comerciales
ajustando la concentracion de acuerdo con la cantidad de ingrediente activo en
el producto. Una vez realizado el proceso de desinfeccion, se procede a la disec-
cion de los explantes en condiciones asépticas (campana de flujo laminar) y a su
inoculacién en el medio de cultivo apropiado.

Hay algunos tejidos que por su naturaleza son muy dificiles de desinfectar
y los métodos convencionales como el antes descrito no resultan suficientes.
En estos casos se recomienda:

a) Extender el tiempo de los lavados previos e incorporar un fungicida co-
mercial a la solucién. Los tejidos pueden lavarse por varias horas o hasta
toda la noche manteniéndolos en agitacion suave.

b) Incorporar al protocolo de desinfeccién otros agentes como cloruro de
mercurio (con precaucion por su alta toxicidad), compuestos a base de
plata (nitrato de plata, plata coloidal o nanoparticulas), peroxido de hi-
drogeno, tintura de yodo o cloruro de benzalconio. La aplicacion de estos
compuestos debe incorporarse como una etapa mas en el protocolo de
desinfeccidn, no se recomienda mezclarlos con otros agentes.

c) Ciertos tipos de tejidos son dificiles de desinfectar debido a su superfi-
cie irregular o porque estan cubiertos de ceras, vellosidades o tricomas,
lo que dificulta la penetracion de los agentes desinfectantes a toda su
superficie. En esta situacion es recomendable realizar el proceso de des-
infeccién en un matraz kitasato y aplicar algunos ciclos cortos de vacio
(30 seg) durante los tratamientos. Con esto se elimina el aire atrapado en
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las irregularidades del tejido permitiendo la penetracién completa del
desinfectante.

d) Los explantes susceptibles a la contaminacién deben inocularse con una
densidad lo mas baja posible, de preferencia uno solo por recipiente de
cultivo. De esta manera el hecho de que un explante se contamine no re-
percutird en la pérdida de otros. Bajo la misma légica, entre mas pequefio
sea el explante, menos probable es que lleve contaminantes, por lo que se
recomienda reducir su tamano si el tejido es dificil de desinfectar.

Algunos tejidos contienen microorganismos enddfitos (que habitan en el
interior del tejido). Bajo esta situacion la desinfeccién superficial antes men-
cionada no resulta eficiente. En este caso se pueden incorporar antibidticos o
compuestos antifingicos al medio de cultivo con el fin de inhibir el crecimiento
de estos organismos. Sin embargo, esta solucion no es del todo eficiente ya que
es muy posible que los organismos se vuelvan a desarrollar en cuanto estos agen-
tes sean retirados del medio. Por lo anterior, lo mas recomendable en estos casos
puede ser buscar una fuente alterna de tejidos que esté libre de estos organismos.
Una forma relativamente sencilla para detectar la presencia de enddfitos es ino-
cular segmentos del tejido sospechoso en medios de cultivo ricos disefiados para
microorganismos. En este caso el desarrollo del endéfito sera mas rapido que en
el medio de cultivo para vegetales y sera facilmente detectable.

Aplicaciones del cultivo de tejidos vegetales

En sus inicios, los cultivos in vitro de tejidos vegetales se emplearon como
sistema para el estudio de fenomenos relacionados con la nutricién, fisiologia
y bioquimica de las plantas. Posteriormente surgieron aplicaciones practicas
de esta tecnologia, destacando las que se ubican en las areas de la propaga-
cién masiva in vitro o micropropagacion, el mejoramiento de las plantas, la
produccién de metabolitos o moléculas de interés en cultivos in vitro y la
conservacion de germoplasma. Por su importancia, la micropropagacion sera
descrita de forma mas amplia en otra seccién de este documento. En cuanto al
resto de las dreas de aplicacion, se puede mencionar lo siguiente:
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A. Mejoramiento de plantas a través del cultivo in vitro. Esto puede lograrse
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a través de:

a. Seleccion in vitro. Para esto se someten tejidos o células a niveles cre-

cientes de algtin factor que genere estrés, ya sea bidtico o abiético. Esto
inhibira el desarrollo de las células sensibles, permitiendo seleccionar
a las de mayor resistencia. Esto se puede hacer por varios ciclos in-
crementando la dosis del agente estresante y finalmente regenerando
plantas completas a partir de los tejidos resistentes. Con esta estrategia
ha sido posible regenerar plantas con una resistencia incrementada a
la salinidad, a metales pesados y a diversos compuestos téxicos.

. Hibridacién somatica. Los protoplastos son células vegetales vivas a

las que se les ha eliminado la pared celular por métodos enzimati-
cos. Al carecer de esta estructura son capaces de fusionarse unos con
otros bajo ciertos estimulos. En algunas especies o combinaciones de
especies es posible regenerar plantas completas a partir de las células
hibridas producto de estas fusiones. A esto se le llama hibridacién so-
matica y es una forma de mezclar por una via no sexual los genomas
de dos individuos que pueden ser incluso de especies diferentes. Esta
técnica ha tenido un éxito importante en el mejoramiento de varios
grupos de plantas, entre ellos los citricos.

Modificacién del nivel de ploidia. Aun cuando hay varias excepciones,
la mayoria de las plantas cultivadas son diploides. Las técnicas de cul-
tivo y regeneracion in vitro permiten generar plantas con niveles de
ploidia diferentes a éste. Por ejemplo, a través de la regeneracion de
plantas partiendo de gametos masculinos o femeninos es posible ge-
nerar plantas haploides. Por otro lado, regenerando plantas a partir de
endospermo es posible obtener individuos triploides. Finalmente, la
técnica de fusion de protoplastos permite duplicar en un solo evento
el nimero de ploidia de una linea celular, y también hace posible obte-
ner diferentes resultados finales al fusionar lineas celulares con niveles
de ploidia diferentes. Algunas de las plantas que se pueden generar
con niveles de ploidia alterados pueden tener un valor agronémico
por si mismas, mientras que otras, como las haploides, sol6 son valio-
sas al integrarlas a otros esquemas de fitomejoramiento.
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d. Regeneracion de plantas modificadas genéticamente. Las técnicas de
transformacion genética permiten la introduccién de nueva infor-
macion a las células vegetales, esto incluye la posibilidad no solo de
incorporar nuevas caracteristicas, sino de bloquear o incluso editar
caracteristicas existentes. Sin embargo, estos procesos normalmente se
llevan a cabo sobre células, por lo que la regeneracion de plantas com-
pletas que posean estas caracteristicas modificadas requiere del proceso
de regeneracion in vitro mediante la organogénesis o embriogénesis so-
matica. Estas vias permiten la obtencion de plantas completas partiendo
de células individuales, por lo que pueden convertir una sola célula mo-
dificada genéticamente en un individuo completo.

B. Produccién de metabolitos o compuestos de interés en cultivos in vitro.
Algunos sistemas de cultivo de tejidos in vitro son capaces de generar
biomasa a una tasa superior a la de las plantas creciendo en condiciones
naturales. Estos sistemas pueden ser cultivos de células en suspension,
de tejido calloso o de raices transformadas obtenidas mediante la ino-
culaciéon con Agrobacterium rhizogenes. En algunos casos, estos tejidos
conservan la capacidad biosintética de la planta completa, por lo que
pueden ser usados como fuente de metabolitos de interés en lugar de la
planta misma. Por lo anterior, el cultivo in vitro se ha convertido en una
alternativa muy atractiva para la produccion de metabolitos secundarios
de alto valor sintetizados por las plantas, pero dificiles de obtener a par-
tir de ejemplares completos. Esta dificultad puede deberse a la rareza o
grado de amenaza de las especies, a su distribucion natural limitada, o a
su baja tasa de crecimiento, factores que dejan de ser limitantes cuando
se cuenta con cultivos in vitro. Una segunda posibilidad que ofrecen los
sistemas de cultivo in vitro es la de producir en estas moléculas de alto
valor que no son propias de la especie cultivada. Esto se logra a través de
la modificacién genética de las células o tejidos cultivados, con el fin de
que produzcan péptidos o proteinas propias de otro organismo.

C. Conservacion in vitro de germoplasma. La rapida pérdida de la biodi-
versidad vegetal es una de las mayores preocupaciones en la actualidad.
El cultivo in vitro puede ofrecer herramientas que pueden disminuir el
impacto de este problema, como por ejemplo, la creacién de bancos de
germoplasma in vitro. Estos son colecciones de tejidos viables manteni-
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dos en condiciones de cultivo in vitro por tiempo indefinido, y a partir
de los cuales es posible regenerar y multiplicar plantas completas cuando
esto es necesario. El principal obstaculo para mantener estas colecciones
de tejidos viables es la necesidad de renovar periddicamente el medio
de cultivo. Sin embargo, se han desarrollado ya técnicas de crecimien-
to retardado que permiten prolongar considerablemente el tiempo entre
subcultivos, facilitando el mantenimiento de estos bancos. Este retardo
en el crecimiento se puede lograr cultivando a bajas temperaturas, afia-
diendo agentes osméticos que reduzcan la disponibilidad de agua en el
medio, anadiendo inhibidores del crecimiento, o combinando las estrate-
gias mencionadas. Una variante de esta tecnologia es la criopreservacion,
que es el mantener células o tejidos congelados en Nitrégeno liquido.
Esta opcidn seria mas eficiente ya que el mantenimiento requerido es mi-
nimo. Sin embargo, los procesos de congelacion y descongelacion en las
células vegetales son especialmente complicados debido a la presencia de
paredes celulares rigidas y vacuolas, por lo que esta tecnologia sélo se ha
desarrollado para un numero limitado de especies.

Micropropagacion

Una de las posibilidades mas interesantes que brinda el cultivo de tejidos ve-
getales es la regeneracion de plantas completas a partir de las células o tejidos
cultivados in vitro. Esto permite generar grandes cantidades de propagulos en
tiempos relativamente cortos. A esta técnica se le llama micropropagacion,
propagacion in vitro o clonacion in vitro de plantas.

La micropropagacion es un proceso que consta de cinco etapas que se

llevan a cabo de manera secuencial. Estas etapas son:

A. Etapa 0. Seleccion y preparacion de la planta madre. Se trata de una etapa
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previa al trabajo de laboratorio. En ésta se seleccionan las plantas ma-
dre de las que seran tomados los explantes para iniciar los cultivos in
vitro. Esta etapa es fundamental para el éxito de la micropropagacion,
ya que ésta es un sistema de propagacion clonal, por lo que todas las
plantas generadas tendran las caracteristicas genotipicas de la planta ma-
dre. Si se parte de una planta elite con caracteristicas deseables superiores
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al promedio, las plantas generadas tendran un alto valor. También debe
buscarse que la planta madre se encuentre en excelentes condiciones fi-
tosanitarias y que crezca en un ambiente limpio. Esto con la finalidad de
facilitar la etapa de establecimiento de cultivos in vitro. Cuando esto es
factible, es recomendable dar pretratamientos a la planta madre, como
lavados y aplicacion de fungicidas y/o bactericidas de forma periddica.
Esto con el fin de que los tejidos lleven la menor cantidad posible de con-
taminantes potenciales al momento de hacer la desinfeccion superficial y
establecer los cultivos in vitro.

. Etapa 1. Establecimiento de cultivos in vitro. Para esto es indispensable la
desinfeccion de tejidos viables que luego son inoculados en los medios de
cultivo artificiales. Este proceso se describié en un punto anterior. Para
un programa de micropropagacion, hay dos formas de obtener los culti-
vos iniciales.

a. Desinfectar semillas e inocularlas en medio de cultivo sin reguladores
del crecimiento para que germinen. Las plantulas que asi se obtienen
(Fig. 1.4a) se usan como fuente de tejidos para iniciar la micropropaga-
cidn, ya sin necesidad de desinfectar estos explantes ya que provienen
de un cultivo axénico. Las ventajas de esta opcion es la facilidad con
la que se pueden desinfectar las semillas debido a que la testa prote-
ge a los tejidos susceptibles de los agentes desinfectantes, y la mayor
diversidad genética que se obtiene en las plantas generadas cuando
los cultivos iniciales proceden de semillas. En otro sentido, las des-
ventajas de esta opcion son la baja o nula disponibilidad de semillas
en muchas especies vegetales, y el que esta técnica no es la adecuada
cuando se desea conservar la totalidad de las caracteristicas genéticas
de un material especialmente valioso.

b. Colectar y desinfectar tejidos vegetativos de plantas creciendo en
condiciones naturales, preferentemente brotes jovenes. En este caso
el proceso de desinfeccion suele ser mucho mas complejo y menos
eficiente que cuando se parte de semillas. Los tejidos vegetativos son
mucho mds sensibles que las semillas a los agentes y tratamientos
desinfectantes, por lo que resulta dificil encontrar un protocolo que
elimine los contaminantes de forma eficiente sin causar la necrosis del
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tejido. A pesar de esto, esta es la tinica opcidn viable cuando no se dis-
pone de semillas o cuando el objetivo es conservar las caracteristicas
de una variedad en particular.

C. Etapa 2. Multiplicacion. La etapa anterior tiene como objetivo inicamen-
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te el disponer de algunos tejidos ya adaptados a las condiciones in vitro y
creciendo libres de contaminantes. No es necesario contar con una gran
cantidad de estos tejidos, ya que en esta etapa 2 es cuando se multiplicaran
masivamente. Esta multiplicacion se puede hacer por tres vias o caminos
diferentes. Esto es algo que se debe tener claro al plantear un proyecto
de micropropagacion, ya que las caracteristicas y estrategias para inducir
cada una de estas vias es diferente. Estas vias de regeneracion son:

a. A través de tejidos meristemadticos (yemas, dpices o segmentos nodales).
Los meristemos, contenidos en las yemas apicales y axilares, son los
puntos de crecimiento naturales de las plantas y tienen la capacidad
de formar nuevos brotes (parte aérea de la planta). Esta capacidad
la mantienen cuando se establecen y cultivan in vitro, por lo que el
cultivo de yemas apicales o axilares es una manera sencilla de obte-
ner nuevos brotes, los cuales pueden enraizarse y producir asi nuevas
plantas completas. Muchas veces las yemas son capaces de brotar en
un medio de cultivo basal, carente de reguladores del crecimiento. Sin
embargo, la adicién de citocininas al medio de cultivo romper la dor-
mancia y estimula la divisiéon celular en el meristemo, por lo que su
presencia acelera la brotacion y puede provocar que se generen varios
brotes en cada yema (brotacién mdaltiple) (Fig. 1.3a, 1.4b y 1.4¢).

b. Organogénesis. Este término se refiere a la formacién de novo de 6r-
ganos en los explantes cultivados (organogénesis directa) (Fig. 1.3b) o
en cultivos previamente establecidos de tejido calloso (organogénesis
indirecta) (Fig. 1.3c). El fundamento de la organogénesis es la for-
macion en el tejido de meristemos ectdpicos a partir de los cuales se
generan drganos. Los drganos que se pueden formar sobre el explante
son raices o brotes adventicios, pero sdlo uno de ellos a la vez. Los bro-
tes adventicios son estructuras muy similares a una yema que tienen la
capacidad de originar toda la parte aérea de una nueva planta. Cuando
estos brotes son separados del explante original y transferidos a un
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medio apropiado crecen y forman raices, convirtiéndose en un pro-
pagulo listo para ser adaptado y transferido a suelo. Entre los factores
que contribuyen a la induccién de los brotes adventicios destacan los
reguladores del crecimiento, en particular, las citocininas y las auxi-
nas, que cuando se suministran combinadas en el medio de cultivo
pueden desencadenar la organogénesis. Sin embargo, el tipo, cantidad
y proporcion de citocininas y auxinas depende de la especie y se deben
determinar experimentalmente en caso de no encontrarse referencias
en la literatura.

Embriogénesis somdtica. En esta via, algunas de las células somaticas
contenidas en el explante o en un cultivo de tejido calloso se convier-
ten en células indiferenciadas similares a un cigoto y posteriormente
inician una via de division y diferenciaciéon que las convierte en em-
briones, llamados somaticos por su origen diferente a la fecundacion
sexual (Fig. 1.3d). Los embriones somaticos tienen la capacidad de
formar una nueva planta después de un proceso de germinacion, con
la diferencia de que la embriogénesis somatica es un proceso asexual
por lo que la nueva planta sera exactamente igual a la donadora de la
célula inicial. La embriogénesis somatica no sucede Unicamente en
cultivos in vitro, es relativamente comun en condiciones naturales en
algunas familias de plantas y se conoce como apomixis. Si bien la em-
briogénesis somatica in vitro puede ocurrir directamente en algunas
células del explante (embriogénesis directa), lo mas comun es que este
proceso se inicie en un cultivo de tejido calloso, o células en suspen-
sién, previamente establecido (embriogénesis indirecta). Las etapas
en las que ocurre la embriogénesis somatica indirecta son:

i. Induccién. En esta etapa la célula somatica se convierte en una cé-
lula capaz de dar origen a un embrién (célula proembrigénica). Los
factores que mas influyen en este paso son el genotipo, ya que no
todas las células cultivadas in vitro tienen esta capacidad, asi como la
presencia de auxinas, sobre todo sintéticas, en el medio de cultivo.

ii. Histodiferenciacion o embriogénesis propiamente dicha. En esta
etapa las células proembriogénicas se multiplican y diferencian
formando embriones somaticos. Para que estas células cesen su
multiplicacién y pasen a una fase de diferenciaciéon normalmente
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se requiere la eliminacién o disminucién de las auxinas exdgenas.
Uno de los fendmenos iniciales en esta etapa es el establecimiento
de una polaridad en las masas de células proembriogénicas. Esta
polaridad se mantendra durante todo el desarrollo del embridn.
Durante la etapa de histodiferenciacion, los embriones somaticos
pasan por una serie de estadios intermedios muy similares a los
que ocurren en la embriogénesis cigética. En las dicotiledoneas es-
tos estadios son globular, de corazén y de torpedo, mientras que en
las monocotiledoneas son globular, coleoptilar y escutelar.

iii. Maduracion. Los embriones recién formados, tanto por la via so-
matica como por la via normal o cigética, no tienen usualmente la
capacidad de germinar. Para adquirirla requieren de un periodo
de maduracidn, el cual en condiciones naturales ocurre al mismo
tiempo que la desecacion y en el que participa de manera impor-
tante el dcido abscisico (ABA). Por tanto, en la embriogénesis
somatica in vitro la maduracion se puede lograr incluyendo ABA
en el medio de cultivo y/o favoreciendo la desecacion paulatina de
los embriones.

iv. Germinacion o conversion. En esta etapa los embriones comple-
tamente formados y maduros se desarrollan convirtiéndose en
plantas completas. Para que esto suceda se requieren estimulos
como la luz, el acido giberélico o citocininas. Los embriones soma-
ticos carecen de tejidos de reserva por lo que su germinacién solo
ocurre in vitro en donde el medio de cultivo aporta los nutrientes
necesarios para el proceso.

D. Etapa 3. Crecimiento y enraizamiento. Esta etapa permite que los bro-
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tes generados en la etapa anterior crezcan, adquieran vigor y formen
un sistema radical que los hara capaces de sobrevivir a la ultima etapa
del proceso, que es su adaptacion y transferencia al medio externo (Fig.
1.4d). El enraizamiento so6lo procede cuando la multiplicacion se hace a
través de meristemos o de organogénesis. Los embriones somaticos des-
de su origen cuentan con un polo radical por lo que el proceso por el
que deben de pasar es diferente y se describe en la seccion respectiva. El
enraizamiento de los brotes puede lograrse en medios basales carentes de
reguladores del crecimiento, ya sea a su concentracién normal o diluidos
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al 50-75%. La adicién al medio de carbdn activado o de auxinas como el
acido indolbutirico (AIB) estimulan el enraizamiento.

E. Etapa 4. Adaptacion y transferencia al medio externo. En esta etapa las
plantas generadas in vitro son adaptadas primero, y luego transferidas,
a condiciones naturales (Fig. 1.4e). Para esto se requiere de un proceso
paulatino ya que las plantas generadas in vitro presentan varias caracte-
risticas peculiares que dificultan su adaptacion al medio externo una vez
concluido el periodo de cultivo.

Figura 1.3. Vias para la regeneracion in vitro de plantas. a) Propagacion por yemas de alcaparro;
b) Organogénesis directa sobre un segmento de hoja de violeta africana; ¢) Organogénesis indi-
recta sobre callo de Echinocereus, y; d) Embriogénesis somatica en laurel mexicano (Litsea).
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Figura 1.4. Micropropagacion de Agaves. A) Establecimiento de cultivos in vitro de Agave
potatorum a través de la germinacion de semillas desinfectadas.; b) Multiplicacion: Aspecto
inicial de la generacion de brotes en un meristemo basal de A. kerchovei; c) Aspecto avan-
zado de la generacion de brotes en un meristemo basal de A. peacocki; d) Enraizamiento y
crecimiento de brotes de A. palmeri, y; e) Plantas micropropagadas de A. potatorum desarro-
llandose ya en suelo.
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A continuacion, se detallan las mas importantes:

a. La humedad relativa dentro de los recipientes de cultivo es siempre alta,
lo que provoca que las plantas carezcan de algunos de los sistemas nor-
males para evitar la pérdida de agua. Su cuticula esta poco desarrollada y
el mecanismo de cierre de los estomas esta atrofiado. Por ello, el proceso
de adaptacién al ambiente externo de una planta generada in vitro debe
ser lo mas gradual posible. Se recomienda una reduccidén lenta de la hu-
medad relativa, primero en el recipiente de cultivo y luego fuera de éste
para permitir asi el desarrollo paulatino de los sistemas de proteccion de
la planta contra la desecacion.

b. Las plantas durante su cultivo in vitro no realizan una fotosintesis normal,
sus requerimientos de carbono son satisfechos por el medio de cultivo.
El paso de estas plantas hacia la autotrofia debe ser gradual, exponiéndo-
seles a incrementos paulatinos en la intensidad luminosa. De cualquier
forma, es de esperarse un balance negativo en la adquisicion de carbono
durante las primeras semanas a partir de que se eliminé el medio de culti-
vo, las plantas deberan ser lo suficientemente vigorosas para soportar esto.

c. Por tratarse de sistemas de cultivo axénicos, las plantas no han genera-
do resistencias naturales contra los microorganismos patégenos, por lo
que es recomendable trabajar durante las primeras fases de la adaptacion
bajo las condiciones mas higiénicas posibles. Asimismo, se recomienda
eliminar cualquier remanente del medio de cultivo que pudiera quedar
adherido a la planta, ya que este por su alto contenido de sacarosa podria
favorecer el crecimiento de estos microorganismos. Darles a las plantas
generadas in vitro un tratamiento con un enraizador comercial al mo-
mento de sembrarlas en suelo suele hacer mas eficiente el proceso. Estos
productos contienen como ingrediente activo auxinas que aceleran el de-
sarrollo de las raices ya en suelo, pero también contienen fungicidas, que
evitan la penetracion al tejido de hongos fitopatégenos en este momento
critico para la supervivencia de la planta.

Una evidencia para determinar el momento en que la adaptaciéon puede
considerarse exitosa es el reinicio del crecimiento después de la transferencia
a las condiciones ex vitro. En este momento es cuando debera reducirse la
humedad e incrementarse la luz. La eficiencia de adaptacion de las plantas
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generadas in vitro a las condiciones externas es un factor determinante para la
costeabilidad de un sistema de micropropagacion.

Finalmente, las ventajas de los sistemas de propagacion in vitro con res-
pecto a los convencionales son:

Se trata de un sistema de propagacion clonal, mantiene todas las carac-
teristicas genotipicas del material inicial seleccionado. Debido a esto es
un sistema ideal para la multiplicacion masiva de plantas con caracte-
risticas sobresalientes o para la conservacion del acervo genético de las
especies silvestres.

Debido a que se realiza todo el proceso en un laboratorio bajo ambientes
controlados, se trata de un sistema totalmente independiente de las con-
diciones externas. Por lo anterior no se ve afectado por las estaciones del
ano, sequias, heladas, altas temperaturas u otros factores ambientales.

El nimero de plantas que se puede obtener mediante esta tecnologia es
practicamente ilimitado. El Gnico limite que se puede tener es la capaci-
dad misma del laboratorio en que se realiza el proceso.

El espacio que se requiere es minimo y el tiempo en que puede realizarse
el proceso es considerablemente mas corto en comparacién con los mé-
todos convencionales de propagacion.

Las plantas que se obtienen estan libres de bacterias, hongos y nematodos
fitopatdgenos, y con técnicas mas especificas se pueden liberar incluso de
virus y viroides. Por este motivo, las plantulas producidas mediante siste-
mas de micropropagacion presentan una mayor calidad si se les compara
con las obtenidas por métodos tradicionales.

La micropropagacion es susceptible de combinarse con otras tecnolo-

gias de vanguardia con el fin de generar sistemas productivos completos mas
eficientes. Ejemplo de esto son las combinaciones micropropagaciéon-microin-
jerto, micropropagacion-hidroponia y micropropagacion-aeroponia.
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Protocolos
Protocolo 1.1

Preparacién de medio de Murashige y Skoog para el cultivo
de tejidos vegetales.

La forma mas sencilla de preparar el medio de cultivo es partir de una serie de
soluciones concentradas que aportan uno o varios de los compuestos que lo
integran. Estas soluciones se preparan con anticipacién y se tienen disponibles
en el laboratorio, almacenadas a 4-5 °C. Para preparar el medio, las soluciones
se mezclan en agua destilada en la proporcién que se indica mas adelante.
Posteriormente se afladen compuestos que van en concentraciones mayores,
como los nitratos y la sacarosa. Después de esto se ajusta el pH y en caso de
medios semisdlidos se aftade y funde el gelificante.

Soluciones concentradas para la preparacion del medio MS

SOLUCION A.

Concentracion: 1 000 X. Volumen: 50 mL
Cloruro de calcio CaCl,-2H,0

22.000 g

SOLUCION B.

Concentracién: 1 000 X. Volumen: 50 mL

Yoduro de potasio KI 41.50 mg
Cloruro de cobalto CoCl,-6H,0 1.25 mg

SOLUCION C.

Concentracién: 400 X. Volumen: 50 mL

Fosfato monobasico de K KH, PO, 3.400 g
Ac. bérico H,BO, 0.124 g
Molibdato de sodio NaMoO, 0.005g
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SOLUCION D.

Concentracién: 400 X. Volumen: 50 mL

Sulfato de magnesio MgSO, - 7H,0 7.400 g
Sulfato de manganeso MnSO, - HO 0.340 g
Sulfato de zinc ZnSO,-7H,0 0.172 g
Sulfato de cobre CuSO,-5H,0 0.50 mg
SOLUCION E.

Concentracion: 200 X. Volumen: 100 mL

Sulfato ferroso Fe SO, -7H,0 0.557 g
EDTA disddico Na, EDTA 0.745¢g

Disolver ambos componentes por separado, para lo cual
puede requerirse calentar. Agregar poco a poco la solucion de
Fe a la de EDTA vy aforar. Debe quedar de color amarillo sin

precipitados.

SOLUCION E.

Concentracion 100 X. Volumen: 100 mL

Glicina 20.00 mg
Piridoxina HCI 5.00 mg
Ac. nicotinico 5.00 mg
Tiamina HCI 1.00 mg
Mio inositol 1.00g

Procedimiento para preparar 1 L de medio MS

Material de laboratorio

Vaso de precipitados de 1 L, pipetas, recipientes de cultivo y tapas.
Equipo de laboratorio

Agitador magnético y magneto, balanza analitica, potenciémetro, horno de
microondas, autoclave.
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Reactivos

Soluciones concentradas del medio MS, nitrato de potasio, nitrato de amonio,
sacarosa, agar u otro gelificante, NaOH y HCI 0.1 N para ajustar pH.

Procedimiento

1. Tomar un vaso de precipitados de 1 L con unos 850 mL de agua destilada
y colocar bajo agitacion suave. Agregar la cantidad indicada de las solu-
ciones concentradas.

Solucion Volumen mL

A 1.0
1.0
2.5
2.5
5.0

10.0

|| O|0|w

2. Pesar, anadir y agitar hasta disolver, los siguientes compuestos:

W Sacarosa 30.00g
N Nitrato de potasio 1.90 g
@ Nitrato de amonio 1.65¢g

3. Ajustar el pH del medio a 5.7 con NaOH o HCI 0.1 N. Aforara 1 L con
agua destilada.

4. Anadir 8 g L' de Agar como gelificante’ y agitar para suspender. En caso
de que se requiera medio liquido omitir este paso.

5. Disolver el gelificante calentando el medio en horno de microondas hasta
el punto de ebullicién y posteriormente agitando (debe hacerse en varios
ciclos hasta que ya no sean visibles particulas suspendidas del gelificante).

1 Se puede substituir por goma gellam (Phytagel, Gelrite o Gelzan, marcas comerciales) usando 2-3 g L. De-
pende de la especie a cultivar y la respuesta buscada un tipo de gelificante puede ser mas eficiente que otro.
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6. En caso de que el medio lleve reguladores del crecimiento, agregarlos en
este momento’.

7. Verificar el volumen del medio ya que pudo haber pérdida por evapora-
cion. De ser asi, aforar nuevamente a 1 L.

8.  Distribuir el medio en los recipientes de cultivo, taparlos, marcarlos y
esterilizar a 121 °C por 15-20 min’.

9.  Sellar los recipientes con el medio estéril y almacenarlos hasta su uso. Si el
medio no contiene reguladores del crecimiento se recomienda usarlo den-
tro de las siguientes 72 h, si los contiene no debe almacenarse mas de 24 h.

Protocolo 1.2

Desinfeccidon y germinacion in vitro de semillas
para el establecimiento de cultivos de tejidos vegetales

Material biolégico
Semillas.
Material de laboratorio

Vaso de precipitados de 250 mL, probetas, papel aluminio, cribas metalicas y
pinzas de diseccion.

Equipo de laboratorio
Agitador magnético y magneto, campana de flujo laminar.
Reactivos

Blanqueador comercial (Cloralex), etanol al 70%, jaboén antiséptico liquido
(Dermocleen), tween 20, agua destilada, agua destilada estéril.

2 En caso de reguladores termolabiles se esterilizan por filtracion y se agregan al medio ya esterilizado y tibio.
3 Depende del volumen de medio en cada recipiente. Hasta 50 ml esterilizar 15 min, volimenes mayores
esterilizar 20 min.
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Medio de Murashige y Skoog (MS) pH 5.7 con 3 % de sacarosa y 0.8 % de agar
como gelificante. Ver protocolo 1.1.

Ll

10.

Seleccionar semillas limpias y sin dafo, colocarlas en un vaso de precipi-
tados de 250 mL.

Dar 2 lavados de 5 min ¢/u con agua corriente con jabon liquido Dermoclean
(10 mL L"). Los lavados se dan colocando el vaso de precipitados en el agita-
dor magnético y agitando a velocidad media. Pasados los 5 min se elimina la
solucion de lavado? y se substituye por solucion nueva y se repite el proceso.

Lavar con etanol al 70% por 45 seg.

Enjuagar con agua corriente hasta eliminar todo el etanol.

Desinfectar con cloralex diluido al 15% adicionado con 5-10 gotas de
tween 20 por 20 min. Tapar el vaso de precipitados con papel aluminio y
no abrir hasta estar en la campana de flujo laminar.

Ya en la campana de flujo laminar, decantar la solucion de cloralex y en-
juagar las semillas 3 veces con agua destilada estéril.

Distribuir las semillas en los recipientes con medio MS. No colocar mas
de 10 semillas por recipiente de cultivo.

Sellar y marcar cada uno de los recipientes de cultivo anotando la fecha y
nombre de la especie.

Llevar al cuarto de incubacién. Colocar bajo fotoperiodo Luz 16:8 Obs-
curidad.

A los 5-7 dias eliminar los frascos contaminados de cada tratamiento’.

En el caso de semillas pesadas al detener la agitacion se acumularan en el fondo del vaso y las soluciones
se eliminan por decantacion. En semillas menos densas que flotan. Debe utilizarse una criba o coladera
para eliminar las soluciones reteniendo a las semillas.

En caso de detectarse tasas de contaminacion superiores al 20% de los recipientes en un lote de semillas, se
recomienda usar un método de desinfeccion mas severo en las siembras subsecuentes. Las opciones que se
pueden probar son: a) Incrementar el nimero y/o tiempo de los lavados iniciales, puede incorporarse un
fungicida y prolongar el tiempo del primer lavado hasta toda la noche; b) Incrementar el tiempo de expo-
sicion al desinfectante a base de cloro hasta 30 min, no se recomienda incrementar la concentracion del
desinfectante, y; ¢) Inocular a una densidad mas baja para que una semilla contaminada no afecte a otras. Se
pueden utilizar tubos de ensayo como recipientes de cultivo e inocular una sola semilla por tubo.
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11. Dependiendo de la especie, la germinacion puede ocurrir a las 2-8 sema-
nas. Se debe permitir que las plantulas crezcan hasta alcanzar al menos
1 cm para utilizarlas como fuente de explantes para otros procedimientos.

Protocolo 1.3

Propagacion in vitro de plantas ornamentales
de la familia Gesneriaceae

En este protocolo se presenta el proceso completo de micropropagacion de
plantas de ornato de la familia Gesneriaceae, esto tomando como base las cin-
co etapas descritas en el texto.

Este protocolo es eficiente para violeta africana (Saintpaulia ionantha) y gloxi-
nea (Sinningia speciosa). Deben seleccionarse plantas con hojas sanas, sin
manchas o heridas. Dado que el valor ornamental de estas especies radica en
sus flores, es importante que se conozcan las caracteristicas de las mismas en
los ejemplares seleccionados. Dado que se llevara a cabo una propagacion clo-
nal, es importante partir de plantas elite de alto valor.

Plantas sanas de violeta africana o gloxinea

Vaso de precipitados de 250 mL, probeta, papel aluminio, cajas Petri o placas
de vidrio estériles y equipo de diseccion.
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Agitador magnético y magneto, campana de flujo laminar.

Blanqueador comercial (Cloralex), etanol al 70%, jaboén antiséptico liquido
(Dermocleen), tween 20, agua destilada, agua destilada estéril.

Medio de cultivo MS con 3% de sacarosa, 2.5 g L' de Phytagel o gelrite como
gelificante y los siguientes reguladores del crecimiento: 2 mg L' de AIA + 1
mg L' de BA

1.  Seleccionar 5-7 hojas sanas (sin heridas ni decoloraciones) de violeta
africana o 3-5 de gloxinea (con peciolo). Lavar las hojas varias veces con
agua corriente y jabon liquido antiséptico. El lavado se hace bajo la llave
de agua, a mano y muy suavemente, sin ejercer presion sobre la hoja.

2. Colocar las hojas lavadas por 30 seg en etanol al 70 %. Verificar que que-
den cubiertas por completo y agitar manualmente de forma suave. Es
muy importante no sobrepasar el tiempo recomendado.

3. Eliminar el etanol y enjuagar rapidamente con agua destilada estéril.

4.  Colocar las hojas en una solucion de blanqueador comercial a base de
hipoclorito (Cloralex) al 10 % con 4-5 gotas de tween 20 por 20 min. Esto
en un vaso de precipitados® bien tapado con papel aluminio y bajo agita-
cidén suave con agitador magnético (cuidando que el magneto no daiie las
hojas). Llevar a la campana de flujo laminar.

5. Enla campana de flujo laminar, eliminar la solucion desinfectante y en-
juagar tres veces con agua destilada estéril. De aqui en adelante sdlo se
pueden tocar las hojas con equipo de diseccion estéril.

6 El vaso de precipitados debe ser de un tamano suficiente para que las hojas se muevan libremente dentro
del mismo sin ser golpeadas por el magneto.
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10.

Colocar la hoja desinfectada sobre una caja Petri o placa de vidrio estéril,
con el envés hacia arriba. Con ayuda de pinzas y bistruri estériles, cortar
en el siguiente orden:

a. Apoyando la pinza en el peciolo, no en la lamina de la hoja, hacer una
serie de cortes rectos para eliminar todo el borde de la hoja.

b. Hacer uno o mas cortes rectos y perpendicular a la nervadura central
en cada mitad de la hoja, dividiendo la ldmina en dos o mas partes
(cada segmento de unos 20 mm de ancho, el nimero de segmentos
dependera del tamaifio de la hoja).

c. Finalmente, cortar a lo largo de la vena central para liberar los seg-
mentos de ldmina foliar.

Los poligonos de hoja obtenidos son los explantes a inocular en el medio

de cultivo. El numero final de explantes a obtener por cada hoja depen-

derd de su tamano. Si alguno de los explantes presenta zonas danadas
descartarlo.

Inocular los frascos de medio de cultivo con dos poligonos de hoja cada

uno, colocarlos con el envés hacia arriba. Procurar no presionar demasia-

do con la pinza al tomarlos.

Marcar cada uno de los recipientes de cultivo y llevar al cuarto de incuba-

cion. Colocar bajo fotoperiodo Luz 16:8 Obscuridad.

Revisar a los cuatro dias y eliminar los frascos contaminados.

El resultado esperado de este proceso es que ocurra la organogénesis en

los segmentos de hoja, formandose un gran nimero de brotes adventicios.
Normalmente la mayoria aparecen en los bordes cortados de las hojas (Figura
3b) y comienzan a ser visibles a las 2-3 semanas de incubacion.

Para llevar a cabo esta etapa, los cultivos deben presentar brotes adventicios de
al menos 15 mm de altura.

Explantes con brotes adventicios producto de la etapa anterior del protocolo.
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Cajas Petri o placas de vidrio estériles y equipo de diseccion.

Campana de flujo laminar.

Medio de cultivo MS con 3% de sacarosay 2.5 g L' de Phytagel o gelrite como
gelificante.

Todo el procedimiento se realiza en campana de flujo laminar con equipo de
diseccion estéril.

1. Sacar los explantes con brotes y colocarlos sobre una caja de Petri o lami-
na de vidrio estéril.

2. Ubicar los brotes y separarlos del explante original cortandolos desde su
base con el bisturi.

3. Inocular los brotes en posicion vertical en el medio de cultivo. Introducir
la base del brote al medio para que quede fijo en dicha posicion. Colocar
4-6 brotes por recipiente de cultivo.

4.  Marcar cada uno de los recipientes de cultivo y llevar al cuarto de incuba-
cién. Colocar bajo fotoperiodo Luz 16:8 Obscuridad.

El resultado esperado es la formacion de raices en la base de cada brote,
mismas que penetraran y creceran hacia el medio de cultivo. Al mismo tiem-
po, la parte aérea de los brotes debe crecer. La aparicion de raices debe ser
visible a partir de la segunda semana de incubacién.
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Cultivos con plantulas enraizadas generados en la etapa anterior.

Charolas de plastico, cajas Petri, macetas, substrato para siembra (mezcla
preparada para macetas comercial), enraizador comercial (por ejemplo, Rai-
zone®), bolsas de plastico.

Llenar las macetas con el substrato y humedecerlo.

Quitar el sello de los recipientes de cultivo. Quitar la tapa, pero inme-
diatamente volverla a colocar pero ya sélo superpuesta (sin apretar o
enroscar). Dejar los frascos en estas condiciones por una o dos semanas
semana. Esto con el fin de que el recipiente de cultivo pierda humedad
paulatinamente y las plantas puedan adaptarse al ambiente externo. Es
normal que después de varios dias de haber destapado el recipiente apa-
rezcan contaminantes como hongos. En caso de detectarse esto, proceder
de inmediato con el paso 2.

Con ayuda de pinzas, sacar las plantas del recipiente de cultivo tomando-
las desde su base y colocarlas en una charola de plastico. Hacer esto con
cuidado de no danar las raices en el proceso. A partir de este momento las
plantas deben manipularse directamente con las manos ya que las pinzas
las dafan en los puntos en que se ejerce presion.

Lavar cuidadosamente la parte basal de las plantas bajo el chorro de agua
corriente para eliminar todos los restos de medio de cultivo de las raices’.
Pasar la parte basal/raices de las plantas por una caja Petri con polvo en-
raizador de forma tal que se impregnen con el mismo y luego sacudir el
exceso. Evitar que éste entre en contacto con la parte apical de la planta.
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Este tratamiento acelera el establecimiento de la planta al promover el
crecimiento de las raices. Ademas, este producto contiene fungicidas que
evitan que la planta sea infectada por hongos durante su establecimiento.
Este producto es ligeramente toxico, ver las instrucciones de manejo en
el recipiente.

Introducir las raices y la parte basal de las plantas en un orificio previamen-
te hecho en el substrato. Compactar el substrato una vez colocada la planta.
Colocar las macetas dentro de bolsas de plastico y sellarlas para mantener
la humedad. Llevar al invernadero o a un lugar bien iluminado pero sin
sol directo.

Cada 3-4 dias hacer algunos orificios en las bolsas plasticas para que se
vaya equilibrando la humedad dentro y fuera de las mismas. Retirar por
completo las bolsas a los 15 dias.

A partir de este momento darles un manejo normal a las plantas, con

riegos cada 72 h.

Abreviaturas

2,4-D: Acido 2,4-diclorofenoxiacético

2iP: 2-isopentiladenina

AIA: Acido indolacético

AIB: Acido indolbutirico

ANA: Acido naftalenacético

B5: Medio de cultivo de Gamborg

BA: Benciladenina

DKW: Medio de cultivo de Driver y Kuniyuki
GA3: Acido giberélico

LS: Medio de cultivo de Linsmaier y Skoog
MS: Medio de cultivo de Murashige y Skoog
NN: Medio de cultivo de Nitsch y Nitsch
Picloram: Acido 4-amino-3,5,6-tricloropiridin-2-carboxilico
Tidiazurén: N-fenil-N"-1,2,3-tidiazolil-5-urea
WPM: Medio de cultivo de Lloyd y McCown
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Glosario

Axénico: Libre de cualquier microorganismo contaminante.

Explante: Segmento de tejido vegetal que se utiliza para iniciar un nuevo cultivo

Macronutrientes minerales: Son los iones que la planta toma del suelo y son
requeridos en concentraciones de medias a altas.

Micronutrientes minerales: Son los iones que la planta toma del suelo y son
requeridos en muy bajas concentraciones.
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Resumen

El uso de medios de cultivo liquidos y biorreactores para el
cultivo de tejidos vegetales tiene varias ventajas sobre el uso de
medios semisolidos, y se puede obtener una mayor cantidad
de biomasa o de brotes reduciendo los costos de produccion,
ya que los agentes gelificantes son el componente mas costoso
del medio de cultivo. Sin embargo, también conlleva algunas

dificultades, como el aumento en la frecuencia de hiperhidra-
tacion de los tejidos y el efecto cizalla. Estos inconvenientes se
reducen significativamente con el uso de biorreactores de in-
mersion temporal (BIT), cuyo uso disminuye el estrés mecanico
y permite la completa renovacion de la atmdsfera al interior del
recipiente de cultivo. Previo a la micropropagacién de una es-
pecie vegetal en biorreactores, se debe contar con un eficiente
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protocolo de propagacion in vitro en medio semisolido que permita conocer
el tipo y concentracion de reguladores de crecimiento vegetal (RCV) éptimos
para la especie estudiada, y después se implementan las mismas condiciones
en los biorreactores, omitiendo el uso de agentes gelificantes. Se efectu6 la mi-
cropropagacion de Hetheroteca inuloides y Ruta chalepensis en biorreactores
de inmersion temporal de tipo tanques gemelos; en ambas especies se logrd
un incremento en la generacién de brotes.

Cultivo de tejidos vegetales en medios liquidos

En general, para el cultivo de tejidos vegetales se emplean medios de cultivo
semisolidos; sin embargo, desde hace varias décadas se comenzé a explorar el
uso de medios de cultivo liquidos, debido a las ventajas que suponen respecto
al uso de medios semisdlidos, entre ellas:

1. Permiten que el explante tenga una mayor superficie de contacto con el
medio de cultivo, con lo que se logra un incremento en la disponibilidad
de nutrientes y reguladores de crecimiento vegetal.

2. Las sustancias exudadas por el propio explante, que en ocasiones tienen
efectos inhibitorios e incluso deletéreos en los tejidos vegetales, se dilu-
yen en el medio liquido, reduciendo su efecto negativo.

3. Hay una reduccién importante en los costos de produccidn, puesto que
se prescinde del uso de gelificantes, los cuales son el componente mas
costoso de los medios de cultivo semisolidos.

4. Permiten una regulaciéon mas precisa de factores fisicos y quimicos, son
susceptibles de ser automatizados y pueden escalarse con relativa facilidad.

Aunque se han empleado medios liquidos en recipientes de cultivo
estandar sin agitacion, en la mayoria de los casos se requiere el uso de bio-
rreactores, que segun Mamun ef al. (2015) se pueden describir simplemente
como “sistemas cerrados, estériles para la propagacion clonal de propagulos
organogénicos o embriones somaticos”. Asi pues, un biorreactor puede ser
desde un simple recipiente de vidrio o plastico en agitacion, hasta disefios muy
complejos, con componentes mas sofisticados.
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Biorreactores de inmersion permanente

Se han disefiado distintos tipos de biorreactores de inmersiéon permanente, en
los que los explantes se encuentran inmersos en el medio liquido todo el tiem-
po. Los biorreactores deben contar con mecanismos de agitacion y aireacion
para el adecuado desarrollo de los tejidos vegetales, ya que una tasa adecuada
de oxigenacidn generalmente promueve un aumento en la tasa de acumula-
cion de biomasa; también se ha observado que una agitacion adecuada brinda
uniformidad en las condiciones de cultivo, con lo que se reduce el fenémeno
de dominancia apical, aumentando la tasa de brotaciéon de yemas. Algunos
biorreactores de inmersién permanente tienen dispositivos de agitaciéon me-
canica (tanques de aireacién y tanques de tambor rotatorio, por ejemplo) y
otros, agitacién neumatica (como los de columna de burbujas y airlift). Estos
sistemas han sido empleados principalmente para el cultivo de células ve-
getales desdiferenciadas, pero también se han utilizado para micropropagar
algunas especies. Los principales inconvenientes de estos biorreactores son:

a) el efecto cizalla, que puede causar dafios considerables a los tejidos vege-
tales, especialmente a las estructuras mas delicadas, como los meristemos,
lo que los hace poco recomendables para el cultivo de tejidos organizados
y plantas completas,

b) que la mayoria de las especies vegetales de interés para el cultivo de teji-
dos vegetales son terrestres, y permanecer en condiciones de inmersion
les resulta dafino.

En los sistemas de inmersion permanente es frecuente que se presenten
desordenes morfoldgicos y fisiologicos serios; el mas comun es la hiperhi-
dratacion de los explantes y brotes. Las plantas hiperhidratadas tienen una
apariencia vitrea, ya que sus tejidos estan hinchados, translicidos y deformes
como resultado de una reduccién en el contenido de clorofila y a la desor-
ganizacion, incluso desaparicion, de los cloroplastos. También se presenta
hipolignificacion, reduccién de la capa cérea de la cuticula y hay cambios
significativos en la actividad enzimadtica. Este fenémeno se puede atribuir al
estrés oxidativo que sufren los tejidos debido a la inmersiéon permanente en
el medio liquido; como resultado, se presenta un incremento en la concentra-
cion de especies reactivas de oxigeno, como perdxido de hidrégeno y radicales
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superoxido e hidroxilo, a los que se atribuyen dafos a las membranas celula-
res, degradacion de proteinas, inactivacién de enzimas y dafios al ADN.

Biorreactores de inmersion temporal

Como alternativa ante la alta incidencia de la hiperhidratacion debido a la
inmersion permanente, se planted la inmersion de los explantes en el medio
liquido de manera intermitente. Ademas de ello, el uso de sistemas de in-
mersion temporal permite la completa renovacion de la atmdsfera dentro del
recipiente de cultivo y disminuye el estrés mecdnico en comparacién a otros
tipos de biorreactores.

En muchos sistemas de inmersién temporal el medio liquido se encuentra
en un recipiente distinto al que contiene a los explantes, o bien, en un compar-
timiento distinto dentro del mismo recipiente de cultivo; el medio es bombeado
de un recipiente o compartimiento a otro por medios neumaticos. Consideran-
do que la disponibilidad de oxigeno en medios liquidos depende tanto de la
concentracion de oxigeno en la atmdsfera interna del recipiente, como del oxi-
geno disuelto en el propio medio, los sistemas de bombeo del medio liquido de
los biorreactores de inmersiéon temporal provocan una renovacion total de la
atmosfera del recipiente de cultivo, lo que impide que se presente una deplecion
de oxigeno y favorecen su disolucion en el medio de cultivo.

Sistema de tanques gemelos

El biorreactor idéneo deberia tener un disefio muy simple, con pocas aperturas
para reducir el problema de la contaminacion, y tener un bajo costo. Se han
disefiado varios sistemas de inmersién temporal; particularmente, el sistema de
tanques gemelos reportado por Escalona et al. (1999) tiene un disefio simple
que resuelve de manera eficiente todos los aspectos cruciales en el disefio de un
sistema de inmersién temporal; ademds puede ser construido a un costo muy
bajo y permite un control total sobre las frecuencias y tiempos de inmersion.
Este sistema consta de dos recipientes de cultivo conectados entre si
mediante una manguera; el primer recipiente es el reservorio que contiene
al medio de cultivo liquido, y el segundo recipiente contiene a los explantes.
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El liquido se mueve del primer al segundo recipiente al bombear aire a través
de un filtro hidrofdbico; el retorno del medio liquido del recipiente con los
explantes al reservorio se realiza del mismo modo.

El sistema de tanques gemelos puede adecuarse a las necesidades y a los
recursos disponibles, ya que puede construirse con materiales sencillos, de
bajo costo y faciles de conseguir; o si se cuenta con mas recursos, se pueden
emplear dispositivos mds sofisticados para automatizar el sistema y controlar
parametros fisicos:

* Se pueden emplear frascos de vidrio o recipientes de plastico de diferen-
tes capacidades para contener al medio y a los explantes, dependiendo de
los requerimientos de experimentacién o produccién.

* Para inyectar aire y transferir el medio liquido de un recipiente a otro se
pueden utilizar pequenas bombas de pecera para proveer la aireacion de
uno a tres biorreactores; o bien, compresores de aire para alimentar un
gran numero de sistemas, empleando electrovalvulas para controlar el
flujo de aire y las frecuencias de inmersion en distintos biorreactores.

* Para el control de los tiempos y frecuencias de inmersion se pueden
emplear temporizadores digitales sencillos; o microcontroladores pro-
gramados y controlados desde una computadora personal o desde una
tableta digital.

Estableciendo un protocolo de micropropagacion
en sistemas de inmersion temporal

Antes de implementar un protocolo de micropropagacion de una especie ve-
getal en biorreactores, se debe desarrollar un protocolo de micropropagacion
en medio semisolido para determinar las mejores condiciones de cultivo para
lograr la propagacion masiva in vitro; una vez que se conozcan el medio de
cultivo apropiado, asi como el tipo y concentraciéon de reguladores de creci-
miento vegetal adecuados, estas condiciones se replican en los biorreactores
de inmersidn temporal; en otras palabras, se emplea una composicion idéntica
del medio de cultivo, excepto que no se le agrega gelificante. De este modo la
unica variable que se introduce de manera inicial es el uso de los biorreactores
y del medio liquido, y se podra observar en un primer momento si con el siste-
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ma de inmersion temporal se consiguen resultados similares en comparacion
al medio semisélido.

Como ya se ha sefalado, el tiempo y frecuencia de inmersién son para-
metros fundamentales que varian entre especies (Tabla 2.1), y pudieran estar
relacionados con los requerimientos hidricos de las plantas en su ambiente na-
tural. Estos pardmetros se deben determinar para cada especie; como punto de
partida es aconsejable referirse a los datos de especies lo mas cercanamente em-
parentadas que estén disponibles, o bien, con requerimientos hidricos similares.

Tabla 2.1. Ejemplos de los tiempos y frecuencias de inmersion empleados en algunas especies

vegetales para su propagacion in vitro en sistemas de inmersion temporal.

Tipo de Inmersion
Especie Referencia .
biorreactor Tiempo Frecuencia
Especies herbaceas
Dianthus caryophyllus L. Thi et al., 2019 TIS Plantima ® 30s 8h

Guarianthe skinneri
(Bateman) Dressler et W. E.  Leyva-Ovalle et al., 2020 Tanques gemelos 2 min 4h
Higging

Jeffersonia dubia (Maxim.)

Benth et Hook Jeong y Sivanesan, 2016 TIS Plantima ® 30s 30 min
Hibridos de Saccharum spp. Martinez-Rivero et al., 2020  Tanques gemelos 4 min 3h
Musa AAA x Grand Naine  Bello-Bello et al., 2020 Tanques gemelos 4 min 4h
Especies lefiosas
g::li:) l;’;lf ?rl;?lg({:' Bulbarela-Marini et al., 2019 RITA © 5 min 4h
Prunus avium L. Godoy et al., 2017 Tanques gemelos 3 min 8h
5 ;;;Zi;favg;fs% Zlmju . Akdemir et al, 2014 RITA * 24min  16h
Salix viminalis Regueira et al., 2019 RITA °® 1 min 4h
Vaccinium corymbosum Arencibia et al., 2018 Tanques gemelos 3 min 8h

Al registrar y analizar las respuestas de los explantes cultivados en siste-
mas de inmersion temporal, se debe poner especial atencion a la proporcion
de brotes hiperhidratados; para disminuir este problema una de las primeras
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alternativas a las que se puede recurrir es reducir el tiempo de inmersion, la
frecuencia de inmersién o ambos. Al bombear el medio del recipiente que
contiene los explantes al recipiente que funciona como reservorio, siempre
quedara una pelicula de liquido sobre las plantas, lo que no siempre resulta
positivo para los cultivos vegetales; asi que otra estrategia que ha funcionado
en algunas especies como Olea europaea y Rhodiola crenulata, por mencionar
un par de ejemplos, es administrar lo que se conoce como ventilacién adicio-
nal o ciclos secos, que consiste en bombear solo aire al recipiente que contiene
alos explantes, en periodos intercalados con las inmersiones en medio liquido.
Esto permite reducir la pelicula de medio liquido que queda sobre los explan-
tes, asi como renovar con mas frecuencia la atmdsfera interna del biorreactor.

Una vez que se conocen los tiempos y frecuencias de inmersion apropia-
dos para la especie estudiada, se pueden evaluar distintas concentraciones de
RCVs, pues como se ha mencionado, la disponibilidad y por lo tanto eficacia
de los mismos es mayor en medios liquidos que en medios semisélidos, y en
principio cabe la posibilidad de obtener resultados equiparables o mejores con
menores concentraciones de RCV, aunque esto se debe verificar experimental-
mente para cada especie.

Protocolos
Protocolo 2.1

Protocolo para la propagacion en biorreactores tipo tanque gemelo de Hethe-
roteca inuloides y Ruta chalepensis; plantas herbaceas muy empleadas en la
medicina tradicional. Para poder recuperar y validar estos conocimientos
ancestrales, es necesario revisarlos con un riguroso enfoque cientifico. Para
realizar estudios posteriores, es muy util contar con sistemas de propagacion
in vitro que permitan obtener una gran cantidad de material vegetal en poco
tiempo, ademas de que, en caso de encontrar compuestos de interés, posterior-
mente estos mismos sistemas de cultivo in vitro podran facilitar la busqueda
de estrategias para incrementar la producciéon de metabolitos secundarios, por
ejemplo, la adicién de elicitores al medio de cultivo.
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1. Cultivos in vitro de H. inuloides y R. chalepensis.
El medio de cultivo basal empleado fue MS, segtin la férmula original de
Murashige & Skoog (1962). Los medios empleados fueron:

* Control: Medio basal adicionado con 8 g L' de agar.
* Para H. inuloides: tratamiento 1 (medio basal) y tratamiento 2 (Medio
adicionado con 1 mg/L de acido indolacético).
* Para R. chalepensis: tratamiento 1 (medio basal) y tratamiento 2 (M
adicionado con 0.1 mg/L de benciladenina).
3. Biorreactores tipo tanques gemelos, con recipientes de vidrio de 1 L de
capacidad (Fig 1).

Bomba Bomba
de aire de aire

c@//_\l\@c

Figura 2.1. Esquema de biorreactor de inmersion temporal de tipo tanques gemelos.

El recipiente A es el reservorio del medio de cultivo; el recipiente B contiene a los explantes.
El aire bombeado al recipiente A pasa a través de un filtro hidrofébico (C), presuriza el
interior de A y empuja el medio liquido al recipiente B, a través de una manguera que conecta
ambos recipientes (D). Al finalizar el tiempo de inmersion, se bombea aire al recipiente B

para forzar al medio a regresar al recipiente A.

Todos los medios y los biorreactores fueron esterilizados en autoclave a
1.2 kg/cm? y 121 °C por 20 min.
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1. Todas las manipulaciones de BITs y explantes se llevaron a cabo en cam-
pana de flujo laminar, para garantizar condiciones axénicas.

2. A partir de los cultivos previamente establecidos in vitro de ambas espe-
cies, se obtuvieron segmentos nodales con al menos una yema.

3. En cada biorreactor se colocaron 100 ml de medio, segtin el tratamiento
correspondiente, y cinco explantes.

4. Las condiciones de cultivo consistieron en una temperatura de 25 + 2 °C
con un fotoperiodo 16 h luz / 8 h oscuridad, bajo lamparas fluorescentes
de luz blanca. En el caso de los experimentos en biorreactores, se utilizo
una inmersion de 5 min cada 3 h.

5. Después de 60 d de incubacion se registrd el nimero de brotes por explante.

6. El analisis estadistico se realizé utilizando el software GraphPrism®; se
efectud el test de Kruskal-Wallis (P < 0.05) y para comparar las medias
se utilizo el test de Dunn.

El empleo de biorreactores de inmersion temporal tuvo un efecto positivo en
la propagacion masiva de ambas especies (Fig. 2.2). En H. inuloides hay una
diferencia estadisticamente significativa entre el uso de biorreactores y el uso
de medios semisolidos; en este caso, no hubo diferencia significativa entre
afadir o no AIA al medio de cultivo (Fig. 2.2). En el caso de R. chalapensis el
uso de medio sin reguladores en biorreactores, o en sistemas tradicionales, no
supone una diferencia estadisticamente significativa; sin embargo, adicionar
BA al medio de cultivo, y al emplear biorreactores, hay un incremento en el
promedio de brotes generados.

En ninguna de las dos especies se presento hiperhidratacion de los brotes
ni de los explantes, por lo cual consideramos que el tiempo y frecuencia de
inmersion que se utilizaron son los adecuados.
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Hetheroteca inuloides Ruta chalepensis
o 50 a a @ 50 a
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Figura 2.2. Promedio de brotes por explante en H. inuloides y R. chalepensis.
Letras iguales indican que no hubo diferencia estadisticamente significativa entre
los tratamientos segun el test de Dunn con un nivel de significancia de a=0.05.
Abreviaturas

ADN: acido desoxirribonucleico

BA: benciladenina

BIT: biorreactor de inmersion temporal
RCV: reguladores de crecimiento vegetal
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Resumen

Desde que el hombre existe, ha dependido de las plantas para
satisfacer la mayoria de sus necesidades y el estudio de éstas se
ha incrementado de manera considerable al captar el interés de
los investigadores con diversos fines como pueden ser el aumen-
tar la produccion de alimentos de origen vegetal, reforestacion o
descubrimiento de sustancias innovadoras para diferentes apli-

caciones, siendo el drea de la salud una de las mas exploradas con
ayuda de la fitoquimica, ciencia que permite conocer de manera
integral, algunos de los muchos productos quimicos naturales
en las plantas. El analisis puede ser cualitativo, partiendo de una
muestra de planta de interés, a la que, por medio de diferentes
solventes, se le extraen diversos compuestos y en los extractos se
realizan pruebas quimicas que permiten identificar la presencia
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de ciertos grupos de compuestos, esto se conoce como escrutinio fitoquimico
y con el apoyo de métodos instrumentales se complementa el estudio al se-
parar, identificar y cuantificarlos. Muchos de los compuestos de interés, son
los metabolitos secundarios, compuestos producidos por las plantas que no
tienen una funcion reconocida o concreta, pero si una gran diversidad de apli-
caciones. En este capitulo se presenta un protocolo para realizar el escrutinio
fitoquimico preliminar de Eryngium heterophyllum, planta de uso medicinal,
en la que se encontraron pequenas diferencias en el contenido de algunos me-
tabolitos secundarios al comparar muestras de planta propagada in vitro y ex
vitro, demostrando que la biotecnologia vegetal es una herramienta excelente
para realizar investigacién de manera sustentable.

Fitoquimica

Las plantas participan en ciclos biologicos, siendo indispensables para la su-
pervivencia del hombre y estudiar sus compuestos da informacién que ayuda
a comprender la fisiologia y bioquimica de los organismos que los producen lo
que permite darles un mejor uso. Por otro lado, con el interés que ha desper-
tado la medicina “naturista’, continuamente crece el nimero de publicaciones
que ilustran la utilidad de las plantas para el tratamiento de diversas afeccio-
nes. Desafortunadamente, la mayoria no estan suficientemente documentadas
ni alertan contra los posibles efectos colaterales por el uso indiscriminado de
materiales vegetales. Paralelamente el interés ha evolucionado hacia el estudio
cientifico de los componentes y efectos de las plantas que tradicionalmente
muestran actividades bioldgicas interesantes. Con ayuda de la fitoquimica, se
puede tener, de manera integral, el conocimiento de algunos de los muchos
productos quimicos naturales que pueden ser extraidos, separados, purifica-
dos y determinados fisicoquimicamente en las plantas. Estos se encuentran en
la complejidad de las células vegetales no so6lo como entidades quimicas, sino
también como productos de una serie de mecanismos que intervienen en su
biogénesis, como sustancias activas que desempefian una funcién en los pro-
cesos bioquimicos de las células o bien como elementos que pueden provocar
alteraciones fisioldgicas en humanos y animales. La aplicacion terapéutica que
los productos quimicos naturales puede tener en el hombre y también su uso
como materias primas de la industria alimentaria y quimico farmacéutica son
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de gran importancia social y econémica. Es deseable tener claro el objetivo a
lograr al momento de realizar un analisis fitoquimico. En ocasiones el interés es
por estudiar una planta en particular para explorar sus componentes y en otros
casos se busca un principio activo en particular, por ejemplo: alcaloides, sapo-
ninas, colorantes, aceites esenciales, etc. La busqueda y colecta de plantas para
su analisis requiere de experiencia y tiempo, implica viajar e incluso desplazarse
por terrenos de dificil acceso, asi como también se debe tener idea de la canti-
dad de material vegetal que se va a recolectar y que parte o partes de la planta
son las mas adecuadas. En un laboratorio para la investigacién quimica, en el
que se puede recibir gran cantidad de material vegetal para su analisis, el tiempo
y costo requerido en cada estudio, puede llegar a tener una marcada diferencia
si se realizan de manera conveniente pruebas preliminares, que permitan dar
preferencia a las plantas de mayor provecho. En estos estudios preliminares se
pueden usar muestras desde 1 a 1000 gramos y el andlisis se puede orientar a
localizar cualitativa o cuantitativamente uno o varios principios activos. A fina-
les del siglo XX, muchos de estos procesos requerian que se partiera de grandes
cantidades de muestras biologicas (del orden de varios kilogramos), con pro-
cesos largos de fraccionamiento, purificacion y caracterizacion. Estos procesos
duraban inclusive afios y se requeria de varias personas trabajando de manera
colaborativa en diferentes universidades o institutos de investigacion.

Métodos de identificacion
Los métodos mas comunes para pruebas preliminares pueden ser:

a) Histoldgicos: Observacion del comportamiento de cortes de tejidos fren-
te a ciertos reactivos que formen colores, den precipitados, etc.

b) Quimicos: Tratamiento de extractos con agentes cromogenos, substan-
cias que forman precipitados, etc.

c) Fisicoquimicos: Uso de cromatografia, localizacion de ciertas bandas de
absorcidn en el infrarrojo, etc.

d) Bioldgico: Efecto de extractos sobre cultivos de microorganismos, grupos
de ratones, embriones, 6rganos aislados, tejidos, etc.
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En todos los casos es recomendable verificar el comportamiento de los
reactivos y la reproductividad y limitaciones de las técnicas, empleando subs-
tancias y extractos testigos. Para esto, es importante cuidar la calidad de los
extractos, pues por lo general, son mezclas complejas de muchos metaboli-
tos y los principales parametros que se deben considerar y estos son:

a) La planta: cualquier parte de la planta puede contener principios activos
de interés y se puede usar planta fresca o seca.

b) El solvente: el éxito en la determinacién de compuestos biolégicamente
activos depende en gran medida del tipo de solvente que se usa, siendo
los mas comunes, para grupos de compuestos con propiedades similares
de solubilidad de acuerdo a su estructura quimica: agua, acetona, alcohol
(etanol, metanol), cloroformo y éter, un ejemplo de solvente especifico
para terpenoides es el diclorometanol.

c) El procedimiento de extraccién: el principio basico para una buena ex-
traccién es triturar finamente el material vegetal, himedo o seco, para
incrementar la superficie del area de extraccion. Estudios anteriores
muestran que la proporcion de solvente a muestra de 10:1 (v/p) es adecua-
da. Los métodos mas usados son: homogenizacion, extraccion exhaustiva
en serie, extraccion Soxhlet, maceracioén, decoccion, infusidn, digestion,
percolacion, sonicacion.

Actualmente las técnicas instrumentales han mostrado un gran avance
en sus aplicaciones y permiten de una manera rapida y confiable el trabajo de
caracterizacion de muchas sustancias naturales, inclusive las que estan en muy
baja concentracion en las fuentes naturales, ademas de que presentan muchas
ventajas como el uso de muestras mas pequenas, materiales y reactivos menos
toxicos y menor contaminacion del ambiente al no hacer tanto uso de sol-
ventes organico como cloroformo, diclorometano, benceno, etc. Las técnicas
mas usadas son: espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis), espectroscopia
infrarroja (IR), espectrometria de resonancia magnética nuclear (RMN), es-
pectrometria de masas, cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) y sus
diferentes variantes. Los métodos espectrofotométricos consisten basicamente
en hacer reaccionar los metabolitos secundarios con reactantes que generen
productos coloreados que puedan ser medidos por espectrofotometria en la
region visible del espectro electromagnético. También se ha tenido éxito al ha-
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cer la combinacion de las técnicas de RMN y espectrometria de masas, junto
con el uso de las bases de datos, facilitando asi el analisis de los metabolitos ya
conocidos o ayudando en el hallazgo de otros nuevos. Aunque estas técnicas
han desplazado casi definitivamente el uso de los métodos clasicos, para mu-
chos propositos se utiliza todavia el analisis fitoquimico preliminar.

Metabolitos secundarios

Los compuestos organicos que se hallan presentes en el vegetal pueden pro-
ceder del metabolismo primario o del metabolismo secundario (tabla 3.1). El
primario se considera esencial para la vida y es comun a todos los seres vivos
del mundo, mientras que el secundario no se considera esencial para la viday
unicamente se produce en ciertos grupos vegetales.

Tabla 3.1. Ejemplos de productos derivados del metabolismo primario y secundario

Metabolitos primarios Metabolitos secundarios

Glucidos: oligosacaridos y polisacaridos Isoprenoides: terpenos, aceites esenciales,

Lipidos y ceras vegetales saponinas, cardioténicos

Aminoacidos y proteinas Derivados fenélicos

Acidos nucleicos Shikimatos: fenoles y dcidos fenélicos,

Compuestos nitrogenados, como enzimas cumarinas, lignanos, flavonoides, antocianinas
Acetatos: quinonas, antracendsidos.
Alcaloides

En el caso de metabolismo secundario, las plantas producen una gran can-
tidad y diversidad de compuestos organicos que se conocen como metabolitos
secundarios o productos naturales. Estos compuestos no tienen una funcién
reconocida o concreta en los procesos de fotosintesis, respiracion, transporte
de solutos, sintesis de proteinas, asimilacion de nutrientes, diferenciacion o
formacion de carbohidratos, proteinas y lipidos. Los metabolitos secundarios
también difieren de los metabolitos primarios, en que tienen una distribucion
restringida en el reino vegetal. Es decir, un metabolito secundario determina-
do se encuentra con frecuencia en una sola especie vegetal o grupo de especies
relacionadas. El estudio de estos compuestos fue iniciado por los quimicos
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organicos del siglo XIX y principios del siglo XX, quienes se interesaron en
estas sustancias debido a su importancia como drogas, venenos, sabores y
materias industriales. Ademas de que estos compuestos tienen una implica-
cidén ecoldgica pues actiian como respuesta a un estrés bitico como ataque de
herbivoros, virus, hongos, bacterias, produciendo fitoalexinas. Otros tienen
una funcién fisiolégica muchas veces asociada como respuesta a algin tipo
de estrés abidtico por ejemplo los alcaloides y las pectinas que pueden ser-
vir para el transporte de nitrégeno téxico y compuestos de almacenamiento
respectivamente, mientras que los compuestos fenélicos como los flavonoides
realizan una funcién como protectores de rayos ultravioletas. Se tienen diver-
sos criterios para clasificar estos compuestos, entre los principales metabolitos
secundarios se encuentran: alcaloides, fenoles, taninos, flavonoides, saponinas
y glucdsidos cianogénicos, y si se agrupan por su estructura quimica pueden
ser isoprenoides, derivados fendlicos y compuestos que contienen nitrégeno.

Isoprenoides

El elemento estructural basico de estos compuestos se conoce como unidad
de isopreno (Fig. 3.1), son generalmente insolubles en agua e incluyen a los
esteroides, pigmentos de caroteno (Fig. 3.2), la vitamina A, el hule, los terpe-
nos, aceites esenciales, la cadena de fitol de la clorofila y algunas hormonas
vegetales importantes. Los terpenos o terpenoides, constituyen el mayor gru-
po de metabolitos secundarios y al igual que muchos tipos de metabolitos
secundarios, estan involucrados en tareas de defensa. Se pueden encontrar en
la fuente vegetal solos o formando glicdsidos y son mas frecuentes como tri-
terpenos, también llamados, saponinas. El isopreno ha sido detectado libre en
Hamamelis jelena; sin embargo, esta molécula como tal no es frecuente en las
plantas, sino que estd asociada a otras unidades iguales o a otras moléculas. Se
le puede obtener por pirdlisis del limoneno (Fig. 3.3) o de la goma con lo cual
se deduce el origen comun de estos compuestos.
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=

Figura 3.1. El isopreno es el hemiterpeno de mayor abundancia en las plantas

X opp é
/:\

GPP (-)-Mentol (+)-(R)-Limoneno

Figura 3.3. Monoterpenos. El mentol y el limoneno son derivados
del geranildifosfato (GPP)

Derivados fendlicos

Los fenoles vegetales son los metabolitos secundarios que contienen en su es-
tructura el grupo fenol, que es un anillo aromatico con un grupo hidroxilo
(Fig. 3.4). Estos compuestos son sintetizados y acumulados en las plantas en
gran nimero y variedad, hasta la fecha se han identificado aproximadamen-
te 8000 compuestos y también son llamados polifenoles o fenilpropanoides,
participan en diversas funciones, tales como la asimilacion de nutrientes, la
sintesis proteica, la actividad enzimatica, la fotosintesis, la formacién de com-
ponentes estructurales, la alelopatia y la defensa ante los factores adversos del
ambiente. Estan relacionados con el color, el sabor, el olor y propiedades nu-
tritivas y antioxidantes de las plantas. Los fenoles vegetales se clasifican de
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acuerdo al nimero de anillos fendlicos que poseen y de los grupos funciona-
les que contienen. Los principales grupos son los acidos fenolicos, estilbenos,
lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides. Los compuestos flavonoides (Fig.
3.5) constituyen uno de los grupos mas ubicuos producidos por las plantas,
se concentran en los drganos de éstas especialmente en las flores, hojas y se-
millas. Son compuestos de bajo peso molecular y tienen un amplio rango de
funciones importantes en la bioquimica, fisiologia y ecologia de las plantas,
incluyendo la coloraciéon de semillas y pétalos de las flores, la germinacion del
polen y su fertilidad, proteccién contra radiaciéon UV y organismos patdge-
nos, asi como también influyen en el crecimiento de la planta, inhibidores de
enzimas, antioxidantes y compuestos anticancerigenos, por lo que tiene un
alto potencial benefactor para los humanos, haciéndolos atractivos para su es-
tudio, extracciéon o produccion, algunos ejemplos se muestran en la figura 3.6.

OH

Figura 3.4. Estructura quimica del fenol

HO 0. HO 0
Rs
OH o OH (0]
FLAVONOIDES ISOFLAVONOIDES

Flavonas (R3=H)
Flavonoles (R3=0OH)

Figura 3.5. Estructura basica de los flavonoides y de los isoflavoniodes

que consiste en dos anillos fendlicos
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HO o)

OH

OH (0]

R=H: Kaempferol
R= OH: Quercetina
(Flavonoles)

HO (o)

R [¢]
OH

R=H: Daidezeina
R= OH: Genisteina
(Isoflavonas)

Figura 3.6. Ejemplos de flavonoides. El compuesto denominado chalcona

es precursor de las demas clases de flavonoides

Compuestos que contienen nitrogeno:
Alcaloides y glucésidos cianogénicos

Los alcaloides son compuestos nitrogenados cuya funcién en la planta no esta
bien determinada y ha sido objeto de especulacion durante los ultimos afos,
pero se cree que actuan como defensa frente a predadores, especialmente ma-
miferos, debido a su toxicidad y capacidad de disuasion. Su quimica es compleja
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y se les clasifica segtin la composicion de su nicleo, en una quincena de grupos
diferentes. Aparecen en diversos 6rganos, seguin la especie vegetal, la nicotina,
por ejemplo, se sintetiza en las raices, pero se acumula unicamente en sus hojas.
Estas sustancias son conocidas por sus impresionantes efectos farmacologicos
sobre los animales vertebrados. Como su nombre sugiere, muchos alcaloides
son alcalinos (Fig. 3.7). Se sintetizan normalmente a partir de lisina, tirosina
y triptéfano, aunque algunos como la nicotina y compuestos relacionados de-
rivan de la ornitina. Hay alcaloides, como los del tropano, que contienen un
anillo de pirrolidina, a esta familia pertenece la cocaina (Fig. 3.8).

CH,
N
N CH;,
AN
N
0 CH,
HGC\ / o)
N N
|
k /> H  CHOH
NN 2
O// N N o \\\
I
CH, OH
(e}
a. Cafeina b. Tropina c. Escopolamina d. Ajmalina

Figura 3.7. Algunos alcaloides de importancia. La cafeina (a) es el alcaloide de mayor abun-
dancia; los tropano alcaloides (b y ¢) se encuentran solamente en la familia Solanaceae; y los
monoterpenos indol alcaloides (d) se encuentran en las familias Apocynaceae, Loganiaceae,

Nyssaceae y Rubiaceae

(o)

CH,
H,C ——N /
N

\ o
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Cocaina

Figura 3.8. Estructura quimica de la cocaina

Otros metabolitos que tienen nitrégeno en su estructura son los glicési-
dos cianogénicos, que son sintetizados por algunas plantas y son capaces de
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liberar por hidrélisis acido cianhidrico (HCN), un gas téxico que participa de
las interacciones planta-animal y que produce a menudo envenenamiento de
ganado y ocasionalmente de personas. Estructuralmente estan formados por
un azucar, un grupo ciano y un derivado carbonilico (aldehido o cetona). Casi
todas las sustancias cianogenas son glicésidos de a-hidroxinitrilos (cianhidri-
nas). Se han encontrado mas de 50 tipos de glicésidos ciandgenos naturales
de los cuales todos tienen una misma estructura general y en la actualidad se
conocen mas de 2500 especies, distribuidas en unas 110 familias diferentes
que presentan estos compuestos. Para el reconocimiento de los metabolitos
secundarios, en la actualidad sigue siendo de gran utilidad el realizar pruebas
cualitativas preliminares como son las fitoquimicas, que consisten en una re-
accion quimica que produce alteracién rapida en la estructura molecular de
un compuesto, por ejemplo, la modificacién de un grupo funcional, la aper-
tura de un sistema anular, la formacién de un aducto o un complejo, lo cual
da por resultado una manifestacion sensible como el cambio de un color, la
formacion de un precipitado o el desprendimiento de un gas, dando indicios
de la presencia o ausencia de un metabolito secundario en particular.

Biotecnologia vegetal como una alternativa

La pérdida de especies vegetales debido a la destruccion de su habitat natural
y a la explotacidn irracional de recursos forestales puede poner en peligro la
supervivencia de plantas utilizadas de manera tradicional en cada regiéon y en
cada cultura, lo cual representa una pérdida no solo a nivel ecolégico, sino
también a nivel social y econémico. En el caso concreto de las plantas medi-
cinales, la colecta excesiva de material vegetal del medio silvestre se considera
como la principal amenaza. De hecho, muchas de las especies de mayor valor
medicinal han sido ya erradicadas de sus zonas mds importantes de distribu-
cion natural. Por lo anterior, es crucial desarrollar estrategias para proteger
estos valiosos recursos naturales, pero que también permitan su explotacion
racional. La aplicacion de técnicas de cultivo de tejidos vegetales (CTV) abrela
posibilidad, por un lado, de conservar in vitro el germoplasma (Fig. 3.9) de es-
pecies vegetales de uso tradicional y por otra parte aprovecharlas, mediante la
micropropagacion, con diversos fines. En la Unidad de Biotecnologia Vegetal
de la Universidad Auténoma de Aguascalientes (UAA), se logré el estableci-
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miento del cultivo in vitro de varias especies (tabla 3.2), con uso medicinal de
la regién de Aguascalientes-Zacatecas.

Tabla 3.2. Sistema de propagacion in vitro y usos de cinco especies de la region

Aguascalientes-Zacates con propiedades medicinales

Especie Nombre comin Propagacién In vitro

Eryngium heterophyllum Hierba del sapo 0.5 mg/L mT* Antiinflamatoria, tos, rifén, artritis, diabetes
Para cicatrizar y desinfectar heridas en per-

Heterothecha inuloides ~ Arnica amarilla 1.0 mg/L ATA** sonas y animales, para desinflamar golpes
externos

Hiedra de flores
by . L mT P 3 1
[pomoea purpurea chiquitas 0.5 mg/L m urgante; para ayudar al parto

Indigestion, lesiones dseas, purgante, poste-

Plumeria rubra L. Xaca, plumeria 0.1 mg/L mT millas, dolor de muelas.

Trastornos gineco-obstétricos; para ayudar
Ruta chalapensis L. Ruda 2 g/L Carbdn activado  al parto, lactégeno; analgésico; trastornos
gastrointestinales; enfermedades de la piel

* mT: meta-Topolina
**ATA: Acido indol- acético
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Figura 3.9. Especies propagadas in vitro y conservadas en el banco de germoplasma de la
Unidad de Biotecnologia Vegetal de la Universidad Autonoma de Aguascalientes: a) Plumeria
rubra L., b) Eryngium heterophyllum, c) Ruta chalapensis L., d) Ipomoea purpurea y e) Hete-
rothecha inuloides

Es importante considerar que muchos de los metabolitos secundarios
son producidos por las plantas en respuesta a algtn tipo de estrés ambiental,
o como defensa contra patogenos y predadores; asimismo, la acumulacién de
metabolitos secundarios suele depender de las condiciones que se presentaron
durante el crecimiento y desarrollo del individuo, como presencia o ausen-
cia de algunos nutrientes, exposicién a sequia, salinidad, bajas temperaturas,
radiacion ultravioleta, ataque de patdgenos, entre otros. Se pueden emular al-
gunas de estas condiciones en los cultivos vegetales in vitro para obtener o
potenciar la produccién de determinados metabolitos, practica que se conoce
como elicitacion. Por ejemplo, para incrementar la produccién de compuestos
fenolicos, como metabolitos secundarios, hay mas de 40 referencias, usando
diferentes tipos de elicitores como los bioldgicos (bacterias y hongos), quimi-
cos (aminoacidos, condiciones de cultivo, compuestos organicos, precursores
metabolicos, RCV), fisicos (metales, diferentes tipos de luz) y en ocasiones
combinaciones de alguno de estos factores para incrementar la eficiencia. Para
que el cultivo in vitro de células vegetales tenga aplicacién en la produccién
industrial de metabolitos secundarios, se requiere que estos se puedan obtener
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en grandes cantidades; no ocurre asi en la mayoria de los cultivos celulares que
producen estos compuestos en niveles inferiores a los obtenidos en las plan-
tas de las cuales se derivan tales cultivos. No obstante, este panorama cambia
rapidamente, la produccién de algunos metabolitos especificos ha aumentado
mediante diferentes métodos (Fig. 3.10).

)

Métodos para la produccion
de metabolismos secundarios

X

S ~~

Seleccionar variantes Optimizar el medio de cultivo Producir biomasa
genéticas sobreproductoras para la produccién de biomasa en gran escala

y para la biosintesis
\_/ ~_ v

Figura 3.10. Principales métodos para la produccién de metabolitos secundarios en grandes
cantidades usando técnicas biotecnoldgicas.

Como ejemplo, la planta Llantén (Plantago major) (Fig. 11) es usado en
muchas partes del mundo, entre ellos México, para el tratamiento de una gran
cantidad de enfermedades, pues posee propiedades medicinales antiinflama-
torias, antidiarreicas y cicatrizantes, entre otras. Los estudios se han realizado
desde los afios 60’s en diversas partes de la planta para identificar sus consti-
tuyentes quimicos (carbohidratos, lipidos, alcaloides, terpenos, flavonoides,
vitaminas, etc.), relacionados con la actividad bioldgica. Esta planta silvestre
crece en todo el mundo y es considerada maleza, y aunque se piense que es
una planta abundante, actualmente se ve perjudicada por actividades agro-
ndémicas, explotacion y otros factores que pueden conducir a su erosion. En
otras investigaciones se mencionan parametros generales para el cultivo in
vitro de tejidos vegetales de esta especie, pero es necesario seguir aplicando
esta tecnologia a muchas otras plantas de interés por su uso y/o condiciones
de conservacion. En este sentido, debe evitarse que el consumo de especies
vegetales silvestres se intensifique para no ocasionar su extincion, por lo que
es inminente desarrollar técnicas sustentables como el CTV, que puede hacer
posible la produccién planificada, controlada y manipulada de compuestos
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bio-activos poseedores de propiedades curativas. Esta técnica también se pue-
de aplicar para especies cuya multiplicacion por métodos convencionales, ya
sea por semillas o por métodos asexuales, es poco eficiente.

Figura 3.11. Plantago major (Garcia, 2015)

En los cultivos in vitro es comtn que se empleen diferentes reguladores
de crecimiento vegetal (RCV) como lo son las citocininas, vinculadas al creci-
miento y desarrollo de las plantas. Después del establecimiento del cultivo in
vitro a partir de semilla de la especie E. heterophyllum (Fig. 3.12) en la Unidad
de Biotecnologia Vegetal de la UAA, se puede apreciar (Fig. 3.13) como la
meta-Topolina, RCV del grupo de las citocininas, usada en diferentes concen-
traciones, influye en el desarrollo de la planta.

91



ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

Figura 3.12. E. heterophyllum 26 dias después de la germinacion de la semilla.

También se puede observar la generacion de raices.

Figura 3.13. E. heterophylum con meta-Topolina en concentraciones de a) 0.5 mg/L b)
1.5mg/Ly ¢) Img/L. Obsérvese la respuesta del tejido ante las diferentes concentraciones, hay

formacion de raiz en (b) y un mayor crecimiento en (c)
Alinfluir en el desarrollo de la planta, también es importante investigar si

los reguladores de crecimiento o si el mismo cultivo in vitro provoca variacio-
nes en la produccion de metabolitos secundarios. Se realiz6 una investigacion
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sobre la produccién de metabolitos secundarios mediante la capacidad an-
tioxidante en Aloe arborescens, detectando compuestos irinoides, fendlicos,
flavonoides y taninos condensados, a partir de plantas regeneradas in vitro,
llegando a la conclusién que de manera particular la adicién de los regulado-
res de crecimiento vegetal en el A. arborescens aumentan considerablemente
la produccién de estos metabolitos en comparacion con los medios a los que
no se le afladieron RCV, sin embargo de igual manera se not6 que a par-
tir de cierta concentracion es donde alcanza su punto maximo. Esto puede
servir como base no solo para la proliferacion, si no para la produccion de
metabolitos secundarios a largo plazo. Por otro lado, el andlisis fitoquimi-
co se ha intensificado en una gran diversidad de especies. Por ejemplo, se
reporté en un estudio preliminar en 78 plantas usadas tradicionalmente
en Pert con fines medicinales, usando pruebas quimicas cualitativas para
identificar la presencia de metabolitos secundarios encontrando alcaloides,
flavonoides, cardiotonicos, saponinas, taninos, esteroides y antocianinas en
diferentes proporciones. Este tipo de estudios permite dirigir investigaciones
mas precisas sobre alguna especie o metabolito en particular. De esta mane-
ra se han realizado la caracterizacion fitoquimica de Prosopis flexuosa var.
flexuosa (algarrobo) y Prosopis flexuosa var. depressa (alpataco) por medio
de una marcha fitoquimica (Fig. 3.14), metodologia que se basa en realizar
extracciones con solventes y separarlo en diversas fracciones a las que se les
pueden realizar pruebas cualitativas (tabla 3.3) para determinar la presencia
de los diferentes metabolitos.
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Separar
1/3 parte
Llevar a seco
HClal 1%
Calentar
Filtrado acido. Alcalinizar Filtrar en caliente
con NH, (verificar con papel
tomasol) y agregar CHCI, |
Residuo.
l Disolver en
CHCI,

Filtrado -

cloroférmico

[ Fasins |

Na,SO, anhidro
Filtrar

HCI 1%

Figura 3.14. Secuencia para separar las fracciones de un extracto de una planta obtenido
por el uso de diferentes solventes y poder realizar un escrutinio fitoquimico, modificado
de Ardoino (2017).
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Tabla 3.3. Pruebas quimicas cualitativas para determinar la presencia

de metabolitos secundarios, en fracciones obtenidas a partir del extracto

de la planta con diferentes solventes

Fraccion Metabolito Prueba
Flavonoides Reaccion de Shinoda
Taninos y OH fendlicos Reaccion de Cloruro Férrico
Reacci6n con gelatina

A Lipidos Yodo
Hidratos de carbono Reaccion con fenol
Nucleos esteroidales y triterpenos Reaccion de Liebermann-Burchard

B Antraquinonas Reaccién de Borntrager directa
Alcaloides Reaccién de Dragendorff
Cardenolidos Reaccién de Kedde

C Estructuras esteroidales Reaccion de Liebermann-Burchard
Leucoantocianidinas Reaccion de Rosenheim

D Compuestos fenolicos Reaccién de Cloruro Férrico
Proteinas y péptidos Reaccion de Biuret

) Poder afrégeno
REACCIONES  Saponinas Poder emulsificante
DIRECTAS

Proteinas-aminogrupos Reaccion de Ninhidrina (sobre papel)

Otro tipo de técnicas como las cromatograficas y/o espectrométricas se
usaron para determinar la presencia de alcaloides, compuestos fendlicos y
terpenos en cactus globulares y columnares, estas plantas producen una am-
plia gama de metabolitos secundarios implicados en el mecanismo de defensa
frente a estrés bidtico y abidtico. Los datos revelaron que el nivel de algunos
constituyentes quimicos podria dar valor agregado a estas especies desde el
punto de vista nutricional, farmacoldgico y bioldgico.

Acoplando la biotecnologia con el andlisis fitoquimico comienzan a surgir
estudios interesantes. Se tiene el caso donde se realizé un escrutinio fitoqui-
mico mediante cromatografia en capa fina a partir de raices transformadas de
Bidens odorata, encontrando que tienen la capacidad de sintetizar compuestos
diversos como alcaloides, derivados de antraceno, aceites esenciales, flavonoi-
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des, saponinas, esteroides y triterpenos. Estos metabolitos secundarios estan
presentes tanto en la parte aérea como en raices de las plantas, por lo que los
resultados demuestran que las raices transformadas pueden ser una opcion
viable para la obtencién de los compuestos de interés farmacolégico. En otro
ejemplo, haciendo uso de métodos instrumentales de analisis como la croma-
tografia liquida de ultra alta resolucién acoplada a espectrometria de masas
(UHPLC-PDA-HESI-Orbitrap-MS/MS) se detectaron 44 metabolitos y logra-
ron identificar 43, a partir de cultivos in vitro de Coryphantha macromeris, siete
compuestos son reportados por primera vez para especies de cactaceas. Algu-
nos acidos organicos (acido citrico, glucénico y tianshico) y acidos fenoélicos
(acido piscidico, ferulico y siringico y/o sus derivados) se encontraron como
los metabolitos de mayor abundancia relativa, resaltando asi el potencial del
CTV como una alternativa para la obtencion y estudio de metabolitos de inte-
rés. Cabe destacar el uso de técnicas combinadas para separar e identificar los
componentes de una mezcla. En este caso la Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia (sigla inglesa HPLC) es una técnica de separaciéon muy utilizada, en
la que el tamano de particula de la fase estacionaria generalmente esde2a 5
pm, pero recientemente se han incorporado tamaios de particula menores a 2
um, lo que se traduce en una separacién mas eficiente, aunque se requiere de
bombas de presion de mayor capacidad (mas de 6.000 psi), por lo que a ésta
se la denomina UPLC, o UHPLC, habldndose de ultra-HPLC. En cuanto a los
analizadores de masas, se cuenta con analizadores de cuadrupolo, de trampa
de iones, y de tiempo de vuelo. Los desarrollados ultimamente son los anali-
zadores de trampa de iones que permiten atrapar ciertos iones y someterlos a
una fragmentacion posterior, logrando obtener un nuevo espectro de masas, lo
que lleva a la técnica denominada espectrometria de masas tandem, conocida
por la sigla inglesa MS/MS. Los espectros asi obtenidos proporcionan mayor
informacién de los procesos de fragmentacion, lo que es muy ttil para la di-
lucidacion estructural de los metabolitos secundarios. También es importante
mencionar el uso cada vez mas extendido de las redes de datos moleculares
como por ejemplo la red social global de productos Naturales (Global Natural
Products Social Molecular Network, GNPS), que combinada con otras herra-
mientas disponibles en linea como LipidsXplorer, permite la desreplicacion,
identificacion y caracterizacion estructural de diferentes productos naturales
como lipidos y alcaloides esteroidales. De esta manera, la combinacion de téc-
nicas junto con el uso de las bases de datos, facilita mucho el analisis de los
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metabolitos ya conocidos y ayuda en el hallazgo de otros nuevos. En estudio re-
ciente lograron determinar y aislar por medio de resonancia magnética nuclear
y espectrometria de masas un derivado del 4cido ferulico (feruloil-glucésido)
a partir de raices transformadas de Turbinicarpus lophophoroides, compuesto
que se reporta por primera vez y que no se detectd en las raices sin transformar
(control), siendo nuevamente la biotecnologia vegetal una opcion si se desea
producir este compuesto en grandes cantidades.

El registro de este tipo de investigaciones aumenta de manera importante,
resaltando que el escrutinio fitoquimico preliminar sigue siendo una estrategia
valiosa para tener un panorama general de los metabolitos presentes en algu-
na especie de interés; con el apoyo de los métodos instrumentales se puede
separar, identificar y cuantificar compuestos y la biotecnologia vegetal es una
herramienta excelente para el estudio y produccion de estos metabolitos.

Protocolo

Protocolo 3.1 Analisis fitoquimico preliminar
en plantas propagadas in vitro

Para determinar el efecto de la propagacion in vitro en una especie vegetal con
relacion a la produccién de metabolitos secundarios, es deseable hacer una pri-
mera aproximacion comparando de manera cualitativa la presencia de grupos
de compuestos entre el cultivo in vitro y ex vitro. Se inicia con seleccionar la
especie de interés y establecer su cultivo in vitro, para encontrar las condicio-
nes mas favorables para su micropropagacion. Cuando se tiene material vegetal
suficiente en ambos tipos de cultivo se puede realizar el escrutinio fitoquimico.

En el caso de Eryngium los estudios sobre esta familia son muy extensos,
sin embargo, no hay estudios referentes a la micropropagacion de Eryngium
heterophyllum, por otra parte, existen estudios de especies pertenecientes a la
misma familia, tal es el caso de Eryngium foetidum (cilantro cimarrén) el cual
se logré micropropagar mediante el uso de medio de cultivo propuesto por
Murashige y Skoog (MS) suplementado con 1.5mg/L de bencilaminopurina
(BAP) y 0.1mg/L de acido naftalenacético (ANA). Considerando esta referen-
cia se desarrolla un sistema de cultivo in vitro para la especie seleccionada
(Revisar capitulo 1).
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* Material vegetal: planta Eryngium heterophyllum propagada in vitro y
ex vitro
Procedimiento:

a)

Preparacion de la muestra. Para la obtencién del material seco de E.
heterophyllum, se pesaron aproximadamente 5 g de la parte aérea de la
planta ex vitro e in vitro. Se secaron al sol siendo cubiertas de la radia-
cién directa con papel estraza durante una semana.

b) Obtencién de extractos. Las muestras secas se trituraron con morte-

ro y se dividieron en tres porciones aproximadamente de 0.20 g cada
una. Se afadi6 el solvente a usar: metanol, cloroformo y agua acidifi-
cada con HCl al 5% (v/v) para tener un volumen final de 10 mL. Cada
muestra se calentd en bafio maria durante 10 minutos a reflujo. Pasa-
do este tiempo, si es necesario se completa el volumen perdido de cada
solvente hasta obtener un volumen de 10 mL. Los extractos se dejaron
1 dia en oscuridad para una mejor extraccion de los compuestos.
Pruebas cualitativas (a la gota) para principios activos. Se realizaron
diversas pruebas para determinar la presencia de diferentes grupos
quimicos de metabolitos secundarios, adaptacion del protocolo pro-
puesto por Bussmann y Barba. Se utilizaron los extractos (metanolico,
cloroformo y agua acidulada con HCl al 5% v/v) tanto de las muestras
in vitro como ex vitro y las pruebas se realizaron en una placa de toque
de ceramica.

1.- Alcaloides:
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Mayer: Se agregaron 4 gotas de extracto y 2 gotas de reactivo. Este
reactivo se prepara al disolver 1.36 g de cloruro mercurico en 60 mL
de agua. Se prepara otra solucion con 5 g de yoduro de potasio y 10
mL de agua para disolver la sal. Se mezclan las dos soluciones y se
afora a 100 mL. El reactivo solo se agrega a soluciones previamente
aciduladas con HCl o H,SO, diluidos y las muestras no deben conte-
ner acido acético o etanol, pues se disuelve el precipitado blanco que
se forma. Es importante agregar unas cuantas gotas del reactivo a la
muestra, porque algunos alcaloides son solubles en exceso de éste.
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Dragendorft: El reactivo se prepara a partir de dos soluciones. Para
la primera se disuelven 8 g de nitrato de bismuto pentahidratado
con 20 mL de 4cido nitrico al 30%. La segunda solucién es a par-
tir 27.2 g de yoduro de potasio disueltos con 50 mL de agua. Se
mezclan las dos soluciones y se dejan en reposo durante 24 horas.
Decantar la solucion (para separar residuos de cristales de nitra-
to de potasio) y aforar con agua a 100 mL. El reactivo preparado
se emplea en soluciones aciduladas. Para la prueba se agregaron
4 gotas de extracto y 2 gotas de reactivo. La prueba es positiva al
formarse un precipitado color marrén naranja.

Wagner: Se agregaron 4 gotas de extracto y 2 gotas de reactivo el
cual se prepara a base de yodo. Se disuelven 1.27 g de yodo (resu-
blimado) y 2 g de yoduro de potasio en 20 mL de agua, se afora la
solucién a 100 mL con agua destilada. La mayoria de las soluciones
aciduladas de alcaloides forman un precipitado color marrén.
Marquis: Se afiadieron 4 gotas en placa de toque del extracto y 2
gotas de reactivo. Para el reactivo se agregan 5 gotas de formol al
40% a 3 mL de H,SO, concentrado. La heroina y la morfina dan en
forma inmediata una coloracién rojo purpura, luego pasa a colora-
cién violeta y finalmente a coloracién azul.

Esteroides: Prueba de Liebermann-Burchard, el reactivo que se prepara
mezclando 1 mL de anhidrido acético y 1 mL de cloroformo, se enfria a
0 °Cy se anade una gota de acido sulfurico. Se colocaron 4 gotas de ex-
tracto en placa de toque y se agrega gota a gota el reactivo. La prueba es
positiva si el extracto cambia de color a azul, verde, rojo o naranja.
Lignanos: A una alicuota de 5 gotas de extracto se le agreg6 una gota de
formol y una gota de acido sulftrico concentrado y se calentd. La prueba
es positiva por la formacion de un color rojo.

Quinonas: Prueba de Borntrager. Se tomaron 5 gotas de los extractos y se
secaron a temperatura ambiente en placa de toque, se resuspendieron en
5 gotas de tolueno y se ailadieron 5 gotas de NaOH al 5%. La aparicion de
una coloracidn roja en la fase acuosa se tomd como positivo.
Flavonoides: Prueba de Shinoda. Se colocaron 5 gotas del extracto, se les
afladié unas piezas de limadura de Magnesio y tres gotas de acido clor-
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hidrico concentrado. La prueba fue tomada positiva con la aparicion de
una coloracion roja.

6.- Taninos: Prueba con cloruro férrico. A 5 gotas de extracto se anaden dos
gotas de solucion de FeCl, preparada al disolver 1.25 g de esta sal en 25
mL de agua y después aforar a 50 mL con alcohol metilico. La aparicion
de un precipitado rojo, azul-violeta o verde es considerado como resulta-
do positivo.

Resultados

Se encontraron pequefias diferencias en el contenido de algunos metabolitos
secundarios para la especie E. heterophyllum al comparar las muestras in vitro
y ex vitro, como se puede apreciar en la tabla 3.4. La presencia de precipitados
o cambio de coloraciéon (Fig. 3.15) fueron tomados como resultado positivo
para cada prueba en especifico, esto permite tomar decisiones para continuar
con la investigacion de esta especie.

Tabla 3.4. Comparacion del anlisis fitoquimico preliminar de E. heterophyllum, cultivada in

vitro y ex vitro en extractos con metanol, cloroformo y agua acidulada con HCl al 5%(v/v)

In vitro Ex vitro

Metabolito Metanol Cloroformo HCI(5%) Metanol Cloroformo HCI(5%)

Mayer + + + + + +
Alcaloides Dragendorff + ++ ++ + + +

Wagner + ++ ++ + + +

Marquis + + + + + +
Esteroides  Liebermann-Burchard ++ + - + + R
Lignanos Formol - - + - - -
Quinonas Borntrager - - - + - _
Flavonoides Shinoda + - + + - +
Taninos FeCl, + - - + R -

Escala cualitativa: (+) = Presencia; ( - ) = Ausencia
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Figura 3.15. Prueba para la determinacion de alcaloides. A) Muestra in vitro, B) Muestra ex

vitro. 1) extractos metanolicos, 2) extractos con cloroformo, 3) extractos con agua acidulada

(HCl al 5%) por medio de las pruebas de I) Mayer, II) Dragendorft, III) Wagner y IV) Mar-
quis para la especie E. heterophyllum.

Abreviaturas

ATA: acido indolacético

ANA: acido naftalenacético

BAP: bencilaminopurina

CTV: cultivo de tejidos vegetales

HPLC: cromatografia liquida de alta eficiencia
IR: infrarrojo

MS: espectrofotometria de masas

mT: metatopolina

RMN: resonancia magnética nuclear

Glosario

Anlisis cualitativo: identificar la presencia de ciertos grupos de compuestos
en una muestra por medio de pruebas quimicas.

Fitoquimica: ciencia que permite conocer de manera integral, algunos de los
muchos productos quimicos naturales en las plantas.

Metabolito secundario: compuestos producidos por las plantas que no tienen
una funcién reconocida o concreta.
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Resumen

Los aceites esenciales son liquidos concentrados de mezclas
complejas de compuestos volatiles y se pueden extraer de va-
rios 6rganos vegetales por métodos como hidrodestilacion y
destilacion por arrastre con vapor. Los aceites esenciales son
una excelente fuente de compuestos bioactivos principalmente
terpenos y terpenoides. Poseen numerosas propiedades bioac-

tivas como antioxidantes, antimicrobianos, antiinflamatorias,
anticancerigenas, entre otras que pueden ser aprovechadas
para la formulacién de nutracetticos. Por lo tanto, este capitulo
proporciona informacion sobre algunos aceites esenciales, sus
fuentes, su composicion, métodos de extraccion y bioactividad
para ser utilizados como potenciales nutraceuticos.
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Introduccion

La esperanza de vida a nivel mundial ha ido en aumento; sin embargo, el en-
vejecimiento de la poblacién también ha llevado a una alta prevalencia de
enfermedades cronicas como cancer, enfermedades cardiovasculares, diabe-
tes, obesidad y sindrome metabdlico. Se sabe que factores modificables del
estilo de vida como poca actividad fisica, habitos alimenticios poco saluda-
bles, alto peso corporal, tabaquismo y alcoholismo son factores determinantes
en el desarrollo de enfermedades cronicas. Existe una clara relacién entre los
malos habitos alimenticios y el desarrollo de enfermedades. En este contexto,
la declaraciéon de Hipdcrates “que tu alimento sea tu medicina y tu medicina
sea tu alimento” establece la relacion entre los alimentos y los farmacos para
una buena salud.

Un término que une tanto a alimentos como a farmacos es nutracéutico.
La definicién de nutracettico se refiere a “un alimento o parte de un alimen-
to que proporciona beneficios a la salud (ademas de los de nutrir) incluida la
prevencion o tratamiento de enfermedades”. Los nutracetticos no son conside-
rados ni como alimentos ni medicinas, mas bien son suplementos alimenticios
y son promotores de la salud que pueden ser utilizados por gran parte de la
poblacion sin receta. Generalmente, los nutracéuticos son presentados como
una capsula, tableta 0 como un alimento. El término nutracéutico es utilizado
ampliamente en el mercado, pero no tiene una definicion legal y no estan re-
gulados en la mayoria de los paises. Algunos paises los consideran dentro de
la legislacion general para productos a base de hierbas con algin término di-
ferente como drogas botanicas o fitomedicina. Numerosos estudios cientificos
han mostrado resultados prometedores de los nutracetticos basados en plantas
para prevenir el estrés oxidativo y para tratar varias enfermedades como cancer,
enfermedades cardiovasculares o neurodegenerativas, entre otras.

Con el aumento en la poblacidn, el avance tecnolégico y cientifico y el gran
potencial de los farmacos sintéticos, han tomado mayor predominancia en el
tratamiento de enfermedades en las ultimas décadas. Sin embargo, en la actua-
lidad los consumidores exigen productos mas naturales y mas seguros ya que
algunos medicamentos tradicionales pueden causar fuertes efectos secundarios
y hay resistencia a multiples farmacos. En este sentido, numerosos estudios han
impulsado la busqueda de compuestos bioactivos presentes en plantas con fun-
ciones terapéuticas prometedoras para ser utilizados como nutracéuticos.
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Desde la antigiiedad, la humanidad ha utilizado lo que le proporciona
la naturaleza para alimentarse y tratar diversas enfermedades. Al comienzo
de la era de la quimica médica, muchos de los medicamentos desarrollados
eran productos naturales y eran principalmente agentes derivados de plantas.
El uso de plantas medicinales se ha transmitido a través de generaciones y ha
jugado un papel importante en casi todas las culturas a lo largo del tiempo. In-
cluso, las moléculas derivadas de plantas medicinales han servido como base
para la sintesis de farmacos. Especificamente, los aceites esenciales obtenidos
de plantas medicinales son fuente de numerosos compuestos bioactivos de
gran interés en el drea clinica.

Los aceites esenciales son liquidos aceitosos volatiles caracterizados
por poseer un fuerte aroma responsable de las fragancias de las flores y otras
plantas. Estan constituidos por una mezcla compleja de compuestos de bajo
peso molecular como hidrocarburos, terpenos, terpenoides y sus derivados.
Son extraidos de diferentes partes de las plantas, por ejemplo, hojas, cascaras,
cortezas, flores, capullos, semillas, a través de destilacion al vapor, hidrodes-
tilacion o extraccion con disolventes. Son metabolitos secundarios de plantas
aromdticas y medicinales, producto del mecanismo de defensa como respues-
ta a factores ambientales.

Los aceites esenciales han sido ampliamente utilizados como saborizantes
y aromatizantes en perfumeria, cosmética y en la industria alimentaria debido
a que son generalmente reconocidos como seguros. El mercado actual de los
aceites esenciales indica que la produccion y el consumo de aceites esencia-
les estd aumentando en todo el mundo. Sin embargo, sus aplicaciones en el
area clinica todavia son limitadas. Las investigaciones actuales buscan estable-
cer los posibles efectos terapéuticos de los aceites esenciales para prevenir y
aliviar enfermedades ya que poseen diversas propiedades bioldgicas y farmaco-
légicas como antioxidante, antimicrobiana, anticancerigena, antiinflamatoria,
entre otras, atribuidas principalmente a la estructura y caracteristicas de sus
compuestos mayoritarios. En este capitulo se describiran los principales com-
ponentes de los aceites esenciales, sus métodos de extraccion y las propiedades
bioactivas que le permiten ser considerados como prometedores nutracéuticos.
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Fuentes y Composicion de Aceites Esenciales

Los aceites esenciales pueden ser sintetizados por varios 6rganos de las plan-
tas, como cascaras, flores, hojas, tallos, ramitas, semillas, frutos, raices, madera
o corteza, y se almacenan en células secretoras, cavidades, canales, células epi-
dérmicas o tricomas glandulares. En la tabla 4.1 se muestran algunas partes de
las plantas y los tipos de aceites esenciales que se obtienen de ellas.

Tabla 4.1 Parte de la planta que contiene aceites esenciales.

Parte de la planta Aceites esenciales

Albahaca, laurel, canela, salvia comun, eucalipto, hierba de limén, citronela,
Hojas menta, orégano, pachuli, hierbabuena, pino, romero, menta verde, arbol de
té, tomillo, romero.

Almendra, anis, cardamomo, zanahoria, apio, cilantro, comino, nuez mos-

Semillas o1
cada, perejil, hinojo.

Corteza Cassia, canela, sasafras.

Flores Manzanilla, salvia, clavo, comino, geranio, jazmin, lavanda, mejorana, na-
ranja, rosa, pachuli, siempreviva, neroli.

Raices Jengibre, ctircuma, valeriana, vetiver, nardo, angélica.

Céscaras Bergamota, pomelo, limén, lima, naranja, mandarina.

Algunas familias importantes en la produccion de aceites esenciales
con valor medicinal e industrial son Alliaceae, Apiaceae, Asteraceae, Lamia-
ceae, Myrtaceae, Poaceae y Rutaceae. Las plantas del género Lamiaceae como
Mentha piperita (menta), Rosmarinus officinalis (romero), Ocimum basilicum
(albahaca), Salvia officinalis (salvia), Origanum vulgare (oregano), Melissa
officinalis (melissa), Satureja hortensis (ajedrea de jardin), Thymus vulgaris
(tomillo) y Lavandula angustifolia (lavanda) son conocidas por sus propie-
dades quimioterapéuticas, anticancerigenas, antioxidantes y antimicrobianas.
Igualmente, el aceite de canela obtenido de Cinnamomum verum de la familia
Lauraceae muestra potencial antimicrobiano y anticancerigeno. Algunos acei-
tes antimicrobianos, antitumorales y anticancerigenos de la familia Myrtaceae
son Melaleuca alternifolia (arbol de té), Eucalyptus globullus (eucalipto), Syzy-
gium aromaticum (clavo) y Myrtus communis (arrayan).
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Los aceites esenciales pueden estar constituidos de 20 a 100 compuestos
pertenecientes a una gran variedad de clases quimicas, aunque en la mayoria
de las veces uno o dos compuestos son los que predominan en mayor cantidad
y son los responsables de su actividad bioldgica. De manera general, los com-
ponentes principales de los aceites esenciales son terpenos (monoterpenos y
sesquiterpenos) y sus derivados oxigenados (isoprenoides), aunque también
podemos encontrar fenilpropanoides y compuestos aromaticos (aldehidos, al-
cohol, fenol, etc.) y alifaticos.

Los terpenos son la clase mas comun de compuestos quimicos encontra-
dos en los aceites esenciales (tabla 4.2). Estan formados por varias unidades
de isopreno (unidad base de 5 carbonos). Los aceites esenciales consisten
principalmente en monoterpenos que contienen dos unidades de isopreno
(10 carbonos) y de sesquiterpenos que presentan tres unidades de isopreno (15
carbonos). Algunos ejemplos de estos compuestos son pineno, limoneno, mi-
cerno, linalool, terpineno, elemeno, cariofileno, farneseno. Los terpenoides son
terpenos que contienen oxigeno en su estructura y son también muy abundan-
tes en los aceites esenciales. Los terpenoides pueden clasificarse de acuerdo
con el grupo funcional que contenga el oxigeno de la siguiente manera: 1.
Fenol: timol, eugenol, carvacrol. 2. Alcohol: a-terpineol, borneol, lavanduol,
nerolidol, 3. Aldehidos: citral, cintronelal, cinnamaldehido, 4. Cetonas: car-
vona, camfor, pulegona, 5. Esteres: acetato de geranil, acetato de linalil, entre
otros. En la figura 4.1 se muestran las estructuras de los compuestos mayorita-
rios en algunos aceites esenciales.

Tabla 4.2. Compuestos mayoritarios encontrados en algunos aceites esenciales.

Aceite esencial I\{oml')re Compl'lest'o Referencia

cientifico mayoritario
Albahaca OczTrfum Linalool (Amor et al., 2021)

basilicum

Syzygium (Kacaniova et al., 2021; Kaur, Kaus-

1 E 1
Clavo aromaticum ugeno hal, & Rani, 2019)
(Leimann, Gongalves, Machado, &

Hierba Cymbopogon Geraniol Bolzan, 2009; Majewska, Kozlowska,
de limén citratus y citral Gruszczynska-Sekowska, Kowalska,

& Tarnowska, 2019)
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Nombre Compuesto

Aceite esencial Referencia

cientifico mayoritario

(Beigi, Torki-Harchegani, & Ghasemi

Menta Mentha piperita  Mentol Pirbalouti, 2018; W e al., 2019)

Origanum vulgare

Orégano e Carvacrol (Cui, Zhang, Li, & Lin, 2019)
Lippia graveolens
Cinnamomum Cinnamaldehido (Bai et al., 2021; Jiang, Wang, Li, Li, &
Canela
verum y eugenol Huang, 2020)
Rosmarinus 1,8-cineol (Jafari-Sales & Pashazadeh, 2020;
Romero L .
officinalis y a-pineno Sadeh et al., 2019)
Tomillo Thymus vulearis Carvacrol y (Alsaraf, Hadi, Al-Lawati, Al Lawati,
4 & timol & Khan, 2020; Tammar et al., 2019)
a-pineno, (El Euch, Hassine, Cazaux, Bou-
. . L B-pineno, zouita, & Bouajila, 2019; Vosoughi,
Savia Salvia officinalis limoneno, y Gomarian, Pirbalouti, Khaghani, &
1,8-cineol Malekpoor, 2018)
OH o
X H
HO
Carvacrol Timol Cinamaldehido Terpineno
OH
H,CO P
e OH D/\/
E HO |
PN
Mentol Eugenol Linalool
Z (0]
P
o Citral 1,8-cineol a-pineno B-pineno

Figura 4.1. Principales compuestos encontrados en aceites esenciales.
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Muchos factores como la variacion genética de la planta, factores clima-
ticos, ubicacion geogréfica, variedad de la planta, variaciones estacionales,
condiciones como estrés y nutricion de la planta que afecten el crecimiento
o madurez, periodo de recoleccion, almacenamiento posterior a la cosecha
e incluso las técnicas de extraccion pueden afectar la cantidad y el perfil de
compuestos quimicos presentes en los aceites esenciales. Por ejemplo, se ob-
servo una amplia variabilidad entre la composicion del aceite esencial de siete
poblaciones de orégano irani de diferentes ambientes, zonas geograficas y afos
de cosecha, pero bajo las mismas condiciones de suelo, temperatura y hume-
dad. Especificamente, la variacion del contenido de carvacrol en los aceites
oscilo entre 0.36% y 46.8%. Las diferencias en los componentes de los aceites
esenciales de orégano pueden verse mds afectadas por factores genéticos que
por origenes geograficos. Otro estudio inform¢ una variacién grande en la
composicion cualitativa y cuantitativa del aceite de Origanum vulgare segtin el
afo de cosecha; por ejemplo, el contenido de carvacrol varié de un afio a otro
de 1.7 a 2.7%. Por lo tanto, resulta crucial realizar una caracterizacion fitoqui-
mica y biolégica de los aceites esenciales antes de sus posibles aplicaciones en
la industria, ya que el contenido de los compuestos y la actividad biologica
pueden variar naturalmente de diferentes fuentes.

Técnicas de Extraccion de Aceites Esenciales

Los aceites esenciales se pueden extraer de varias plantas mediante una va-
riedad de métodos de extraccion. Numerosos factores pueden influir en la
calidad del aceite esencial incluidos la parte de la planta, los solventes, el tiem-
po, la temperatura y el procedimiento utilizado durante la extraccién. Una
técnica inadecuada podria alterar la composiciéon quimica del aceite y en con-
secuencia sus propiedades bioactivas. Las técnicas de extraccion se pueden
clasificar en métodos convencionales y alternativos. Dentro de los métodos
convencionales se encuentran la destilacion al vapor, la hidrodestilacién y la
extraccion por solventes y son las técnicas mas comunmente utilizadas. Al-
gunas desventajas de las extracciones convencionales son la baja eficiencia, el
largo tiempo de extraccion, las grandes cantidades de solventes y los residuos
toxicos de solventes. Como alternativa, se han desarrollado algunas técni-
cas para superar estos problemas como nueva tecnologia limpia, econémica
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y altamente eficiente con la obtencién de un producto de alta calidad. Entre
ellas podemos encontrar la extraccién por microondas sin disolventes, la ex-
traccion por fluidos supercriticos, la extraccion asistida por ultrasonidos y la
extraccion asistida por electricidad pulsada.

Destilacion por arrastre con vapor

El método mas comun, simple, barato y utilizado para extraer aceites esencia-
les de plantas a gran escala es la destilacion por arrastre con vapor. El proceso
consiste en colocar la muestra de planta en un recipiente y calentarla por
vapor de agua producido en otro recipiente (figura 4.2). El vapor llevara los
compuestos voldtiles del material hacia un condensador, donde se enfriaran y
volveran a su estado liquido. El calor debe ser suficiente para descomponer y
reventar la estructura celular del material vegetal para liberar los compuestos
aromaticos o aceites esenciales.

Paso

de vapor
ik Refrigerante que condensa
/ los compuestos volatiles
1
& Compuestos . /
Generacion | | volatiles [~ g5
de la planta /&

de vapor \ ¥ vapor \ Fd
Entrada de agua }
fria y salida de agua

Agua Material

L\ Fuente de calor \

Figura 4.2. Esquema del proceso de destilacion por arrastre de vapor para la obtencion

Aceite esencial

Hidrosol
(agua perfumada)

de aceites esenciales.
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Hidrodestilacion

La hidrodestilacion es un método tradicional para la extraccién de compuestos
bioactivos principalmente aceites esenciales de las plantas. Este método es una
variante del proceso con arrastre por vapor, no se utilizan disolventes organi-
cos y se puede realizar sin deshidratar la muestra. Este proceso comprende la
inmersién completa del material vegetal directamente en agua, la cual es ca-
lentada hasta ebullicién (100 °C) a través de fuego directo o por algin método
de calefaccion. La generacion de vapor se produce dentro del propio recipiente
de destilacion. El agua caliente y el vapor actian como los principales facto-
res que influyen en la liberacién de compuestos bioactivos del tejido vegetal. El
enfriamiento indirecto por agua condensa la mezcla de vapor de agua y aceite.
La mezcla condensada fluye del condensador a un separador, donde el aceite y
los compuestos bioactivos se separan automaticamente del agua. Este proceso
puede generar grandes volumenes de licores madre que representa un valor adi-
cional por sus compuestos fendlicos solubles en agua. Dentro de las desventajas
de este método es que a una temperatura de extraccion alta (mas de 100 °C) se
pueden perder algunos compuestos volatiles por lo que limita su uso para la
extraccion de compuestos termolabiles. Ademas, se requiere cantidades grandes
de energia porque su proceso de extraccion es largo (mas de dos horas).

Extraccidon con solventes

La extraccion con solventes en un método convencional muy utilizado para
materiales fragiles que no son tolerantes al calor de la destilacion al vapor. Este
método implica mezclar el material vegetal con disolventes tipicos como ace-
tona, hexano, etanol, metanol y éter de petréleo con un calentamiento suave.
Posteriormente, se filtra el extracto y se evaporan los disolventes. Sin embargo,
este método es un proceso relativamente lento, lo que hace que los aceites sean
mas caros que otros métodos.

Extraccion con fluidos supercriticos
La extraccion con fluidos supercriticos es una técnica ampliamente utili-

zada para extraer y aislar aceites esenciales de plantas aromaticas. Es una
técnica similar a la extraccién convencional, pero su diferencia radica en
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usar como agente extractor un fluido supercritico en lugar de un liqui-
do. Un fluido supercritico puede ser cualquier sustancia a temperatura y
presion por arriba de su punto critico termodinamico. Tiene la capacidad
de difundirse a través de los sélidos como un gas y de disolver materiales
como un liquido. El poder solvente de los fluidos supercriticos se encuentra
en funcion de la densidad que puede variar por aumentos graduales ya sea
en la presion o en la temperatura. Estas propiedades lo hacen conveniente
como un sustituto de los solventes organicos en los procesos de extraccion.
El fluido supercritico mas comun utilizado es el didxido de carbono (CO,)
debido a su temperatura critica relativamente baja (alrededor de 30 °C),
su baja toxicidad, no es costoso, no deja residuos y alta disponibilidad.
Este método implica brevemente que el CO, se convierte en liquido bajo
condiciones de alta presion y calentamiento, luego extrae los compuestos
volatiles de los materiales vegetales y, finalmente, regresa a gas y se evapora
a presion y temperatura atmosférica normales sin residuos de solventes.
Las ventajas de este método son la rapidez, el uso de temperaturas mode-
radas (menores a 65 °C) que no alteran las propiedades quimicas de los
compuestos obtenidos, el uso de disolventes organicos no nocivos (etanol,
metanol, agua), y la obtencion de un aceite esencial de alta calidad (buen
porcentaje de extraccion y gran contenido de compuestos bioactivos).

Extraccion por microondas sin disolventes

La extraccion asistida por microondas sin solventes es una técnica relativa-
mente nueva que lleva a cabo una extraccién mas rapida, con menor consumo
de energia y solventes y por lo tanto menor costo, es amigable con el medio am-
biente y produce aceites esenciales de alto rendimiento y calidad. Este método
consiste en calentar el material vegetal utilizando un equipo de microondas y
luego una destilaciéon convencional o seca realizada a presiéon atmosférica sin
solventes ni agua. Las microondas operan selectivamente sobre las células de
la planta, vaporizando la matriz de agua, causando que los tejidos se hinchen,
y se rompan las glandulas y los receptaculos oleiferos. Tras este proceso se
libera el aceite esencial, que se evapora por la destilacién azeotrdpica con el
agua presente en el material vegetal y se recupera por condensacion. Algunas
de las principales condiciones de operaciéon para este método son: tiempos
de extraccion entre 10 a 60 min, masa de la muestra 260-500 g, potencia de
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microondas de 200-800 W. Este proceso se ha aplicado a diversas plantas tanto
frescas como secas para la obtencion de aceites esenciales de citricos, laurel,
romero, mena, tomillo, albahaca, entre otros.

Otros

Otros métodos alternativos han ganado interés en los ultimos afios en la ob-
tencion de aceites esenciales. Por ejemplo, el campo eléctrico pulsado, que
induce la electroporacién de las membranas celulares mejorando la difusién
de solutos, mejora la tasa de extraccion, los rendimientos y reduce el tiempo de
extraccion. Ademas, las tecnologias de ultrasonido y 6hmicos se utilizan para
ayudar a los métodos convencionales a ofrecer varias ventajas, como un mejor
control del proceso, un tiempo de extracciéon mads corto, mayores rendimien-
tos y mayor calidad del aceite esencial. La extraccion por ultrasonido consiste
en la generacion de burbujas de cavitacion que revientan en la superficie del
tejido celular vegetal para destruir las glandulas sebaceas mejorando la trans-
ferencia de masa entre la célula y el solvente para liberar el aceite esencial.
El principio del calentamiento éhmico es simplemente convertir la energia
eléctrica en energia térmica dentro de los materiales alimentarios debido a
la resistividad intrinseca de los materiales para producir calor. La tecnologia
6hmica produce un calentamiento rapido y uniforme, lo que la convierte en
una alternativa eficiente para diferentes aplicaciones.

Propiedades Bioactivas de Aceites Esenciales
con Potencial Nutracéutico

Numerosas investigaciones demuestran que los aceites esenciales de dis-
tintas plantas aromaticas y medicinales presentan propiedades que pueden
ser utilizadas para la formulacién de nutracéuticos como antimicrobianas,
antioxidantes, antimutagénicas, anticancerigenas, antiinflamatoria, inmuno-
moduladores, entre otras.
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Antioxidante

Los radicales libres se producen naturalmente como parte de las reacciones bio-
légicas en el organismo. Son moléculas que tienen un electrén desapareado en
su orbital mds externo lo que las hace sumamente reactivas. Los radicales libres
son necesarios para realizar algunas funciones; sin embargo, cuando existe una
cantidad excesiva de radicales libres y por largo tiempo pueden causar efectos
negativos danando componentes celulares como proteinas, membranas lipidicas
y acidos nucleicos. Algunas situaciones pueden incrementar la generacion de
radicales libres como la radiacion UV, el tabaquismo, la contaminacion, el estrés,
una alimentacion poco saludable, entre otros. El organismo contiene un com-
pleto sistema de proteccién antioxidante para contrarrestar su accion nociva
como enzimas super 6xido dismutasa, catalasa, y glutation peroxidasa. Cuando
hay un exceso de radicales ocurre un desequilibro entre éstos y el sistema antio-
xidante causando lo que se conoce como estrés oxidativo.

El estrés oxidativo crénico se ha relacionado con muchas enfermedades,
como la inflamacién crénica, los trastornos cardiovasculares, las enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer y el Parkinson, el cancer, la diabetes, las
enfermedades pulmonares y el envejecimiento prematuro. Varios estudios han
demostrado que el consumo de moléculas antioxidantes en la dieta podria ayu-
dar a reducir el dafo oxidativo y prevenir y tratar este tipo de enfermedades. Los
antioxidantes son compuestos estables que pueden donar un electrén a los radi-
cales libres y neutralizarlos, limitando o retrasando la capacidad de causar dafio.

Los aceites esenciales y sus componentes principales poseen fuertes
propiedades antioxidantes similares al acido ascdrbico, la vitamina E y el butil-
hidroxil-tolueno (BHT), un antioxidante comercial. La capacidad antioxidante
de los aceites esenciales y su potencial para minimizar el dafio oxidativo esta
bien documentada en estudios in vitro e in vivo. La actividad antioxidante de
los aceites esenciales es una propiedad de gran interés porque permite eli-
minar radicales libres desempefiando un papel importante en la prevencion
de algunas enfermedades como cancer, enfermedades cardiacas, deterioro del
sistema inmunoldgico, envejecimiento prematuro, y procesos inflamatorios.

La actividad antioxidante de los aceites esenciales ha sido atribuida a la
estructura y variacion de los compuestos presentes en ellos. Algunos estudios in-
dican que el componente mayoritario es el que contribuye en mayor proporcion
con el efecto antioxidante, como en el eugenol en el aceite de clavo, carvacrol en
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el de orégano, timol en el de tomillo, entre otros. Mientras que otros estudios
reportan que existe un efecto sinérgico entre todos los compuestos presentes en
ellos. La estructura de los compuestos en los aceites esenciales juega un papel
importante en el mecanismo antioxidante. El mayor potencial antioxidante se
correlaciona con la proporcién de compuestos que contienen anillo fenélico con
un grupo hidroxilo (OH). También algunos autores informan que la presencia
de grupos metoxi adicionales aumenta considerable la actividad antioxidante.

Por ejemplo, el modo de accién antioxidante del carvacrol, componente
mayoritario del aceite de orégano, esta basado en su estructura y esta rela-
cionado con la donacién de atomos de hidrogeno a electrones desapareados,
convirtiéndose en un radical que se estabiliza por su estructura de resonancia
(figura 4.3). El anillo de benceno tiene un sustituyente hidroxilo en C5 (posi-
cion meta), y dado que el enlace entre el oxigeno y el benceno es muy estable,
el grupo hidroxilo se puede desprotonar facilmente. En los monofenoles, la
capacidad de ceder H+ se asocia con la reduccion de radicales libres, la estabi-
lizacién de oxigeno singlete y la accion quelante de los metales de transicion.
La actividad antioxidante de los aceites esenciales se ha estudiado a través de
diversos métodos como de eliminacion de radicales libres, como ABTS (4cido
2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico), DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazilo) y la capacidad de reducir el hierro (FRAP).

Carvacrol

OH Qe

N

ROOe ROOH

Figura 4.3. Mecanismo antioxidante por transferencia de atomos de hidrogeno del carvacrol,
compuesto mayoritario del aceite esencial de orégano y un potente antioxidante.
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Numerosos estudios han demostrado la actividad antioxidante de los
aceites esenciales de una gran variedad de plantas tanto en ensayos in vitro
como en ensayos en modelos murinos. Aqui solo mostraremos algunas in-
vestigaciones realizadas en los ultimos afios. El aceite esencial de Citrus lumia
Risso, una planta cultivada en Italia, presenta un fuerte potencial antioxidante
y de eliminaciéon de radicales libres, particularmente en ensayos basados en
la transferencia de datomos de hidrégeno (blanqueo de P-caroteno y ORAC,
IC,, 22 pg/mL y 46 ug/mL, respectivamente), que pueden atribuirse al alto
contenido de monoterpenos, especialmente D-limoneno (48.905%), y linalool
(18.245%). Debido a estas propiedades, el aceite esencial de C. lumia puede
tener un papel preventivo en la aparicién de patologias relacionadas con el
estrés oxidativo.

Se evaluo la efectividad del aceite esencial de Rosmarinus officinalis frente
a las alteraciones inducidas por el dicromato de potasio en el rin6n de ratas
macho. La administracion oral de este aceite esencial antes o después del tra-
tamiento con dicromato de potasio restaur6 significativamente la mayoria de
los parametros bioquimicos afectados, ademas de mejorar la arquitectura del
tejido renal y mejorar los marcadores de estrés oxidativo. Por otro lado, los
principales compuestos encontrados en los aceites esenciales de clavo, tomi-
llo, orégano y naranja dulce fueron eugenol, timol, 4-terpineol y D-limoneno,
respectivamente. El aceite esencial de clavo mostré un mayor porcentaje de in-
hibicién de radicales hidroxilo y éxido nitrico, mientras que el aceite esencial
de tomillo mostr6 una mayor actividad antioxidante frente al radical DPPH en
comparacién con los otros aceites evaluados. Estos resultados demuestran el
potencial uso de estos aceites esenciales para prevenir y/o tratar enfermedades
derivadas del estrés oxidativo.

Dentro de los componentes de los aceites esenciales con mayor poten-
cial antioxidante como ya se ha mencionado es el carvacrol. Se ha informado
que el carvacrol tiene mayor capacidad antioxidante que el acido ascorbico
y el antioxidante sintético BHT evaluado a través del método DPPH. Ademas,
el carvacrol ha demostrado un efecto protector sobre el dafio por estrés oxi-
dativo inducido por estrés cronico en el cerebro, higado y rifiones de ratas al
aumentar la actividad de las enzimas antioxidantes (superdxido dismutasa,
glutation peroxidasa, catalasa) y reducir el peréxido de hidrégeno (H,0,), el
superoxido y los niveles de éxido nitrico.
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Por otro lado, tres especies de mentas, Mentha piperita (menta), Mentha
spicata (hierbabuena nativa) y Mentha gracilis (menta verde escocesa) de-
mostraron una importante actividad de eliminacion de radicales y reduccion
de Fe’* en ensayos quimicos, DPPH y TEAC (capacidad antioxidante equiva-
lente a Trolox) y una mayor eficacia en el ensayo de poder reductor. Ademas,
los tres aceites mostraron una actividad equivalente en la mitigaciéon de la
peroxidacion lipidica inducida por productos quimicos en tejidos hepaticos.
La adicion de 25 pug/mL de los aceites esenciales de menta verde aumento
las concentraciones de glutation en las células de epitelio intestinal porcino
IPEC-J2 tratadas con H,O,, lo que sugiere una defensa antioxidante enddge-
na mejorada. Asi mismo, la suplementacion de 100 pg/mL de aceite esencial
de menta o menta verde escocesa aumentd significativamente la tasa de
supervivencia de Caenorhabditis elegans en respuesta al estrés oxidativo in-
ducido por H,O,. Este efecto fue comparable al de la suplementacién de 10
pg/mL de acido ascérbico, otro potente antioxidante.

Debido a que los aceites esenciales son volatiles e hidrofobicos sus apli-
caciones pueden llegar a ser limitadas. En los ultimos afios se han buscado
estrategias como la encapsulacion o formacion de peliculas con el aceite
esencial para incrementar y proteger la actividad antioxidante. En este sen-
tido, las nanoparticulas de quitosano incorporadas con el aceite esencial de
clavo mostraron mayor actividad antioxidante que el aceite libre. Por otro
lado, la incorporacion de aceite de corteza de canela en peliculas de quito-
sano incrementd la actividad antioxidante de 6.0 a 14.5 veces y la capacidad
protectora frente a la hemolisis eritrocitaria aumento hasta en un 80% en
comparacion con las peliculas de quitosano sin aceite. Por lo que con todos
estos estudios se confirma la importancia de los aceites esenciales como
antioxidantes, que pudieran ser aplicados como nutracéuticos.

Antimicrobiano

Las infecciones microbianas son cada vez mas dificiles de tratar debido al au-
mento alarmante de la resistencia a multiples antibioticos, siendo considerado
por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) como una de las mayores
amenazas para la salud, la seguridad alimentaria y el desarrollo a nivel mun-
dial. La resistencia a antibidticos es un proceso natural; sin embargo, el mal
uso de éstos en humanos y animales ha acelerado el proceso. Esto hace que
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los antibidticos sean menos efectivos y prolonga las estadias en el hospital,
aumenta los costos y las tasas de mortalidad. Por lo tanto, existe una urgencia
en la busqueda de agentes antimicrobianos novedosos y efectivos como alter-
nativa a los antibioticos. La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales
y sus principales componentes es bien sabida desde la antigiiedad ya que han
servido con fines farmacéuticos en el tratamiento de diversas infecciones bac-
terianas y fingicas.

Numerosos estudios han demostrado el potencial de los aceites esenciales
contra un amplio rango de bacterias Gram negativas y Gram positivas. En la
tabla 4.3 se muestran algunos estudios sefialando el potencial antibacteriano que
presentan algunos aceites esenciales. Los aceites esenciales con mayor actividad
antibacteriana son orégano (Origanum vulgare), clavo (Syzygium aromaticum),
canela (Cinnamomum cassia), tomillo (Thymus vulgaris), menta (Mentha), ro-
mero (Salvia rosmarinus), y salvia (Salvia officinalis) por mencionar algunos. En
un estudio se reportd que el aceite esencial de orégano (1.25-5.00 pg/mL) tiene
actividad antibacteriana contra diferentes cepas de Streptococcus pneumoniae,
una de las bacterias mds importantes causantes de infecciones respiratorias,
incluyendo sinusitis, otitis media, neumonia e infecciones invasivas como septi-
cemia y meningitis. Carvacrol, el componente mayoritario de aceite esencial de
orégano, presenta una actividad antibacteriana fuerte contra un amplio rango
de bacterias patdgenas causantes de enfermedades gastrointestinales, urinarias
y respiratorias como Pseudomona aeruginosa, Escherichia coli uropatégena, y
Clostridium difficile.

Generalmente, el mecanismo antibacteriano de los aceites esenciales esta
relacionado con su hidrofobicidad y la estructura de sus componentes. La na-
turaleza lipdfila de los aceites esenciales les permite atravesar la pared celular y
dafar la membrana citoplasmica al mismo tiempo que altera varias capas de po-
lisacaridos, acidos grasos y fosfolipidos y eventualmente los vuelve permeables.
También pueden unirse a las proteinas para evitar que realicen sus funciones
normales como transporte de moléculas y iones. Los componentes hidrofébicos
presentes en el aceite esencial podrian cambiar la permeabilidad de la mem-
brana celular microbiana para cationes como H+ y K+, los cuales modifican el
flujo de protones, modificando el pH celular y afectando la composicién quimi-
ca de las células y su actividad. La pérdida de permeabilidad diferencial da como
resultado un desequilibrio en la presion osmotica intracelular, que posterior-
mente altera los organulos intracelulares, conduce a la liberacién del contenido
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citoplasmatico, afecta la fuerza motriz de los protones y el agotamiento de la
reserva de ATP, desnaturaliza varias enzimas y proteinas, causando finalmente
la muerte celular. La figura 4.4 muestra una representacion del modo de accién
antibacteriano de los aceites esenciales y sus componentes.

Ademas, se ha propuesto que los aceites esenciales y sus componentes
son efectivos para interferir con algunos factores de virulencia como moti-
lidad, formacion de biopeliculas y el sistema de comunicacion intercelular
conocido en inglés como Quorum sensing. Se han descrito las propiedades
antibacterianas del aceite esencial de canela y sus componentes mayoritarios,
resaltando la inhibicion del crecimiento celular al dafiar la membrana celular;
alteracion del perfil lipidico, inhibicion de ATPasas, afectacion de la division
celular, porinas de membrana, motilidad, formacién de biopeliculas y el Quo-
rum sensing.
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Figura 4.4. Mecanismos antibacterianos propuestos para los aceites esenciales.
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Tabla 4.3. Efecto de la aplicacion de aceites esenciales contra diversas bacterias

Aceite esencial

Orégano

Microorganismos

Staphylococcus aureus metil resistente
Vibrio vulnificus

Salmonella entérica

Erwinia rhapontici

Xanthomonas campestris

Streptococcus pyogenes

Listeria monocytogenes

Pseudomonas fluorescens

Bacillus thermosphacta Escherichia coli

Referencia

(Cui et al., 2019; Luo et al., 2022; Mith et al.,
2014; Wijesundara & Rupasinghe, 2018)

Hierba de limén

Bacillus cereus

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus
Acitenobacter baumanii

Pseudomonas aeruginosa

Salmonella entérica

(Adukwu, Allen, & Phillips, 2012; Bassolé

et al., 2011; Moore-Neibel, Gerber, Patel,
Friedman, & Ravishankar, 2012; Naik, Fom-
da, Jaykumar, & Bhat, 2010)

Clavo

Staphylococcus aureus
Salmonella Typhimurium

(Nirmala, Durai, Gopakumar, & Nagarajan,
2019; Silva-Espinoza et al., 2020)

Albahaca

Bacillus cereus

Staphylococcus aureus

Listeria monocytogenes Salmonella
Pseudomonas aeruginosa

(Baldim et al., 2018; Stanojevic et al., 2017)

Canela

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa
Acitenobacter baumanii

Streptococcus pyogenes

Listeria monocytogenes

Pseudomonas fluorescens

Bacillus thermosphacta Escherichia coli

(El Atki et al., 2019; Firmino et al., 2018;
Kaskatepe et al., 2016; Mith et al., 2014)

Tomillo

Listeria monocytogenes

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Listeria monocytogenes

Pseudomonas fluorescens

Bacillus thermosphacta Escherichia coli

(Abdollahzadeh, Rezaei, & Hosseini, 2014;
Alsaraf et al., 2020; Mith et al., 2014)

Romero

Streptococcus agalactiae Staphylococcus aureus
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae

(Bajalan, Rouzbahani, Pirbalouti, & Maggi,
2017)
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También se ha reportado el efecto antifiingico de varios aceites esenciales
contra diversos hongos (tabla 4.4). En la actualidad, las investigaciones rela-
cionadas con el modo de accién de los aceites esenciales sobre las esporas de
hongos y las células de micelio son mas escasas en comparacion con los estu-
dios basados en bacterias, sin embargo, el mecanismo propuesto es similar.
Dentro de los mecanismos antifungicos se describen disrupcion de la mem-
brana y pared celular a través de la inhibicidn de la sintesis de ergosterol y
B-glucanos. Otros mecanismos son inhibicién de bombas de eflujo, alteracion
de la morfologia celular, alteracion de la mitocondria a través de la inhibicién
de las bombas de protones, causando una reduccion en la produccion de ATP
y consiguiente muerte celular, y reduccion en la formacion de biopeliculas y
factores de virulencia de algunos hongos.

Tabla 4.4. Efecto de la aplicacion de los aceites esenciales contra hongos

Aceite esencial ~ Microorganismo Referencia

Hierba de limén Candida albicans (Alharaty & Ramaswamy, 2020; Helal, Sarhan,
Aspergillus flavus Abu Shahla, & Abou El-Khair, 2007)
Trichophyton rubrum (Aguilar-Pérez, Medina, Narayanan, Parra-

Oregano Fusarium culmorum Saldivar, & Igbal, 2021; Roselld, Sempere,
Fusarium verticillioides Sanz-Berzosa, Chiralt, & Santamarina, 2015)
Aspergillus flavus
Candida albicans

(Moazeni et al., 2021; Oliveira, Carvajal-More-

Tomillo (C:ZZZ;_ZZ f)l;rZ’Zsl;?osis no, Correa, & Rojo-Callejas, 2020)
Aspergillus fumigatus
. (Abou El-Soud, Deabes, Abou El-Kassem, &
Albahaca Aspergillus flavus Khalil, 2015)
Aspergillus niger
Clavo Fusarium moniliforme (Hasheminejad, Khodaiyan, & Safari, 2019; Kaur

Helminthosporium oryzae et al., 2019)
Rhizoctonia solani

Aunque son pocas las investigaciones realizadas, algunos aceites esen-
ciales han demostrado actividad frente a virus y en la tabla 4.5 se resumen
algunos de estos estudios. Es importante resaltar que algunos compuestos
presentes en los aceites esenciales estan siendo tomados en cuenta para el tra-
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tamiento y prevencion de la enfermedad coronavirus 19 (COVID-19) causada
por el virus SARS-CoV2 que tiene actualmente al mundo en una pandemia.
Se sabe que el proceso infeccioso del SARS-CoV2 comienza por la interac-
cién entre la proteina espiga en la superficie del virus y los receptores ACE2
de las células huésped humanas, lo que permite que el virus ingrese a la cé-
lula y se inicie la infeccion. En este sentido, el carvacrol se estudié mediante
modelado molecular su potencial para interactuar con moléculas criticas del
proceso infeccioso. Primero, este compuesto mostrd el potencial de inhibir
la actividad de ACE2, y los autores sugirieron que puede bloquear la entrada
de SARS-CoV2 en la célula huésped. Por otro lado, se demostré mediante el
acoplamiento molecular el potencial del carvacrol para inhibir la unién de la
glicoproteina del pico viral (S) a la célula huésped. Ademas, se ha demostrado
mediante modelado molecular que el carvacrol interactia con Mpro, una en-
zima proteasa del genoma viral, lo que podria tener un efecto significativo en
la replicacion y maduracién del SARS-CoV2.

La accion de los aceites esenciales puede interferir a nivel extracelular,
es decir, en la penetracion del virus a la célula huésped, interfiriendo con la
estructura de la envoltura viral, o bloqueando proteinas virales que son ne-
cesarias para que el virus ingrese a las células huésped. Los aceites esenciales
también pueden tener efectos antivirales contra los virus intracelulares. Ade-
mas, un posible mecanismo es la inhibicién de la replicacién viral al afectar
a enzimas responsables de este suceso. En general, los mecanismos aun no
se comprenden completamente. No hay datos precisos sobre el mecanismo
de accion molecular, incluidos los sitios especificos de accion y los tipos de
interacciones. Es importante conocer estos mecanismos para poder utilizar el
potencial de los aceites esenciales.

Tabla 4.5. Efecto de los aceites esenciales aplicados contra virus

Aceite esencial  Microorganismo Referencia

Herpes simple 1 (Kim et al., 2017; Minami et al., 2003; Mukarram et al.,
Norovirus murino 2022)

(Mediouni et al., 2020; Reichling, Schnitzler, Suschke,

Hierba de lim6n

Orégano Herpes simple tipo 1 & Saller, 2009)
Sabia Herpes simple tipo 1  (Reichling et al., 2009)
Tomillo Influenza (Vimalanathan & Hudson, 2014)
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Aceite esencial  Microorganismo Referencia
Canela Influenza (Vimalanathan & Hudson, 2014)
Eucalipto Influenza (Pyankov, Usachev, Pyankova, & Agranovski, 2012)
Arbol de té Influenza (Pyankov et al., 2012)
Anticancerigeno

El cancer es un problema de salud publica mundial, que implica el crecimiento
descontrolado de células. Las células pierden su interaccion entre si, invaden
los tejidos vecinos y finalmente se propagan a tejidos distantes del cuerpo. Es
una de las principales causas de muerte alrededor del mundo. La Agencia In-
ternacional de Investigacién en Cancer (GLOBOCAN) estima que hubo 19.3
millones de nuevos cancer y 10 millones de muertes por cancer en todo el
mundo en 2020. Los canceres mas comunmente diagnosticados fueron el can-
cer de mama en mujeres, pulmon y prostata, mientras que las causas de muerte
fueron por cancer en pulmodn, higado y estémago. La terapia tradicional para
tratar el cancer no es del todo efectiva, ejerce fuertes efectos secundarios atri-
buidos a la accién no selectiva sobre las células (cancerosas y no cancerosas),
muestra una mayor tasa de resistencia a multiples farmacos y es muy costo-
sa. Por lo tanto, actualmente se realizan muchas investigaciones para buscar
nuevos compuestos anticancerigenos que puedan prevenir la mutacion en las
células, inhibir la proliferacion de células cancerosas e inducir la apoptosis. En
particular los aceites esenciales y sus componentes han mostrado ser potentes
anticancerigenos en ensayos in vitro.

El citral, uno de los compuestos mayoritarios de aceite de la hierba de
limon, tiene un potencial antiproliferativo contra varios tipos de lineas celu-
lares como cancer de prostata, cancer de ovario, cancer de cervix, y cancer de
mama pero sorprendentemente no es citotdxico para células epiteliales nor-
males. Aunque diversos estudios han reportado la efectividad del aceite de
hierba de limén como anticancerigeno, no se conoce exactamente su modo de
accion. Los estudios indican que el citral tiene accion a través de la procaspasa
3 activada, la induccion de la apoptosis y la detencion del ciclo celular en la
tase G2/M, con esto causando la muerte de las células cancerigenas.

El aceite esencial de orégano ha ejercido actividad anticancerigena por
mecanismos como actividades antioxidantes, antimutagénicas y antiprolifera-
tivas atribuidas principalmente al carvacrol, su componente principal. Se ha
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informado que el carvacrol (0.5 y 1 umol/placa) ejerce una fuerte antimutage-
nicidad mostrando una inhibicién del mutdgeno metanosulfonato de metilo
en cepas de S. Typhimurium TA98 y TA1538. Los efectos observados estaban
relacionados con una posible interaccién con el mutageno, impidiendo su en-
trada en la célula o induciendo enzimas desintoxicantes. Del mismo modo, se
ha demostrado que el carvacrol podria actuar como un fuerte antimutageno
directo contra la nitro-O-fenilendiamina y el 2-aminofluoreno, lo que sugiere
la importancia del carvacrol para la prevencion del cancer. Los mecanismos
involucrados para proteger contra la mutacion celular son la interaccién con
el mutageno (mutageno directo o indirecto), la inhibicion de la actividad ca-
talitica de las enzimas metabolizadoras de xenobidticos, la eliminacién de
metabolitos formados después de la bioactivacion y la inducciéon de meca-
nismos de reparacion del ADN. Sin embargo, los mecanismos exactos de los
compuestos naturales no se conocen por completo.

Ademas del efecto antimutagénico, algunos estudios demuestran el efecto
prometedor de carvacrol en la segunda etapa de la carcinogénesis, inducien-
do actividades antiproliferativas y apoptoticas contra células cancerigenas.
El carvacrol ha presentado efecto contra lineas celulares de cancer de colon
HCT116 y LoVo, cancer de cérvix, cancer de pulmén A549 y H460, células
de adenocarcinoma gastrico entre otras. Los mecanismos moleculares exactos
implicados en la actividad anticancerigena del carvacrol no estan completa-
mente definidos. Los mecanismos anticancerigenos informados actualmente
involucran interrupciones del potencial de la membrana mitocondrial, for-
macién de especies reactivas de oxigeno, expresion y represion de proteinas
especificas de la cascada apoptdtica observada en diferentes lineas celulares de
cancer de diferentes 6rganos.

En la literatura hay pocos estudios que indican el efecto antiproliferati-
vo in vivo de aceites esenciales. Por ejemplo, se ha investigado el efecto del
carvacrol sobre el cancer de higado inducido por dietilnitrosamina en ratas
albinas Wistar macho. Este estudio confirma el uso potencial del carvacrol
como quimiopreventivo durante la progresion del cancer de higado. Ademas,
los resultados revelaron que la suplementacién con carvacrol (15 mg/kg de
peso corporal) atenud la aparicién de focos y nédulos hepaticos y mostrd
actividades antioxidantes y de captacidn de radicales libres para modular los
niveles de peroxidacién lipidica y aumentar los mecanismos antioxidantes
endogenos en la carcinogénesis hepatocelular inducida. De manera similar, el
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aceite esencial de orégano mostro efecto antiproliferativo contra la linea celu-
lar de cancer colorectal y su administracion oral profilactica en un modelo de
ratéon experimental BALB/c inhibiendo el crecimiento de tumores de colon.
La administracién de carvacrol a 100 mg/kg/dia por peso corporal disminu-
yo el volumen de tumores de cancer de mama en ratas.

Otros aceites esenciales también han demostrado actividad anticanceri-
gena. Por ejemplo, las emulsiones basadas en nanoescala con aceite esencial
de clavo (Syzygium aromaticum) tuvieron un efecto apoptético y de reduccion
en la proliferacién de lineas celulares de cancer de tiroides lo que lo hacen
un candidato prometedor como medicamento alternativo contra el cancer.
Otro estudio reporto la actividad citotdxica de los aceites esenciales de clavo,
citronela (Cymbopogon nardus), romero (Rosmarinus officinalis) y neem (Aza-
dirachta indica) contra lineas celulares humanas MCF-7 (Carcinoma ductal
de mama invasivo), K-562 (explosion de linfa), HeLa (cancer de cuello ute-
rino). De manera similar, el aceite esencial de romero produce citotoxicidad
dependiente de la dosis contra células de adenocarcinoma de mama humano
MDA-MB-231 con valor IC_ de 59.35 ug/mL. Se ha demostrado que el rome-
ro produce su accion anticancerigena al detener la activacion de carcinoégenos,
aumentar las actividades de las enzimas antioxidantes, reducir la inflamacién
que estimula los tumores, disminuir el crecimiento celular, estimular la muerte
celular programada y suprimir la angiogénesis e invasion tumoral. Sin embar-
go, todavia son necesarios numerosos estudios previos para poder utilizar el
romero y sus derivados en la practica clinica, ya que todavia falta estandarizar
el proceso de extraccion y las concentraciones, ya que son muy variadas entre
los estudios reportados. En la tabla 4.6, se muestran mas estudios que susten-
tan la efectividad anticancerigena de los aceites esenciales.
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Tabla 4.6. Potencial anticancerigeno de aceites esenciales

Aceite esencial Nombre cientifico

Linea celular cancerigena

Referencia

Lavanda Lavandula angustifolia  Prostata (PC-3 and DU145) (Zhao et al., 2017)
Pulmon (A549)
Mama (MCF-7)
Melissa Melissa officinalis Colon (Caco-2), (De Sousa et al., 2004)
Leucemia (HL-60 and K562)
Melanoma de ratén (B16F10)
f:rri\rllug(e(?ll-i;; ) (Hussain, Anwar, Nigam, As-
L > hraf, & Gilani, 2010; Nikoli¢,
Menta Mentha piperita Pulmon (A549) ., )
Jovanovi¢, et al., 2014; Rahi-
Mama (MCEF-7) ifard ef al., 2010)
Prostata (LNCaP) miard et at,
. 3 Carc%noma de ascitis (Ehrlich) (Kathirvel & Ravi, 2012; Taie
Albahaca Ocimum basilicum Cervix (HeLa)
. . & RADWAN, 2010)
Epitelio de laringe (Hep-2)
Cervix (HeLa)
Pulmén (A549)
Leucemia (HL-60 and K562)
Salvia Salvia officinalis Mama (MCEF-7) Ell;or;)yl; al., 1999; Russo et
Ovario (A2780) "
Melanoma (A375, M14 and
A2058)
Célula escamosa
de la cavidad oral (UM-SCC1)
Mama (MCE