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RESUMEN

La familia de las amarilidaceas se caracteriza por producir metabolitos secundarios
conocidos como alcaloides, que tienen propiedades farmacologicas para el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como son el Alzheimer, y
diferentes tipos de cancer. Ademas, esta familia tiene como caracteristica presentar
flores estrelladas y llamativas que las hacen ideales para el uso ornamental. Dos
obstaculos principales han limitado la investigacion en esta familia; muchas
especies se encuentra en vida de extincién, y, por otro lado, la produccion de
alcaloides es baja en las plantas. Por lo tanto, se han evaluado nuevas
metodologias que permitan aumentar la produccién masiva de alcaloides, entre las
cuales est4, el cultivo in vitro que permite la propagacion y conservacion del material
vegetal, y la adicion de inductores quimicos, que generan estimulos permitiendo
una mayor produccion de alcaloides. En este proyecto se evalla la produccion de
metabolitos secundarios en Zephyranthes carinata, especie presente en el Valle del
Cauca en condiciones naturales, que no se encuentra amenazada y se puede
adquirir facilmente en viveros. Para ello, se evalué el efecto del sistema de
inmersion temporal (SIT) en la produccion de alcaloides a partir de bulbillos de
Zephyranthes carinata producidos in vitro; y se determiné si el inductor acido
jasmonico (AJ) incrementa su produccion y liberacién al medio de cultivo liquido,
teniendo en cuenta como control el sistema de inmersién permanente (SIP) con y
sin inductor. Como resultado se encontré una mayor concentracion y diversidad de
alcaloides en el medio liquido (hasta 15 alcaloides) respecto al tejido vegetal (hasta
7 alcaloides), independientemente del tipo de cultivo utilizado (SIT o SIP). Entre los
23 alcaloides identificados se encuentran la ambalina, hamaina, hemantatina
licorina, vitatina y zaideina, previamente reportados en otros trabajos con
amarilidaceas. La mayor concentracion de alcaloides liberados al medio liquido se
obtuvo con el SIP con AJ, obteniéndose concentraciones de hasta 0,55%plv,
mientras que con el sistema SIT, se evidencio concentracion de alcaloides mas baja,
0.39 %p/v en el medio liquido SIT control y 0.26 %p/v en el SIT con AJ.

Palabras claves: amarilidaceas, alcaloides, sistema de inmersion temporal,
sistema de inmersion permanente, acido jasmaonico



ABSTRACT

The plants in the family Amarillidaceae are characterized by their production of
secondary metabolites known as alkaloids, which have pharmacological properties
for the treatment of neurodegenerative diseases such as Alzheimer's, and different
types of cancer. In addition, plants in this family have striking flowers that make them
ideal for ornamental use. Two main obstacles have limited research in this family;
many species are in danger of extinction, and, on the other hand, the production of
alkaloids is low in plants. Therefore, new methodologies have been developed to
increase the massive production of alkaloids, among which is the in vitro culture that
allows the propagation and conservation of plant material, and the addition of
chemical inducers that generate stimuli allowing a greater production of alkaloids.
This project evaluated the production of secondary metabolites in Zephyranthes
carinata, a species present in Valle del Cauca under natural conditions, which is not
threatened and can be easily acquired in nurseries. To this end, the effect of the
temporary immersion system (SIT) on the production of alkaloids from bulbils of
Zephyranthes carinata produced in vitro was evaluated. In particular, this study
determined whether the inductor jasmonic acid (AJ) increases the production and
release to the alkaloid liquid culture medium, taking into account as a control the
permanent immersion system (SIP) with and without inductor. A higher concentration
and diversity of alkaloids was found in the liquid medium (up to 15 alkaloids)
compared to the plant tissue (up to 7 alkaloids), regardless of the type of culture
used (SIT or SIP). Among the 23 alkaloids identified were ambaline, hamaine,
haemantaimene, lycorine, vitatine and zaidein previously reported in other works
with Amaryllidaceae. The highest concentration of alkaloids released to the liquid
medium was obtained with the SIP with AJ, obtaining concentrations of up to 0.55%
w /v, while with the SIT system, lower alkaloid concentration was evidenced, 0.39%
w / v in the liquid medium SIT control and 0.26% p / v in the SIT with AJ.

Keywords: Amaryllidaceae, alkaloids, temporary immersion system, permanent
immersion system, jasmonic acid.



1. INTRODUCCION

Las Amaryllidaceae son una familia de plantas herbaceas, perennes y bulbosas,
que presentan flores estrelladas y llamativas que las hacen ideales para el uso
ornamental. La especie Zephyrantes carinata conocida comunmente como “lirio de
lluvia”, hace parte de esta familia que abarca alrededor de 79 géneros y 1600
especies, distribuidas principalmente en areas tropicales y subtropicales. En
Colombia se encuentra una alta diversidad botanica debido a su situacion en el
tropico humedo ecuatorial (Otero, 2014) con poblaciones representativas de los
géneros como Phaedranasa, Sprekelia, Hymenocallis, Zephyranthes, Hippeastrum
y Crinum. Por otro lado, los géneros Eucharis y Caliphruria presentan una
distribucion restringida, considerandose en via de extincion (Cabezas, Martinez, &
Codina, 2007).

Una de las caracteristicas de las amarilidaceas es la produccién de metabolitos
secundarios conocidos como alcaloides, los cuales poseen diversas actividades
farmacoldgicas. Entre estos estd la galantamina que es un inhibidor competitivo
acetilcolinesterasa (AChE) y que se comercializa como sal bromhidrato, conocida
comercialmente con el nombre de Razadine, y utilizada para tratar enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer (Berkov, lvanov, Georgiev, & Pavlov, 2014).
Otro compuesto de interés extraido de dicha familia es la licorina, destacandose
debido a su actividad anticancerigena, antiviral, antimalarica y antifungica. No
obstante, la cantidad de metabolitos secundarios extraidos de las plantas es baja,
por lo tanto, se han estudiado alternativas para optimizar la obtencion de estos
compuestos de interés (Nifio & Correa, 2005). Una de estas alternativas es el cultivo
in vitro, ya que el material vegetal se puede exponer a condiciones ambientales
contraladas y optimas, realizar tratamientos con inductores quimicos, para inducir
una mayor produccion de metabolitos secundarios, ademas de poder propagar
masivamente el material vegetal ( Montoliu & Perez, 2011).

El grupo de investigacion de biotecnologia vegetal de la Universidad Icesi se ha
enfocado en el estudio de especies de la familia Amaryllidaceae. En la region del
Valle del Cauca se encuentran al menos 10 especies nativas de los géneros
Calicharis, Caliphruria, Eucharis, Hippeastrum, Phaedranassa y Plagiolirion, que
estdn amenazados por la destrucciéon de su habitat (Silverstone-Sopkin, 2011). La
investigacion se ha orientado a la caracterizacion, conservacion y futuro uso
sostenible de estas especies nativas de Colombia. Estudios realizados en el grupo
han permitido establecer un protocolo 6ptimo para la introduccion de material
vegetal desde condiciones de invernadero a in vitro, obteniendo una alta tasa de
respuesta para la formacion y propagaciéon de bulbillos a partir de Zephyranthes
carinata, especie que es utilizada como modelo al no encontrarse en via de
extincion. Por otro lado, investigaciones desarrolladas por Tofifio (2017) y Alizandre
(2017) han revelado la presencia de alcaloides tanto en los bulbillos y hojas del
material in vitro, asi como en callos embriogénicos inducidos a partir de estos



tejidos. Dando como resultado la identificacion de 16 alcaloides presentes en
Zephyranthes carinata entre los cuales se encuentran: licorina, licoramina,
hamayna, zaideina, ambellina, hemantamina, vitattina y galantamina (Alizandre,
2017) (Tofifio, 2017). Asimismo, la implementacién de inductores quimicos como el
metil jasmonato y el &cido jasmonico en el medio liquido utilizado en cultivo in vitro
de los tejidos bajo sistema de inmersion permanente, producen una mayor
diversidad de alcaloides en material vegetal y una mayor concentracion de
alcaloides totales (Alizandre, 2017). No obstante, el sistema de inmersion
permanente presenta ciertas dificultades como la hiperhibricidad de los tejidos
vegetales, y la acumulacién de gases toxicos, lo que puede afectar la respuesta del
tejido a largo plazo. Por lo tanto, se deben buscar alternativas que resuelvan dicha
problemética. Una posibilidad es utilizar el sistema de inmersion temporal, que
renueva constantemente la atmdsfera y que ha mostrado en la especie Leucojum
aestivum una mayor produccion de alcaloides y liberacion al medio liquido (lvanov ,
Georgiev , Georgiev, llieva , & Pavlov, 2010). El sistema de inmersion temporal,
adicionalmente tiene como ventaja, que no se necesita la destruccion del material
vegetal, y que permite su escalamiento para la produccién en biorreactores. Este
proyecto de grado tiene como propdésito evaluar el efecto del sistema de inmersion
temporal (SIT) en la produccién de alcaloides a partir de bulbillos de Zephyranthes
carinata producidos in vitro; comparar la respuesta respecto al sistema de inmersién
permanente (SIP), y determinar si el inductor quimico acido jasmonico incrementa
su produccion y liberacion al medio de cultivo liquido.

En este estudio se analizan las concentraciones Yy tipos de alcaloides producidos
por bulbillos inducidos in vitro de Zephyranthes carinata, y su liberacién al medio
liquido de cultivo utilizando los sistemas SIT y SIP con o sin el tratamiento de acido
jasmonico. Las evaluaciones incluyen una caracterizacion del material vegetal
propagado bajo esas condiciones.

La finalidad del proyecto es generar conocimiento que permita en primera instancia
optimizar la producciéon de alcaloides de Zephyranthes carinata a gran escala en
biorreactores, y a futuro de otras especies de amarilidaceas nativas de Colombia,
como una alternativa para no depender del material en condiciones naturales o de
invernadero. Adicionalmente, se desarrollé una metodologia que permite un uso
sostenible de este recurso vegetal amenazado debido al deterioro de su héabitat, y
con gran potencial en el desarrollo de productos farmacéuticos.



1. DESCRIPCION DEL PROYECTO

2.1 PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION

La familia Amaryllidaceae se caracteriza por producir alcaloides, que son
metabolitos secundarios vegetales que se sintetizan mediante amino4cidos. Estos
compuestos organicos de tipo nitrogenado generan efectos fisiologicos de distintas
clases, y son importantes por sus propiedades farmacologicas. Los alcaloides mas
relevantes producidos por las amarilidaceas son la galantamina y la licorina. La
primera se utiliza actualmente para el tratamiento en las primeras etapas de la
enfermedad de Alzheimer, debido a sus propiedades de inhibicion de la
acetilcolinesterasa; y la segunda ha mostrado tener un efecto antiviral contra el
poliovirus, el sarampion y Herpes, asi como fuertes actividades antimitéticas y
citotoxicas (Johannes Van Staden, 2016)

No obstante, la produccion de dichos metabolitos secundarios en condiciones
ambientales es baja, por lo cual, la recoleccion de la biomasa vegetal en ambientes
naturales causaria el agotamiento de las plantas silvestres. Por lo tanto, métodos
como el cultivo in vitro ofrecen un enfoque alternativo para dicha problematica,
puesto que permite micropropagar la planta y asi incrementar su numero
exponencialmente. Por otro lado, se han estudiado varias estrategias para aumentar
la produccion de alcaloides en el cultivo in vitro, tales como la optimizacion de los
medios nutritivos, los reguladores del crecimiento, el tratamiento quimico y el
empleo de inductores quimicos (Santos, 2001) .

Estudios realizados por el grupo de investigacion de biotecnologia vegetal de la
Universidad Icesi, han mostrado que en la especie Zephyranthes carinata, el uso de
inductores quimicos como el metil jasmonato y el acido jasménico en el sistema de
inmersion permanente (SIP), aumentan la produccion de alcaloides y su liberacion
al medio liquido in vitro (Alizandre, 2017). Sin embargo, el SIP presenta
inconvenientes como la hiperhibricidad de los tejidos vegetales, y la acumulacion de
gases toxicos, y como consecuencia una posible alteracién de la respuesta por el
dafio del material vegetal. Para mitigar dichas dificultades, se propone el uso del
sistema de inmersién temporal, basado en el contacto intermitente del medio liquido
con los explantes por un corto periodo de tiempo, el cual, renueva la atmosfera y
evita la alta retencion de agua (Mufioz, 2006). No obstante, métodos de extraccion
con solventes miscibles en agua y cuantificacién de alcaloides por medio de la
técnica UPLC acoplado a masas, son eficientes para realizar la identificacion de
alcaloides (Alizandre; Tofifio, 2017).

Siguiendo la linea de investigacion, este proyecto tiene como obijetivo evaluar el
efecto del sistema de inmersion temporal en la produccion y liberacion de alcaloides
in vitro, al igual que su eficacia junto al acido jasmonico, a partir de bulbillos de
Zephyranthes carinata, con el fin de escalar su produccion en biorreactores.



1.2 MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

2.2.1 Amarilidaceas

La familia Amaryllidaceae consiste en plantas terrestres, raramente acuaticas o
epifitas, y hierbas perennes. Los tallos son bulbos y estan cubiertos por una
membrana base denominada tanica. Las plantas tienen hojas alternas y simples,
y flores hermafroditas, actinomorficas de diversos colores (Simpson, 2010) (Figura
1), lo cual hace que sean muy llamativas como plantas ornamentales. Esta familia
se compone de 79 géneros y 1600 especies (Yusti & Velandia, 2013) entre los
géneros mas representativos se encuentran; Crinum, Hippeastrum, Zephyranthes,
Hymenocallis, Cyrtanthus. Se distribuyen geograficamente en regiones tropicales y
subtropicales principalmente (Simpson, 2010). Las amarilidaceas tienen una gran
importancia econémica y cultural, ya que muchas de estas especies son usadas
como condimento, horticolas, plantas ornamentales y medicinales. Este ultimo se
debe a que esta familia produce como metabolitos secundarios compuestos
guimicos denominados alcaloides, los cuales son de gran utilidad para la industria
farmacéutica, puesto que son empleados para la fabricacion de medicamentos
dirigidos a tratar enfermedades neurodegenerativas (Johannes Van Staden, 2016).

Figura 1. Flor de la especie Zephyanthes carinata

La especie Zephyanthes carinata conocida comunmente como zefirante o lirio de
lluvia, es una planta bulbosa herbacea que no supera los 30 cm de altura y
presenta hojas de color verde claro, estrechas. No esta en via de extincién, y es
nativa de Meéxico, Colombiay América Central, ademas de ser usada
ornamentalmente en Colombia, Peru, Argentina, Brasil, entre otros. Esta especie no
se encuentra amenazada y Su uso no representa ningun impacto ambiental
negativo, por lo que, el grupo de investigacion en biotecnologia vegetal de la
Universidad Icesi la ha seleccionado como especie de modelo para optimizar
protocolos que luego puedan ser aplicables a otras especies silvestres de la familia.
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2.2.3 Cultivo in vitro

El cultivo in vitro de plantas es aquel realizado en medios nutritivos asépticos y con
condiciones ambientales controladas y especificas. El cultivo puede ser de plantas,
semillas, embriones, d6rganos, explantes, células y protoplastos, las cuales son
células sin pared celular. Ademas, el cultivo in vitro tiene numerosas aplicaciones.
Entre las ma&s importantes esta la propagacion masiva de plantas o
micropropagacion, produccion de semillas sintéticas, obtencion de metabolitos
secundarios y mejora genética de plantas, entre otros ( Castro & Londofio, 2008).

Como se menciond anteriormente, la micropropagacion es uno de las aplicaciones
mas importantes, puesto que, es un sistema de clonacion, en el cual, a través de un
fragmento de una planta madre se obtiene una descendencia genéticamente
idéntica, denominada clon. Dicha técnica ha permitido incrementar de forma
exponencial el numero de plantas en microexplantes (Zayed, EI-Sham, Berkov ,
Bastida, & Codina, 2011). La reproduccién asexual de plantas es posible gracias a
qgue algunas células vegetales poseen la capacidad de regenerar una planta
completa. Este proceso se denomina totipotencialidad celular, y es caracteristica
de un conjunto de células situadas en apice de la raiz y del tallo, conocidos como
meristemos (Greb & Lohmann , 2016.).

La formacion de plantas completas u 6rganos vegetales dependen del tipo de
hormonas implementadas en el medio y del tejido de partida. Se pueden inducir dos
tipos de respuesta; regeneracion de plantas de forma directa, es decir, regenerar
plantas por la formacion de brotes (organogénesis) o embriones somatica
(embriogénesis), o mediante la induccién de colonias de células indiferenciadas,
llamadas callos, a partir de los cuales bajo condiciones adecuadas son capaces de
generar 6rganos o embriones hasta formar una planta (Mujib, Banerjee, & Magsood,
2013)

En el caso de la amarilidaceas, para la formacion de plantas completas, se utiliza la
técnica twin scale que consiste en cultivar 2 escamas extraidas del bulbo de la
planta original incluyendo una porcién de la placa basal, la cual contiene células
meristematicas que posteriormente se diferenciardn y daran a la formacion de
bulbillos in vitro. Para este proyecto se utiliza la via de organogénesis empleando la
técnica twin scale, ya que hasta ahora en el grupo de investigacion, ésta ha sido la
mejor metodologia para producir mayores niveles de alcaloides a partir de bulbillos
in vitro (Alizandre, 2017). Ademas, se evaluo el sistema de inmersién temporal, ya
gue otros estudios han demostrado una mayor produccién de alcaloides y liberacién
al medio liquido cuando se utiliza este sistema (lvanov , Georgiev , Georgiev, llieva
, & Pavlov, 2010), teniendo como ventaja, que no se necesita la destruccion del
material vegetal, y permite su escalamiento para la produccion en biorreactores.

2.2.3 Sistema de inmersion temporal



Los sistemas de cultivo en medio liquido poseen varias ventajas sobre los medios
sélidos. Algunas de las ventajas son que reducen el costo del medio, simplifican el
manejo a gran escala y aceleran el crecimiento del tejido vegetal (Mufioz, 2006).
Ademas, permite la liberacion de metabolitos secundarios al medio liquido,
permitiendo la extraccion y cuantificacion de alcaloides sin la necesidad de destruir
el material vegetal. Sin embargo, este tipo de cultivos presenta ciertas desventajas:
complejidad de los sistemas mecanicos necesarios para manejar el oxigeno,
mantenimiento de las relaciones hidricas del tejido vegetal, se debe tener agitacion
constante y se pueden generar pérdidas por contaminacion. No obstante, existen
sistemas para superar dichas desventajas, los cuales se pueden agrupar en dos
tipos: sistemas de cultivo sumergido y de inmersion parcial (Mufioz, 2006). Una
forma de inmersion parcial se basa en la utilizacion de flujos de aire a presion que
mueven fluidos entre reservorios y frascos de cultivo, conocidos como sistemas de
inmersién temporal.

El sistema de inmersion temporal (SI) es un sistema semi—automatizado en la
propagacion in vitro. Esta basado en el contacto intermitente del medio de cultivo
liquido con los tejidos (explantes) por un corto periodo de tiempo y la consecuente
renovacion de la atmdésfera gaseosa, para evitar la hiperhidricidad, definida como
un trastorno fisiolégico que se produce en las plantas caracterizado por alta
retencion de agua de los tejidos (Garcia , Benavides , & Escobedo , 2011). Este tipo
de sistema evita la acumulacién de gases toxicos, ya que remueva la atmdésfera al
momento de inyectar aire al sistema. Experimentos realizados en cafia de azlcar
muestran que los tratamientos con sistemas de inmersion temporal estimulan la
multiplicacion del material vegetal, induciendo la formacion de nuevos brotes,
ademas de incrementar la produccion de tejido al compararlos con sistemas
tradicionales en medio semisolido (Bernal, Occeguera, Jimenez, & Rivera, 2002)

El SIT consiste en emplear dos frascos: uno para el crecimiento de los explantes y
otro como reservorio del medio liquido de cultivo, conectados entre si por una
manguera de silicona mediante conectores de vidrio que atraviesan la tapa de los
frascos (Figura 2). En la parte interna del frasco, una manguera de silicona
desciende hasta el fondo para poder absorber el medio liquido. Como
consecuencia, el medio de cultivo circula de un frasco a otro, que depende de un
temporizador programable para la determinaciéon la frecuencia y duracion de la
inmersion. En la tapa de los frascos se colocan filtros hidrofébicos (0,22 um) para
garantizar la esterilidad del aire que se inyecta al sistema, para remover los gases
téxicos que emanan de los tejidos y para mantener la presion del aire que permite
circular el medio liquido de un frasco al otro (Basail, 2005).


https://www.ecured.cu/index.php?title=Filtro_hidrof%C3%B3bico&action=edit&redlink=1

® sombadeaire

=

»e Vélvulareguladora
»=« Vilvulasolenoide

< Filtro de aire hidrofébico

Figura 2 Sistema de inmersion temporal " SIT”. 1. Inicio del ciclo de inmersion de los
explantes. 2. Inmersion o paso del medio de cultivo del frasco reservorio al frasco donde
estan los explantes. 3. Retorno del medio de cultivo al frasco reservorio luego de cumplir el
tiempo de inmersién establecido.

Los autores Ivan Ivanov y colaboradores (2010) evaluaron la produccién de
galantamina y otros alcaloides de Leucojum astivum empleando el sistema de
inmersion temporal, y establecieron que tanto la frecuencia de inmersion y la
temperatura tuvieron un efecto significativo sobre la acumulacién de biomasa y la
concentracion de los alcaloides (Ilvanov, Georgiev, llieva, & Pavlov, 2010). En este
proyecto se evalud el sistema de inmersion temporal, ademas de evaluar su efecto
junto con el inductor quimico acido jasmaonico, el cual ha demostrado aumentar la
produccion de alcaloides y su liberacion del tejido vegetal al medio liquido
(Alizandre, 2017) para facilitar la automatizacién de su produccién y extraccion sin
tener que destruir el tejido vegetal.

2.2.4 Metabolitos secundarios

En ambientes naturales las plantas estan expuestas a multiples factores abiéticos y
bidticos como son la sequia y organismos como bacterias, virus, hongos, insectos
entre otros, que afectan la fisiologia y adaptacion de la planta (Montes, 2009). No
obstante, las plantas han desarrollado diversas estrategias de defensa contra estas
condiciones de estrés, entre las cuales se incluyen la sintesis de metabolitos
secundarios (Sepulveda & Rocha, 2005 ). La biosintesis de los metabolitos
secundarios se realiza en estados especificos del desarrollo y periodos de estrés
de las plantas, y se diferencian del metabolismo primario porque no desempefian



una funcion esencial en la planta, tal como la fotosintesis, la respiracion y el
transporte de solutos. Ademéas no son universales en el reino vegetal, son vias
metabdlicas que llevan a la formacién de compuestos caracteristicos de un grupo
taxondémico (Sedici, 2012).

Una importante via de sefalizacion contra los insectos herbivoros es la via
octadecanoide, que conduce a la produccion de una hormona vegetal conocida
como acido jasmonico (AJ), la cual aumenta su concentracion en la planta en
respuesta al dafio causado por herbivoros, y como consecuencia la produccion de
proteinas involucradas en la defensa de la planta. Ademas, induce genes que
codifican enzimas principales para la biosintesis de metabolitos secundarios,
aungue no es del todo claro el proceso, se conoce que el AJ se conjuga con la
isoleucina por la enzima JAR 1 (resistente al jasmonato 1), y el conjugado resultante
JA-lle se une a COI1 (coronatine insensitive) (Lincoln & Zeiger, 2010). Luego, dicho
complejo se une a JAZ, un represor de la transcripcion que conduce la
poliubiquitinacién, proceso de degradacion de proteinas en el proteosoma 26s
(Zamudio & Pefa, 2012). MYC2 (factor de transcripcion) inicia la transcripcion de
genes dependientes de &cido jasmonico (Figura 3) El acido jasmonico induce la
expresion de las enzimas PAL (phenylalanine ammonia-liase); y TD (tyrosine
decarboxylase) las cuales catalizan los primeros pasos de la ruta metabdlica de los
alcaloides de Amaryllidaceae (Figura 4), empezando por la formacion del
intermediario O-metilnorbelladina. El acoplamiento oxidativo de -Ortho-para fenol
con el intermediario, resulta en la formacién de licorina, y de para-orto fenol, en la
formacion de galantamina.
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Figura 3 . Modelo que muestra la sefializacion que induce el acido jasménico para la
biosintesis de metabolitos secundarios.
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Figura 4 . Ruta biosintética de los principales alcaloides.

El &cido jasmédnico es sintetizado a partir del acido linolénico, que se libera de los
lipidos de la membrana vegetal (Lincoln & Zeiger, 2010). Posteriormente, el
producto de esta ruta es transportado del cloroplasto al peroxisoma donde se oxida
y se convierte en acido jasmonico (Figura 5)
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Figura 5 . Biosintesis del acido jasmonico

La presencia de acido jasmoénico en los tratamientos tiene como objetivo aumentar
la concentracién de alcaloides, como lo reporto Alizandre (2017). En este proyecto
de grado se empled una concentracién de 50 yuM de acido jasmonico, puesto que
fue la concentracién para la cual se produjo una mayor concentracioén de alcaloides
(Alizandre, 2017).

2.2.5 Alcaloides

Los alcaloides de Amaryllidaceae constituyen un grupo importante de bases
naturales que poseen una diversidad de estructura y funcionalidad. Estos
compuestos han atraido la atencion generalizada debido a sus mdultiples
propiedades biolégicas. Se han aislado mas de 100 alcaloides de miembros de
Amaryllidaceae, pudiéndose clasificar en su mayoria en ocho subgrupos



principales; licorina, licorenina, narciclasina, galantamina, crinina, pretazetina,
latisodina y montanina (Figura 6) (Martin, 2008).

Los alcaloides mas relevantes son la galantamina y la licorina. La primera es un
inhibidor de la acetilcolinesterasa (AChE) de accién prolongada, selectiva,
reversible y competitiva comercializada como una sal de bromhidrato con los
nombres de Razadine y Nivalin y que sirven para tratar enfermedades
neurodegenerativas como el Alzhéimer (Ptak, y otros, 2008). La licorina, y de interés
mayor en este proyecto por sus amplias actividades biolégicas y farmacologicas,
como la Inhibicion de la AChE y supresion de la biosintesis del acido ascorbico, la
convierten en un farmaco prometedor, con el objetivo de producir nuevos agentes
contra el cancer. Ademas, se ha empleado en la inactividad contra una serie de
virus de la gripe MDCK (Zhong Jin, 2016). Del mismo modo, se ha encontrado
evidencia de ser producida por la especie Zephyranthes carinata (Alizandre, 2017).

Investigaciones realizadas por Alizandre (2017) y Tofifio (2017) en el grupo de
investigacion de biotecnologia vegetal de la Universidad Icesi han demostrado que
la especie Zephyanthes carinata presenta diversos tipos de alcaloides: licorina,
licoramina, hemantamina, hamaina, zaideina y vitatina, entre otros desconocidos
(Figura 5). Si bien su concentracién in vitro es menor (0,0022% p/p) que la obtenida
a partir de material cultivado en condiciones de invernadero (0,0047% p/p) es
necesario optimizar otras metodologias para aumentar la produccion de estos
alcaloides, para realizar investigaciones dirigidas a determinar la accion de estos
compuestos con fines terapéuticos. El inductor quimico; &cido jasmonico ademas
de que aumenta la concentracién de los alcaloides, también inducen su liberacion
al medio liquido (Alizandre, 2017). Este tratamiento, en combinacion con la
inmersion temporal podrian permitir desarrollar una metodologia de produccion que
no dependa de destruir el material vegetal para la extraccion y purificacion de los
alcaloides de interés
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Figura 6 . Tipos de alcaloides producidos por la familia de plantas Amaryllidaceae



2.2.6 Elicitores o inductores quimicos

A los metabolitos secundarios se les atribuye muchas funciones asociadas con la
proteccion de la planta contra agentes patdgenos, asi como su resistencia a factores
de estrés biotico y abibtico; por lo tanto, varias estrategias se implementan para
aumentar dichos metabolitos secundarios por medio de elicitores o estrés abibtico.
Los elicitores son compuestos quimicos o biofactores derivados de varias fuentes
que pueden inducir cambios fisioldgicos y/o morfoldgicos en el organismo vegetal
(Berkov, Ivanov, Georgiev, & Pavlov, 2014).

Algunos estudios han evaluado el efecto de inductores quimicos con distintas
especies de la familia Amaryllidaceae. Uno de éstos es el compuesto 4-O-
metilnorbelladina, que es un precursor comun de los alcaloides de esta familia. Al
adicionarlo al medio liquido en diferentes concentraciones y durante diferentes
periodos de tiempo, estimula altamente la biosintesis tanto de galantamina como de
la licorina en la especie Leucojum aestivum (Saliba, Ptak, & Laurain, 2015).

Por otro lado, un estudio realizado con la especie Narcissus confusus consistio en
la evaluacion del efecto de cuatro inductores quimicos; metil jasmonato, acido
araquiddnico, acido salicilico y quitosan, en el crecimiento del tejido vegetal, la
cantidad de alcaloides producidos en el material vegetal y su nivel de liberacién al
medio liquido (Colque, Viladomat, & bastida, 2004). Dicho experimento demostré
una relacion indirectamente proporcional entre la concentracion de inductor y el
crecimiento del material vegetal. Esto se debe a que ciertos inductores quimicos
inducen la expresién de las enzimas PAL (phenylalanine ammonia-liase); y TD
(tyrosine decarboxylase), las cuales catalizan los primeros pasos de la ruta
metabdlica de los alcaloides de Amaryllidaceae. Sin embargo, ain no se conoce su
modo de accién en la liberacion de alcaloides al medio de cultivo liquido. Los otros
elicitores empleados no tuvieron ningun efecto significativo en la produccion de
alcaloides (Colque, Viladomat, & bastida, 2004). Por otro lado, estudios en la
especie Leucojum aestivum realizado por Ivanov y colaboradores (2013), evaluaron
el efecto de acido jasmonico en el crecimiento del tejido vegetal y en la produccion
de alcaloides, reportando un incremento de 1.26 veces de crecimiento en relaciéon
al control, y con la adicién de acido jasmonico, una producciéon de mayor cantidad
del alcaloide galantamina y licorina. (Ilvanov, Georgieva, & Pavlov, 2013).

En el proyecto de grado de Alizandre (2017) se evalud el efecto de los inductores
quimicos, metil jasmonato y acido jasmodnico, donde se demostro que las mayores
concentraciones de alcaloides liberados al medio liquido con usos farmacolégicos
reportados son; la licorina, licoramina, hamaina y hemantamina, obtenidos en el
tratamiento con 50 uM de acido jasmoénico. Por lo tanto, el objetivo de este proyecto
era evaluar el efecto del acido jasmoénico, conjuntamente con el sistema de
inmersion temporal, como alternativa para incrementar la produccién de los



alcaloides y su liberacion al medio liquido, para su posterior aislamiento y
purificacion.

2.2.7 Extraccion y cuantificacion de alcaloides

Existen tres métodos para la extraccion de alcaloides: extraccion de alcaloides con
solventes inmiscibles en agua, extraccidon con agua acidulada y extraccidon con
soluciones de sales de reaccion acida (Sharapin, 2000). Para este proyecto de
grado se empled la extraccion con solventes miscibles en agua que consiste en
utilizar como solventes el metanol y el etanol, los cuales son de alta polaridad y
permiten extraer alcaloides del material vegetal (Gennaro, 2000). No obstante, se
requiere la adicién de compuesto acido, que permite la formacién de alcaloides en
su estado de sal y elimine impureza.

Para determinar la presencia se emplearon dos técnicas; la prueba de Dragendroff
y la técnica UPLC/MS (cromatografia liquida de ultra resolucién acoplada a masas).
La primera consiste en realizar una cromatografia de capa fina, y posteriormente
rociar con el reactivo de Dragendroff; compuesto de nitrato de bismuto (Bi (NO3) 3),
acido tartarico y yoduro de potasio (KI). Dicho reactivo revela la presencia de
alcaloides con la formacion de un precipitado de color naranja rojizo (Arango, 2008).
La segunda técnica (UPLC/MS) determina la identidad y cantidad de alcaloides, sin
embargo, es altamente sensible y no requiere de gran cantidad de muestra.
Ademas, la ventaja de esta técnica rige en su capacidad para separar compuestos
no volétiles (Skoog, 2007).

Los proyectos de grado de Alizandre (2017) y Tofifio (2017) demostraron que la
concentracion de los alcaloides extraidos con solventes miscibles en agua a partir
de los tejidos producidos in vitro puede ser detectados eficientemente por método
cromatografico empleando UPLC acoplado a masas.

2.2.8 Contaminacion In vitro

Uno de los problemas mas importantes en el desarrollo de la biotecnologia vegetal
y especialmente del cultivo in vitro de células y tejidos ha sido la contaminacion
microbiana. Aunque se han establecido protocolos y metodologias para el manejo
del material vegetal in vitro, la contaminacion sigue teniendo un alto indice de
afectacion, sobre todo en la fase de multiplicacion donde se reportan pérdidas
significativas por bacterias, hongos y levaduras (Hernandez & Efrain, 2012). De tal
manera, se debe detectar los microorganismos que estén afectando el material
vegetal, utilizando materiales de bajo costo como el medio LB, que contiene peptona
de caseina y extracto de levadura que proporcionan al medio los nutrientes
necesarios para el desarrollo 6ptimo de la mayoria de los microorganismos.



2.3 OBJETIVO GENERAL

Incrementar la produccién de metabolitos secundarios in vitro, bajo condiciones
aplicables a biorreactores

Objetivos especificos

1. Comparar la produccion de alcaloides en el sistema de inmersién temporal
(SIT) con el sistema de inmersion permanente (SIP), a partir de bulbillos de
Zephyranthes carinata producidos in vitro

2. Comparar el efecto del &cido jasmonico en la produccién y liberacion de
alcaloides al medio liquido utilizando el sistema de inmersién temporal (SIT)
y el sistema de inmersion permanente (SIP)

2.4 MATERIALES Y METODOS

Este proyecto de grado se desarroll6 en el laboratorio de biotecnologia vegetal de
la Universidad Icesi. El material vegetal de partida fueron bulbos de la especie
Zephyranthes carinata cultivados en el invernadero de la Universidad Icesi. El
invernadero se mantiene en condiciones de luz atenuada con una poli-sombra para
simular las condiciones de sotobosque, a las cuales estan adaptadas estas especies
de plantas. Las plantas se sembraron en potes de 3 kg con tierra previamente
fertilizada (Figura 7), fueron regadas manualmente dos veces a la semana y se
realiz6 mantenimiento una vez por semana para evitar el crecimiento de maleza. La
temperatura del invernadero vario entre un minimo de 19 °C (en la noche) y un
maximo de 30 °C (en el dia) durante los meses en los que se realizo la colecta del
material vegetal.



Figura 7. Plantas de la familia Amaryllidaceae creciendo bajo condiciones de invernadero

en la Universidad Icesi.

Los bulbos colectados del invernadero fueron empleados para la induccién de
bulbillos in vitro utilizando la técnica de twin-scales. Posteriormente, los bulbillos
formados in vitro se utilizaron para realizar los diferentes tratamientos para la
evaluacion de produccion de alcaloides tanto bajo el sistema de inmersion temporal
(SIT) con vy sin la adicién del inductor acido jasmonico (AJ), y su comparacion con

el sistema de inmersién permanente (SIP, control y AJ) (Figura 8)
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Figura 8. Esquema general del procedimiento para la induccion y formacion de bulbillos, y
los tratamientos empleados. Sistema de inmersiobn permanente (SIP) y sistema de
inmersion temporal (SIT) ubicados en el Centro de Internacional de Agricultura Tropical
(CIAT) o en la Universidad Icesi.
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2.4.1 Recolecta del material vegetal en el invernadero para la induccion de
bulbillos in vitro

Se seleccionaron bulbos de 15 a 20 mm de diametro de plantas que no estuvieran
florecidas, dado que es el estado fisiolégico éptimo para inducir la formacién de
bulbillos in vitro (Geraldine Restrepo, Departamento de Ciencias Biolbgicas,
Universidad Icesi, comunicacion personal). Los bulbos fueron cosechados en toallas
de papel humedecido (Figura 9) para evitar su deshidratacion y posteriormente
desinfectados superficialmente para iniciar el cultivo in vitro. La colecta se realizé
en los meses de febrero, marzo, abril y mayo del 2017

Figura 9. Bulbo de Zephyranthes carinata seleccionado y colectado en el invernadero.

2.4.2 Desinfeccion del material vegetal

El protocolo de desinfeccion superficial utilizado fue el optimizado por Gémez
(2017). Este proceso se divide en dos secciones:

A. En el cuarto de lavado:

1. Se retiraron las hojas y las raices de los bulbos. Al igual que las escamas
externas.

2. Los bulbos se lavaron con abundante agua y detergente Extran® al 50%
para eliminar el exceso de tierra.



3. Por cada 3 bulbos de utilizé 200 ml de una solucién que contenia MERCK
TEGO 51 (Dodecil Dietilen Diaminoglicina y Dodecilano Propilglicina
9.0%, Excipientes C.S.P.100%) al 2%. Los bulbos se sumergieron en esa
solucién por 5 minutos con agitacion.

4. Posteriormente, los bulbos se lavaron con agua para eliminar el exceso
de jabdn

B. En la cabina de flujo laminar:

5. Se sumergieron los bulbos en etanol al 70% por 1 minuto con agitacion
constante.

6. Se realiza enjuague con agua estéril por 1 minuto, y con agitacion
constante para eliminar el exceso de etanol.

7. Se retira el agua y se adiciona agua estéril de nuevo para evitar la
deshidratacion de los bulbos.

8. Se corta trasversalmente el bulbo retirando la parte apical, y se corta la
parte basal en 4 partes iguales conservando la placa basal (Figura 10A).

9. Se enjuagaron con agua estéril con el fin de retirar el mucilago producido.

10.Se sumergieron los bulbos cortados en etanol al 70% por 1 minuto con
agitacion constante.

11.Se realizd enjuague con agua estéril por 1 minuto, y con agitacion
constante para eliminar el exceso de etanol

12. Luego se sumergio en 150 ml de una solucion de hipoclorito de sodio al
1,5% con 4 gotas de Tween 20 por cada 100 mL de solucién durante 20
minutos con agitacion constante.

13.Se realizan 3 enjuagues con agua destilada por 3, 10 y 15 minutos
consecutivamente

14. Se retira el agua y se adiciona huevamente agua destilada para evitar la
deshidratacion de los bulbillos mientras se procede con el protocolo para
Su respectivo cultivo in vitro.

2.4.3 Induccion de bulbillos in vitro a partir de twin-scales aislados de bulbos de
plantas cultivadas en el invernadero

Después del proceso de desinfeccion de los bulbos del invernadero, se empleé la
técnica twin scale (Gomez, 2017) para la induccion de formacién de bulbillos in vitro.
Esta técnica consiste en separar de a dos escamas por vez de cada cuarto del
bulbo, asegurandose de que estén unidas por la placa basal con la ayuda de un
estereoscopio (Nikon model C-LEDS). Cada par de escamas se siembra en una
compota con medio MSAL, para un total de dos o tres pares de escamas por
recipiente, asegurando que el area de la placa basal del explante esté en contacto
con el medio de cultivo para garantizar la apertura de las escamas y la formacién
de los nuevos bulbillos Figura 10B).



Figura 10. (A) Cortes realizados al bulbo para la desinfeccién del material vegetal. (B)
Separacion de las escamas del bulbo, dos por vez unidas en su base por la placa basal,
para la siembra e induccién de la formacién de bulbillos in vitro mediante la técnica twin-
scale.

En este proyecto se procesaron un total de 5 bulbos del invernadero para la siembra
de 70 pares de escamas, las cuales indujeron alrededor de 126 bulbillos. De los
bulbillos inducidos se seleccionaron un total de 115 bulbillos para realizar las
evaluaciones en este proyecto (bulbillos de 5, 6 y 7 meses de edad, Cuadro 1). Sin
embargo, para poder evaluar todas las variables propuestas en este trabajo, se
requerian un total de 240 bulbillos. La falta del material disponible en el invernadero,
y la restriccion de tiempo para ejecutar esta investigacion, obligd a utilizar otros
bulbillos que se habian propagado con anterioridad en el laboratorio (bulbillos de
16, 18 y 26 meses de edad, Cuadro 1). En todos los casos, los bulbillos fueron
propagados en medio MSA1 y sub-cultivados cada mes y medio. Los cultivos in vitro
se mantuvieron en un cuarto a una temperatura de 25°C, con un fotoperiodo de 16
h bajo luz blanca 8h de oscuridad y humedad relativa de 44%. Después de 1 mes
de induccidn, los bulbillos fueron sub-cultivados en frascos con 25 ml de medio MS
para su crecimiento. Posteriormente, se sub-cultivaron en MS cada mes y medio, y
finalmente un mes antes de su uso.

Cuadro 1. Namero y edad de los bulbillos utilizados en el presente estudio. Los bulbillos de
5, 6 y 7 meses de edad fueron inducidos en este proyecto de grado, mientras los bulbillos
16, 18 y 26 meses de edad fueron subcultivados de materiales anteriores que se tenian en
el laboratorio.

EDAD NUumero

de

bulbillos
26 124
18 50
16 26

7 38



2.4.4. Preparacion de los medios MS y MSA1 para la induccion y crecimiento de
bulbillos in vitro

El medio MSA1 consiste en el medio basal MS (Murashige & Skoog, 1962) al cual
se le adiciona 0.6 mg/L BAP (Cuadro 2). Este medio por lo general induce la
formacién de uno o mas bulbillos a partir del 70% al 100% de las escamas (twin-
scale) cultivadas (Chamorro, 2016, Alizandre, 2017, Tofifio, 2017, y Gomez, 2017).

Cuadro 2. Composicién de los medios de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) y MSA1
utilizados para la induccion de bulbillos in vitro y posterior subcultivo.

MS MSA1
mg/L mmol/L mg/L mmol/L
MACRO-ELEMENTOS
NH4 NO3 1650 20,61 165 20,61
KNO; 1900 18,79 1900 18,79
MgSO4 180,7 1,50 180,7 1,50
KH2PO4 170 1,25 170 1,25
MICRO-ELEMENTOS
H3BO; 6,2 0,100 6,2 0,100
MnSO4x H,0 16,9 0,10 16,9 0,10
ZnSO4x 7H,0 8,6 0,0299 8,6 0,0299
Na;MoO4x 2H,0 0,25 0,0010 0,25 0,0010
CuSO4x 5H,0 0,025 0,00010 0,025 0,00010
CoCl, x 6H,0 0,025 0,0001 0,025 0,0001
Kl 0,83 0,0050 0,83 0,0050




CaCl, 332,2 2,99 332,2 2,99
Na2EDTA x 2H20 37,26 0,1052 37,26 0,1052
FeSO4x 7H,0 27,80 0,1000 27,80 0,1000
VITAMINAS
Acido nicotinico 0,50 0,0024 0,50 0,0024
Piridoxina. HCL 0,1 0,0003 0,1 0,0003
Tiamina X HCL 2 0,0266 2 0,0266
Glicina 100 0,5551 100 0,5551
Mioinositol 0,50 0,0041 0,50 0,0041
REGULADORES DE
CRECIMIENTO
BAP (citoquinina sintética 6-
bencilaminopurina) 0.6
Fuente de Carbén
Sacarosa 30000 87,64 30000 87,64
Agente gelificante
gellan gum 2000 2000
pH 5,8 5,8

Para la elaboracion de medio MS o MSA1 sdlido, primero se esterilizan en la
autoclave los recipientes donde se va a servir el medio, en este caso frascos de
compotas con tapas de pasta o aluminio. Para 1 L de medio MS se necesitan 40
compotas estériles. Posteriormente se preparan por separado el agente gelificante
gue se esteriliza por autoclave, y el medio base que se esteriliza por filtracién para
evitar afectar los reguladores de crecimiento. Finalmente reconstituir el medio,

uniendo estos dos componentes como se describe a continuacion.




Preparacion del gelificante:

1.

2.

o

Se agreg6 a un frasco Schott de 1 L, 2g de agente gelificante en 500 ml de
agua destilada, y se tapa.

Después de la preparacion, se esteriliza la solucion en una autoclave
TUTTNAUER 3150EL a temperatura 121°C y 120 PSI, con un tiempo de
esterilizacion de 15 minutos y con un tiempo de secado hasta que el equipo
llegue a 85°C.

Posteriormente, se prepar6 el medio en un beaker de 1 L disolviendo 4,43
g/L de sales de Murashige & Skoog (MS) (PhytoTech Laboratories) en 200
ml de agua desionizada tipo 2, en una plancha con agitacion constante hasta
disolver las sales.

En el caso del medio MSA1, se adicion6 de la solucion stock de BAP un
volumen suficiente para alcanzar una concentracion final de 0,6 mg/L BAP.
En el caso del medio MS, no se agregé regulador de crecimiento.

Se agreg6 30 g de sacarosa y se llevo el volumen final a 500 ml, se agité
hasta obtener una solucibn homogénea

Se calibra el pH a 5.8.

En un frasco Schott estéril de 1 L dentro de la cabina de flujo laminar, se
esterilizo la solucion filtrandola al vacio con una membrana de celulosa de
0.22um.

Adicion del gelificante al medio base de cultivo

8.

9.

El medio base esterilizado por filtracion se calenté en el horno microondas
por un lapso de 2 minutos, y se mezcl6é dentro de la cabina de flujo laminar
con el gelificante ya esterilizado por autoclave, hasta homogenizar con
agitacion manual

Posteriormente, se sirvieron 25 ml de medio en cada compota estéril

10. Se deja enfriar por un tiempo de 40 minutos, después se sella y rotula.

Después de preparar el medio, se debe esperar al menos dos dias para descartar
posibles fuentes de contaminacion.

2.4.5 Evaluacién del material vegetal inducido in vitro antes del cultivo en sistemas
de inmersién

Se realiz6 una caracterizacion fenotipica de los bulbillos utilizados acorde a la edad
de induccioén in vitro. Se cuantificdé el nimero de hojas jovenes y expandidas por
bulbillo. Adicionalmente, se determiné el largo y el diametro de cada bulbillo. Para
ello se utilizé un calibrador Pie de Rey Discover®. Las medidas se realizaron a
través del frasco de compota para evitar contaminar el material vegetal antes de su
cultivo en el sistema de inmersion. Estas mediciones tenian por objeto dar un



estimado relativo de las diferencias en tamafio de los bulbillos utilizados. El largo
del bulbillo corresponde a la longitud entre la base de la placa basal y el inicio donde
emergen las hojas. Se definid como hojas jovenes a las hojas recién emergidas y
de menor longitud, y a hojas expandidas a las que su tamafo llegara hasta la tapa
del frasco de cultivo (Figura 11). Una vez evaluados los bulbillos, se procedio a
eliminar todas las hojas del material bajo condiciones de asepsia, y se cultivaron los
bulbillos desprovistos de hojas de acuerdo a los tratamientos descritos a
continuacion.

~ expandidas

jovenes

Figura 11. Bulbillos in vitro con sus respectivas hojas jévenes y expandidas

2.4.6 Cultivo de bulbillos in vitro para produccién de alcaloides

El nimero de bulbillos necesarios por cada tratamiento se determiné teniendo en
cuenta la investigacion realizada por Alizandre (2017). En ese trabajo se utilizaron
Erlenmeyer de 50 ml, y se colocaron 5 bulbillos en 10 ml de medio liquido. Los 5
bulbillos dieron en promedio al menos 11.500 mg de material fresco, cantidad limite
para poder detectar la produccion de alcaloide por repeticion de cada tratamiento.

Sin embargo, en este proyecto de grado fue necesario utilizar Erlenmeyers cinco
veces mas grandes, de 250 ml, dado que el sistema de inmersién temporal requiere
una mayor cantidad de medio liguido de al menos 40 ml para funcionar
eficientemente. Con base a este requerimiento y el trabajo previo de Alizandre
(2017), se decidié mantener la misma proporcion de medio liquido por bulbillo (1
bulbillo: 2 ml de medio). Es decir, cultivar 20 bulbillos in vitro por 40 ml de medio en
Erlenmeyers de 250 ml.

Debido a la falta de disponibilidad de suficientes bulbillos de una sola edad para
todos los tratamientos, en cada repeticion se realizé una mezcla de 20 bulbillos in
vitro de distintas edades de induccion (Cuadro 3). Las edades de los bulbillos las
podemos dividir en dos categorias: menores de 16 meses de edad, y de 16, 18 0 26
meses de edad. Para evitar posibles variaciones en la produccion de alcaloides



entre los tratamientos debido a las diferencias de edad de los bulbillos, se decidié
distribuir equitativamente los bulbillos en cada repeticion por tratamiento segun su
edad como se muestra en el Cuadro 3. La proporcion de cada edad por recipiente
se definioé acorde a la disponibilidad del material.

Cuadro 3. Distribucion de bulbillos por edad por repeticién (Erlenmeyer de 250 ml) por
tratamiento utilizados para la produccion de alcaloides

Edad  No. Bulbillos

26 10
18 3
16 1
7 2
6 3
5 1
TOTAL 20

2.4.6.2 Cultivo de bulbillos in vitro para produccion de alcaloides en el sistema de
inmersion temporal (SIT).

El sistema de inmersion temporal (SIT) consiste en dos recipientes de cultivo (en
nuestro caso Erlenmeyers), en uno esté el tejido vegetal y en el otro esta el medio
de cultivo (Figura 9). Estos recipientes estan interconectados con mangueras, y a
su vez, conectados a una bomba que cuando se activa, permite la inyeccién de aire
al sistema para movilizar el medio liquido de un recipiente a otro por presion. De
esta forma, el tejido puede estar inmerso en el medio liquido por un tiempo
determinado y controlado. Para instalar el SIT, se necesitan dos “controladores de
tiempo” que son programados para las establecer las frecuencias de inmersion
durante el dia. Uno de los controladores abre una valvula solenoide que permite la
penetracion del aire a uno de los Erlenmeyers, y como resultado el liquido se pasa
por medio de las mangueras, de un recipiente a otro. Después del tiempo
establecido de inmersion, se cierra esta valvula y se abre otra mediante el segundo
controlador de tiempo, permitiendo la entrada de aire y de este modo, el liquido pasa
de nuevo al recipiente inicial (Rosales, Rodriguez, & Omar, 2003).

El montaje del sistema de inmersion temporal (SIT) se realizé en las instalaciones
del laboratorio de cultivo de tejidos de la Unidad de Investigacion en Biotecnologia



del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), Palmira, bajo la coordinacion
y supervision de Roosevelt Escobar, investigador que tiene amplia experiencia con
este tipo de sistemas, y que cuenta con las instalaciones necesarias.

Para el ensamblaje del SIT se utilizaron Erlenmeyers de 250 ml, mangueras de
silicona autoclavable de 1/8"ID x 1/4"OD y de 3/16"ID x 5/16"OD (Tygon Silicone
Tubing), filtros hidrofébicos de 0,22 mm para filtrar el aire de entrada al sistema, y
tapones de Erlenmeyer especiales para alimentos, en los cuales se insertan por
corte y presion dos tubos de vidrio de 72mm de largo y 5mm de diametro
atravesando cada tapon, con los que se sellan los Erlenmeyer (Figura 12A).

El proceso de ensamblaje por cada set (repeticion) de SIT consistié en lo siguiente:

3.

1. Cortar la manguera de 1/8"ID x 1/4"OD a una longitud aproximada de 5cm
2.

Cortar la manguera de 3/16"ID x 5/16"OD mm en dos longitudes diferentes;
una de aproximadamente 15 cm vy la otra de 10 cm.

Introducir una parte de la manguera de 1/8"ID x 1/4"OD dentro de la de mayor
diametro (3/16"ID x 5/16"0D) y de menor longitud (10 cm de longitud), y el
otro extremo de la manguera de 3/16"ID x 5/16"OD se conect6 a uno de los
tubos de vidrio insertado en el tapon por el lado interno

. Dicho proceso se realiz6 con todos los tapones, y para cada montaje se

necesité un par Erlenmeyer de 250 ml con su respectivo tapon.

Cada sistema SIT consiste en dos Erlenmeyers por repeticion, que estan
unidos por la manguera de 15 cm de longitud en el exterior de los tapones,
insertadas en el tubo de vidrio por el lado externo del tapon, que por el lado
interno tiene unida la manguera de 10 cm de longitud (Figura 12B) conexién
por la cual se absorbe y se pasa el medio liquido de un recipiente a otro.

En el tubo de vidrio que se encuentra libre, se coloca la manguera de mayor
diametro con una longitud aproximada de 5cm, a la cual, en su otro extremo
se le coloca el filtro de aire.

Por ultimo, el extremo del filtro se conecta con el sistema de mangueras del
cuarto de cultivo in vitro, que tiene una temperatura de 28°C con un
fotoperiodo de 12 h luz blanca: 12h oscuridad (figura 12C)



Figura 12. Proceso de ensamblaje del sistema de inmersion temporal (SIT). A) tapon
insertado con tubos de vidrio. B) Ensamble de mangueras en los tubos de vidrio. C)
Sistemas ensamblados y conectados a las mangueras.

Cada sistema SIT se esterilizé en la autoclave durante 1 hora antes de colocar los
respetivos medios de cultivo dentro del Erlenmeyer. En la cabina de flujo laminar,
para cada SIT se adiciono 40 ml del medio de cultivo previamente esterilizado en
uno de los Erlenmeyer, y se dej6 almacenado en la oscuridad a temperatura
ambiente por dos dias para descartar los posibles medios contaminados antes de
colocar los bulbillos in vitro en cada tratamiento. Para el momento de la siembra de
los bulbillos, se llevo cada sistema SIT dentro de la cabina de flujo laminar y se
colocaron los bulbillos previamente desarrollados in vitro (acorde a la seccién 2.4.6.)
dentro de Erlenmeyer que contenia el medio de cultivo. Este procedimiento se
realiz6 con cuidado de no tocar la boquilla del recipiente, posteriormente la boquilla
de cada Erlenmeyer se flameo, se sell6 con el tapon respectivo, y se colocaron
amarras alrededor del tapdén para que éste no se saliera debido a alta presién que
se genera al circular aire por el sistema. Se evaluaron dos tipos de medios liquidos,
el MS sin (control) o con 50 uM de acido jasmonico (MSAJ). Para cada medio se
evaluaron 3 repeticiones, cada una con 20 bulbillos de acuerdo a la composicién de
edades indicadas en el Cuadro 3, para un total de 60 bulbillos evaluados por cada
medio, y de 120 bulbillos evaluados para los dos tratamientos (MS y MSAJ). El
temporizador se programé para que los bulbillos estuvieran sumergidos en el medio
de cultivo liquido respectivo por 15 minutos con una frecuencia de inmersion cada
8 horas. El sistema estuvo en un cuarto de cultivo a 28°C con un fotoperiodo de 12
h luz blanca 12h oscuridad, Se realizaron evaluaciones visuales periédicas cada 7



dias aproximadamente para confirmar el estado de desarrollo de los bulbillos y
confirmar si habia contaminacion del medio liquido. El experimento duro 13 dias,
tiempo aproximado al utilizado por Alizandre (2017)

2.4.6.1 Cultivo de bulbillos in vitro para produccion de alcaloides en sistema de
inmersion permanente (SIP, control)

Este proyecto de grado se baso en el trabajo previo realizado por Alizandre (2017),
en el cual se empled el sistema de inmersidbn permanente (SIP) para evaluar la
produccion y liberacion de alcaloides del material vegetal al medio liquido,
experimentos realizados en la Universidad Icesi. Por lo tanto, el SIP se utiliz6 como
tratamiento control para comparar la eficacia del SIT. Dado que el SIT se encontraba
en las instalaciones del CIAT, fue necesario incluir un control SIP adicional en la
Universidad Icesi, debido a las diferencias en temperaturas y fotoperiodo entre los
cuartos de cultivo de las dos localidades, factores que pueden afectar la sintesis de
alcaloides.

En el caso de SIP, los Erlenemyer se taparon con papel aluminio, se esterilizaron
en la autoclave y el medio de cultivo liquido esterilizado por filtracion fue servido en
la cabina de flujo laminar. Una vez cultivados los bulbillos in vitro como se describi6
en la seccion 2.4.5, los Erlenmeyer se colocaron en un skaker Heidolph tipo Unimax
1010DT a 110 rpm por 13 dias. Se evaluaron 2 repeticiones para cada medio de
cultivo liquido, cada repeticion con 20 bulbillos, para un total de 40 bulbillos por
medio MS sin &cido jasmonico (control) o con 50 uM de &cido jasmoénico (MSAJ) en
el CIAT bajo las mismas condiciones de temperatura, fotoperiodo y humedad
relativa utilizadas con el sistema SIT en el CIAT (28°C con un fotoperiodo de 12h
luz blanca; 12h oscuridad); y una sola repeticion de medio MS (control) y una de
MSAJ para un total de 20 bulbillos por tratamiento en las instalaciones de la
Universidad Icesi a 16 h de luz blanca y 8 h de oscuridad, temperatura de 25°C y
humedad relativa de 44%.

2.4.7 Preparacion del medio MSAJ liquido con o sin &cido jasmonico para el
cultivo de bulbillos in vitro en el SIT y SIP

El medio MSAJ es un medio MS liquido que contiene 50 uM de acido jasmoénico.
Para preparar la solucién stock de 1000 ppm (1mg/ml) de &cido jasmonico (AJ), se
disolvié el AJ en el menor volumen posible de etanol absoluto y se llevo al volumen
final con agua deionizada tipo 2. El stock fue esterilizado por filtracién a través de
una membrana de 0,22 p, proceso que se realizd en la cabina de flujo laminar.
Posteriormente, el stock estéril se alicuot6 en tubos Eppendorf y se almacendé en la
nevera hasta su uso. Para preparar 1 L de medio MSAJ 50 uM, se preparo el medio
MS sin BAP y sin gelificante, y se esterilizé por filtracién de acuerdo al Cuadro 2 y
la Seccion 2.4.4. Posteriormente, se agrego6 10,5 ml del stock AJ 1 ppm por cada 1
L de medio liquido en la cabina de flujo laminar, se homogenizé bien manualmente,
y se sirvio 40 ml de medio MSAJ por cada Erlenmeyer de 250 ml.



1ml 210,27 mg 1mmol 50 umol 11
mg X Tmmol “1x10%umol” [ 10000ml

x 1000ml

= 10,5mlde A] 1 ppm por cada 1L de solucion

2.4.9 Evaluacion y procesamiento del material antes de la extraccion de alcaloides

Después de 13 dias de cultivo en SIP o SIT, se procedid a traspasar en tubos
Falcon® estériles el material vegetal y el medio liquido donde estuvieron cultivados
los bulbillos en la cabina de flujo laminar, para ser procesados posteriormente. El
peso fresco del material vegetal (bulbillos y hojas) por repeticion de cada tratamiento
fue determinado el mismo dia de finalizacion del experimento. Posteriormente, el
material vegetal fue secado en un horno a 45°C por 3 dias, y se determind su peso
seco ademas de ser procesado para la extraccion de alcaloides (seccion 2.4.11). El
medio liquido fue primero evaluado por contaminacién (seccion 2.4.10) y
posteriormente procesado para la extraccion de alcaloides (seccion 2.4.11).

2.4.10 Comprobacion de la contaminacion del medio liquido MS y MS con AJ

Se realiz6 una prueba de contaminacion de bacterias y hongos sembrando una
alicuota de las respectivas muestras de medio liquido de cada repeticiobn por
tratamiento, en un medio LB MILLER (Merck®), que contiene peptona de caseinay
extracto de levadura que proporcionan al medio los nutrientes necesarios para el
desarrollo 6ptimo de la mayoria de los microorganismos. La preparacion se hizo
pesando 25¢g de caldo LB MILLER (Merck®), y 159 de agar-agar (Scharlau®) y
posteriormente se adiciondé a un frasco Shott con 1L de agua y se autoclavé.
Después de su esterilizacion, se sembrd 100ul de las muestras de medio liquido de
cada repeticion por tratamiento colectadas en tubos Falcon® con ayuda de asas
estéril en forma de L, por ultimo, se dejé encubando por 48 horas en un horno a
37°C. Pasado el lapso del tiempo se observé la presencia o ausencia de bacterias
y hongos.

2.4.11 Extraccion de alcaloides

Para la extraccion de alcaloides tanto del material vegetal como del medio liquido,
se utilizo el protocolo de extraccion optimizado por el profesor Guillermo Montoya,
Departamento de Ciencias Farmacéuticas, Universidad Icesi (comunicacion
personal).

Para la extracciéon del material vegetal se realizo el siguiente protocolo:



1. El material vegetal obtenido después de la experimentacién, se incubo por
3 dias al horno a una temperatura de 45°. Una vez cumplido este tiempo, se
retiré el material del horno y se reviso si se fragmentaba con facilidad para
confirmar que estaba bien seco.

2. Se macer6 el material vegetal en morteros con la adiciéon de nitrégeno liquido
para facilitar su fragmentacion.

3. Se peso en un tubo Falcon, aproximadamente 150 mg del material vegetal

macerado.

Posteriormente se adiciond al tubo Falcon 5 ml de metanol grado HPLC.

Se agitd con vortex o en el sonicador por 5 min.

Se centrifug6 por 5 min a una temperatura de 24°C y 5000 rpm.

En un Erlenmeyer de 50 ml se adicion6 el sobrenadante.

Se agrego6 al pellet 5 ml de metanol grado HPLC

. Serepitioel paso 7y 8

10.Al mismo Erlenmeyer del paso 7 se le agregoé el sobrenadante

11.Al pellet se le adicion6é 5 ml de HCI 0.1 N

12.Se agit6 con vortex o en el sonicador por 5 min

13.Se agrego el sobrenadante al Erlenmeyer del paso 7

14.Se afiadi6 10 ml de cloroformo al Erlenmeyer que contiene los
sobrenadantes de los pasos 7, 10y 13.

15. Se adiciond la muestra difasica del paso 14 a un embudo de separacion.

16. Se separé la fase acuosa de la fase organica. Descartando la fase organica

17.Posteriormente a la fase acuosa, se le agregd 2 gotas de hidroxido de
amonio al 30% para modificar el pH, el cual debe estar entre 9 y 10

18.Se agregd 10 ml de cloroformo y se traspasa la fase difasica a un Erlenemyer
de 150m|

19.Se colocé en un shaker VWR a una velocidad de 160 rpm por un lapso de
tiempo de 3 horas.

20.Pasado el tiempo, se agrego la muestra difasica a un embudo de separacion

21. Se separo la fase organica de la acuosa, descartando la fase acuosa

22. La fase organica se pas6 a secar en un rapidvap con las siguientes
condiciones; Temperatura: 40°C, Vacio: 280 bares, Velocidad 12 rpm,
Tiempo 120 minutos.

23.Se prepar6 una solucion de Boldina a una concentracion de 100 ppm en
metanol grado HPLC

24.Se reconstituyo las muestras previamente secadas con 1 ml de solucion
Boldina 100 ppm

25. Se filtraron las muestras reconstituidas con un filtro de membrana de 0.22
pm de nylon

26.Se colocaron las muestras filtradas en viales de UPLC

27.Se colocaron los viales en el equipo de cuantificacion UPLC/MS

© NGO



Para la extraccion del medio liquido se realizé el siguiente protocolo

Se tom6 40ml de muestra y se afiade 5ml de HCI 0.1N.

Se coloco en agitador vortex o en el sonicador por 5 min

Se centrifugo por 5 min a una temperatura de 24°C y 5000 rpm.

Se agrego el sobrenadante a un embudo de separacion.

Después, se agreg6 10ml de cloroformo al embudo.

Se separo la fase acuosa de la fase organica. Descartando la fase organica

Posteriormente a la fase acuosa, se le agrega 2 gotas de hidréxido de amonio

al 30% para modificar el pH, el cual debe estar entre 9y 10

8. Se agreg6 10 ml de cloroformo y se traspasa la fase difasica a un Erlenemyer
de 150m|

9. Se coloco en un Shaker VWR a una velocidad de 160 rpm por un lapso de
tiempo de 3 horas

10. Pasado el tiempo, se agregé la muestra difasica a un embudo de separacién

11. Se separ6 la fase organica de la acuosa, descartando la fase acuosa

12. La fase organica se pasé a secar en un rapidvap con las siguientes
condiciones; Temperatura: 40°C, Vacio: 280bares, Velocidad 12rpm, Tiempo
120 minutos.

13.Se preparé una solucién de Boldina a una concentracion de 100ppm en
metanol grado HPLC

14.Se reconstituyé las muestras previamente secadas con 1 ml de solucion
Boldina 100ppm

15. Se filtr6 las muestras reconstituidas con un filtro de membrana de 0.22 um
de nylon

16.Se coloco las muestras filtradas en viales de UPLC

17.Se colocaron los viales en el equipo de cuantificacion UPLC/MS

Noohkwhr

2.2.12 Andlisis, cuantificacion e identificacion de alcaloides

Se emplearon dos tipos de andlisis para la deteccion de alcaloides. Primero, se
utilizé la prueba de Dragerndorff, la cual se define como un analisis cualitativo de
alcaloides que consiste en realizar una cromatografia de capa fina, y posteriormente
revelar la presencia de alcaloides con una prueba colorimétrica con el reactivo de
Dragendorff. Este reactivo esta compuesto nitrato de bismuto (Bi (NOs) 3), acido
tartarico y yoduro de potasio (KI) (Cortes, 2013). Dicho reactivo revela la presencia
de alcaloides con la formacion de un precipitado de color naranja rojizo. La prueba
de Dragerndorff se emple6 como evaluacion preliminar para conocer si las muestras
tenian presencia o no de alcaloides. Posteriormente, y como prueba final, se
identificaron y cuantificaron los alcaloides utilizando el equipo UPLC acoplado a
masas [Waters, Laboratorio de Instrumentacion Quimica (LIQ), Universidad Icesi].



Cuantificaciéon de alcaloides por medio de la prueba de Dragerndorff

Para realizar la cromatografia de capa fina se empleo una placa de silicato de 10 x
10 cm, y se marco con lapiz a 1 cm del borde inferior de la placa, lineas de 7mm de
largo, separadas por 5 mm de distancia. Posteriormente, con ayuda de un capilar,
se sembré una cantidad de 30 ul de cada una de las muestras en las lineas trazadas.
Después, la placa se introdujo en una cubeta cromatografica, de forma que soélo la
parte inferior de la placa queda sumergida en la solucion de metanol 95: 5 de acetato
de etilo. Se dejo que el solvente suba por capilaridad hasta unos 7 cm del punto
donde se encuentran las muestras. Luego, se dejé secar y se rocié con el reactivo
de Dragendorff. Por dltimo, se utilizé un revelador para observar la coloracion
naranja en la placa.

Cuantificacion de alcaloides por UPLC-masas

Como prueba final, se cuantificaron los alcaloides empleando el equipo UPLC/MS
Waters® (SQDZ2) utilizado las condiciones indicadas en el Cuadro 4. Estas
condiciones fueron tomadas del trabajo de grado de Marcela Rivera que realizé una
biblioteca espectral de alcaloides de Amaryllidaceae y defini6 los reactivos a utilizar
para el analisis por UPLC/MS (Cuadro 5).

Cuadro 4. Condiciones para la cuantificacién de alcaloides ingresadas en UPLC/MS

Columna | Temp. | Fase movil Flujo Voltaje | Flujo gas Masas SIR ES+
de
cono
ACQUITY | 25°C Solvente | 0.3ml/min | 50V 650L/ 10- 265.3 lonizacion
CSH A: Agua Nitrégeno | 600m/carga m/z, Positiva
(Charged (0.05% de 328.3m/z
Surface Acido
Hybrid) férmico)
2.1 mm x Solvente
100. B:
Tamafio Acetonitrilo
de
particula
1.7 um

Cuadro 5. Reactivos para el analisis de alcaloides en el UPLC/MS

Reactivo

Pureza

Marca

Acetonitrilo grado hypergrade

99,9%

MERCK




Acido formico 85% ALDRICH Chemistry

Identificacion de alcaloides

Para la identificacion de alcaloides se comparo con los resultados obtenidos en el
proyecto de grado de Daniela Alizandre (2017), el articulo de Katoch y
colaboradores (2012), el proyecto de grado de Marcela Rivera (2015) y el articulo
de Zhan y colaboradores (2017), donde se comparé los espectros arrojados por el
cromatografo y el espectometro de masas de cada muestra obtenida con el equipo
UPLC/MS referencia Waters® (SQD2) y el software masslinx. Para dicho analisis
se evaluo el tiempo de retencion, el pico base y el ion molecular de cada molécula
obtenida en las muestras. Como ejemplo el espectro cromatografico de la Figura 13
gue muestra el tiempo de retencion y el area de cada molécula presente en la
muestra. De igual forma, el espectro de masas (Figura 14) muestra el peso
molecular y el pico base de la molécula.

Figura 13. Espectro cromatografo donde se observa el tiempo de retencion y area de cada
molécula en una muestra. Ademas del tiempo de retencion (3,10) y area de la boldina En
el eje X se encuentra el tiempo de retencion y en el eje Y el valor del pico de retencion.
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Figura 14. Espectrometria de masas donde se observa el pico base y el ion molecular de
una molécula en especifica, en un tiempo de retencion de 6,9. En el eje X se tiene la relacion
masa carga (m/z) y en el eje Y indica las fragmentaciones mas abundantes de la molécula.

Semicuantificaciéon de alcaloides

Como estandar para la cuantificacion de alcaloides se empled la boldina, utilizado
en los proyectos de grado de Daniela Alizandre (2017) y Camila Tofifio (2017), ya
gue es un alcaloide con estructura similar a los encontrados en la familia de las
Amaryllidaceae (Alizandre, 2017). Para la semicuantifiacion de alcaloides, se
analizé el area bajo la curva de la boldina (Figura 10), que se encontraba a una
concentracion de 50ppm. En contraste, con el area bajo la curva de los otros
compuestos presentes en la muestra y se calculd la concentracion de cada molécula
(ecuacion 2). Esta informacién la provee el software masslinx. Adicionalmente, se
determind la concentracién porcentual peso en el material vegetal y en el medio
liquido, utilizando la ecuacién 3 y 4 respectivamente.

Area del alcaloide x 50ppm

- (M9 - -
ondolaboldin = ( ; ) concentracion del alcaloide (2)

. . m 1L 1 mL metanol HPLC
%2 = (concentracion del alcaloide (ma) X ) * 100 (3)
P L 1000 mL "~ peso seco muestra vegetal
. . m 1L 1 mL metanol HPLC
%2 = (concentracion del alcaloide (ma) X ————) + 100 (4)
v L 1000 mL Vol muestra medio liquido



2.4.13 Disefio experimental y andlisis estadisticos

Para la determinar la concentracion de cada alcaloide en las muestras, se calculd
el promedio, la desviacion estandar y el error estandar de las repeticiones por cada
tratamiento. Para obtener el contenido total de alcaloides por repeticion y
tratamiento, se realizo la sumatoria de los diferentes tipos de alcaloides obtenidos.
Los resultados se compararon para tener un estimado de los contenidos de
alcaloides en las muestras vegetales (peso seco) y sus respectivos medios liquidos
(volumen de extraccion). Se empled Excel para generar las tablas y los distintos
calculos necesarios para el analisis estadistico. Ademas del software Masslinx® que
provee los espectros de cromatografo y de masas de cada muestra.

2.5 RESULTADOS

2.5.1 Induccion de bulbillos a partir de bulbos de plantas cultivadas en el
invernadero

De los 70 pares de escamas cultivadas, se contaminaron 4 pares (6% de
contaminacion), y de las no contaminadas, el 60% (40 escamas) formaron bulbillos.
La respuesta en induccion de bulbillos vario entre 2 a 3 bulbillos por cada par de
escamas, lo que dio como resultado un total 126 bulbillos. Las escamas que no
tuvieron respuesta, cambiaron su coloracién a un verde oscuro a las 3 semanas de
cultivo (Figura 15A). En contraste, las escamas con respuesta primero se tornaron
de color rojizo, y a las 3 semanas de siembra, el par de escamas se separaron y se
observo la formacion de brotes (Figura 15B). Después de un mes de induccién en
el medio semi-solido MSAL1 se desarrollaron en bulbillos y hojas, y posteriormente
fueron sub-cultivados en el medio MS para su crecimiento (Figura 15C).
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Figura 15. Induccion de bulbillos in vitro a partir de la siembra de escamas de bulbos del
invernadero utilizando la técnica twin-scale. A) Escamas sin respuesta de color verde
oscuro. B) Escamas con respuesta en medio MSA1, mostrando coloracién rojiza vy
formacion de brotes. C) Sub-cultivo al medio MS para el desarrollo y crecimiento de los
bulbillos y hojas formados in vitro.

Las escamas fueron sembradas en los meses de febrero, marzo y abril del 2017
para asegurar que se tuvieran bulbillos bien desarrollados para iniciar los
tratamientos que estimularan la produccion de alcaloides. Los bulbillos inducidos en
este proyecto tenian 5, 6 y 7 meses de edad al momento de iniciar los tratamientos.
Sin embargo, fue necesario incluir otro set de bulbillos, al no disponer de suficiente
material vegetal para realizar todos los tratamientos del proyecto. De manera que
se subcultivaron bulbillos in vitro que habian sido inducidos anteriormente en el
laboratorio de biotecnologia vegetal de la Universidad Icesi. Estos bulbillos tenian
16, 18 y 26 meses de edad al momento de la experimentacion. Motivo por el cual
se realizaron mezclas de los bulbillos de las diferentes edades, compuestas por la
misma proporcién de bulbillos de cada edad por repeticion, para asi distribuir el
posible efecto que la edad del bulbillo puede tener en los factores evaluados.

2.5.3 Evaluacion del material in vitro antes del cultivo en sistemas de inmersién

En general se observé que a mayor edad de induccion, se incrementa el nimero de
hojas totales y expandidas, y se disminuye el nimero de hojas jovenes (Figura 16).
Esta tendencia es marcada a partir de los 16 meses de edad en adelante. El material
vegetal mas joven, de 5 a 7 meses de edad, tuvo un 40% menos de hojas respecto
al de mayor edad (26 meses), y aproximadamente el 50% de sus hojas son jévenes.
(Figura 17).
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Figura 16. Formacion de hojas y desarrollo a partir de bulbillos de distintas edades de
induccion in vitro. Los bulbillos de menor edad (5, 6 y 7 meses) presentaron un menor
numero de hojas totales, y la mayoria de sus hojas eran jovenes. Los bulbillos de mayor
edad (16,18 y 26 meses) presentaron un mayor numero de hojas totales y sus hojas tuvieron
una mayor longitud.
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Figura 17. Numero de hojas joévenes, expandidas y totales promedio de cada edad de
bulbillos.



Por otro lado, no se observaron diferencias significativas ni en el tamafio ni en el
diametro de los bulbillos respecto a la edad del cultivo (Figura 18).

Medidas de los bulbillos
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Figura 18. Largo y diametro de los bulbillos de cada edad de induccion.

Dado que el nimero y desarrollo de las hojas mostré grandes diferencias
dependiendo de la edad de los bulbillos, se procedi6 a retirar todas las hojas de
cada bulbillo antes de su cultivo en el SIT o SIP, para evitar que esta variable
influenciara las comparaciones entre los diferentes tratamientos aplicados
posteriormente.

2.5.5 Evaluacién y procesamiento del material antes de la extraccion de alcaloides

En general, se encontré un mayor desarrollo de los bulbillos en el medio sin &cido
jasmonico (medio MS control). La adicion de 50 uM en el medio redujo el crecimiento
de los bulbillos independientemente del sistema de cultivo utilizado (SIT o SIP), o
las condiciones de cultivo (temperatura o fotoperiodo en CIAT o Icesi) (Cuadro 6,
Figuras 19 y 20). Los bulbillos en el medio control presentaron en promedio un
incremento total del 20% y 42% en peso fresco y peso seco respectivamente, en
comparacion con el medio con acido jasmonico (Cuadro 6). Los bulbillos en el medio
control presentaron un promedio de peso fresco por bulbillo que oscilo entre 212 y
225 mg, mientras que con acido jasmonico el peso fresco varié entre 115y 200 mg
por bulbillos (Figura 19). Estas diferencias fueron mas marcadas en el peso seco
por bulbillo. Los bulbillos presentaron en promedio de 35 a 38 mg en peso seco en
el medio control, y entre 22 y 25 mg en peso seco en el medio con acido jasmonico
(Figura 20). Los bulbillos con menor peso fresco se presentaron en el sistema de
inmersion temporal con &acido jasmonico, mientras que el tratamiento con mayor



peso fresco y seco fue el control en sistema de inmersion permanente, ambos en
las condiciones del CIAT (Figuras 19y 20).

Cuadro 6. Peso seco y peso fresco total de los 20 bulbillos por repeticién después de 13
dias de cultivo en SIT o SIP con o sin acido jasmanico.

CIAT Icesi
(28°C, 12 hr luz/ 12 hr oscuridad) (25°C, 16 hr luz/ 8 hr
oscuridad)
SIT SIP SIP
Al Control AJd Control Al control

PF|[PS|PF|[PS|PF[PS|PF|[PS| PF|PS |PF [PS

PROMEDIO (g) 3,121 044 | 425|070 | 411|048 | 451 |0,75|3,66 | 058 |434 | 0,69

DESVIACION
ESTANDAR 0,26 | 0,09 | 0,50 | 0,03 | 0,42 | 0,04 | 0,63 | 0,01 | NA NA NA NA

REPETICIONES
(N)

SIT = sistema de inmersion temporal, SIP = sistema de inmersion permanente, AJ = medio
MS con 50 uM de &cido jasmonico, Control= medio MS sin &cido jasmonico. NA = no aplica,
no fue posible incluir mas de una repeticion por falta de material vegetal.
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Figura 19. Peso fresco por bulbillo por cada tratamiento después de 13 dias de cultivo
en SIT o SIP, con o sin acido jasmonico. SIT = sistema de inmersién temporal, SIP =
sistema de inmersion permanente, AJ = medio MS con 50uM de &cido jasménico, C=
control, medio MS sin &cido jasmoénico. Promedio y desviacion estandar.
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Figura 20. Peso seco por bulbillo de cada tratamiento después de 13 dias de cultivo
en SIT o SIP, con o sin &cido jasménico. SIT = sistema de inmersion temporal, SIP =
sistema de inmersion permanente, AJ = medio MS con 50uM de &cido jasménico, C=
control, medio MS sin &cido jasménico. Promedio y desviacion estandar.

Se observaron diferencias similares entre los distintos tratamientos en cuanto al
porcentaje de humedad de los bulbillos (Figura 21). Los bulbillos cultivados en SIT
con acido jasmoénico fueron los que mostraron el menor porcentaje de humedad
respecto al resto de los tratamientos (Figura 21). En general, los bulbillos en el SIT
mostraron un menor porcentaje de humedad respecto a los de SIP. Sin embargo, el
efecto del acido jasmonico fue significativo solo en los tratamientos cultivados a
mayor temperatura en el CIAT (28°C), mientras que, a 25°C, temperatura de cultivo
en Icesi, estas diferencias no son significativas (Figura 21).
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Figura 21. Porcentaje de humedad por bulbillo de cada tratamiento después de 13
dias de cultivo en SIT o SIP, con o sin acido jasménico. SIT = sistema de inmersion
temporal, SIP = sistema de inmersion permanente, AJ = medio MS con 50uM de acido
jasmaonico, C= control, medio MS sin &cido jasmaonico. Promedios y desviacion estandar.

Ademas de las diferencias en el crecimiento de los bulbillos dependiendo del
tratamiento, también se observaron diferencias en el desarrollo de las hojas. A la
semana de experimentacion, se observo que los bulbillos en el SIT o SIP con &cido
jasmonico presentaban una coloracion rojiza en sus hojas, y poco crecimiento de
éstas con respecto al control. Este patron se observé tanto en los tratamientos en
el CIAT como en la Universidad Icesi. Estas diferencias entre los tratamientos con
acido jasmonico y control fueron mayores al finalizar el experimento a los 13 dias
de cultivo. Se observé que para los tratamientos controles tanto en SIT como en
SIP, las hojas y raices del material vegetal mostraron un mayor desarrollo respecto
a la primera semana de cultivo, mientras que no se observaron cambios aparentes
en los tratamientos con acido jasmonico (Figura 22). Vale la pena destacar también
que al finalizar el experimento, en el tratamiento SIT control, las hojas mostraron un
mayor desarrollo y un color verde mas intenso respecto a las del tratamiento SIP
control a pesar que en este tratamiento los bulbillos parecen mostrar un mayor
desarrollo (son mas gruesos) (Figura 22).

-

SITAJ SIT CONTROL SIP AJ SIP CONTROL



Figura 22. Desarrollo del tejido vegetal a finalizar el experimento después de 13 dias
de cultivo. B = bulbillo, H = hoja. SIT = sistema de inmersion temporal, SIP = sistema de
inmersion permanente, AJ = medio MS con 50uM de 4cido jasmaonico, Control = medio MS
sin &cido jasmonico.

2.5.6 Comprobacién de la contaminacion del medio liquido MS control y MS con
Al

Una vez finalizado los experimentos y antes de procesar el medio liquido para la
extraccion de alcaloides, cada repeticion fue evaluada por la presencia de bacterias
y hongos (Figura 23). Los resultados sugieren que gran parte (75%) de las
repeticiones se encontraban contaminadas con bacterias (Cuadro 7).

A

Figura 23. Prueba de contaminacién de bacterias y hongos del medio liquido de cada
repeticion por tratamiento al finalizar el experimento. Se sembrd una alicuota de las
respectivas muestras en medio LB MILLER. A) muestra de control RI SIT no contaminada.
B) Muestra de SIP AJ contaminada

Cuadro 7. Evaluacion de presencia de contaminacion con bacterias u hongos en muestras
del medio liquido de cada repeticion.

CONTAMINACION CON BACTERIAS
SI|NO

SIT AJR1 X

SIT AJ R2 X

SIT AJR3 X

SIT CT R1 X

SIT CT R2 X




SITCTR3
SIP AJR1
SIP AJ R2
SIP CTR1
SIP CT R2
SIP AJ R1 (ICESI) X
SIP CT RI (ICESI)
TOTAL 12 REPETICIONES |9 | 3

X | X | X [X X

>

2.5.7 Andlisis, cuantificacion e identificacion de alcaloides

El material vegetal se identifico con letras que van de la A ala M, y las muestras del
medio liquido se identificaron con nimeros de 1 a 12. El alcaloide boldina se utilizd
como control (+) para el revelado de la presencia de alcaloides. Esta prueba
colorimétrica permitié detectar la presencia de alcaloides en algunas de las
muestras (Figura 24). Sin embargo, la sensibilidad de esta prueba es muy baja, por
lo que la interpretacion de los resultados solamente se presenta con base a los
analisis realizados por cromatografia liquida de alta resolucion, UPLC-masas.

A B

Coloracién naranjas
oA OEEEOO

aeae L » A B c D E boldina

Figura 24. Evaluacion cualitativa por presencia de alcaloides en muestras del material

vegetal y del medio liquido utilizando cromatografia de capa fina (TLC). (A) Revelado

con reactivo Dragendorff, donde se observa la coloracién naranja indicativo de la presencia

de alcaloides. Boldina control (+). (B) TLC evaluado por fluorescencia con el analizador de
geles LW215 Martgel®. Presencia de alcaloides (+), ausencia de alcaloides (-).

2.5.8 Identificacion de alcaloides

Para la identificacion de los alcaloides se utiliz6 como referencia los tiempos de
retencién y fragmentaciones (m/z) de los alcaloides reportados en otros proyectos
con Zephyranthes carinata (Alizandre, 2017), y otras especies de la familia
amarilidaceas (Katoch y colaboradores, 2012; Rivera, 2015). En las muestras
analizadas se identificaron un total de 23 alcaloides potenciales (Cuadro 8). No
obstante, no todos los posibles alcaloides mostraron un patrén similar a los otros
previamente reportados en los otros trabajos, por lo tanto, estos nuevos alcaloides



potenciales fueron denominados como “Desconocidos”. Dado que en los trabajos
previos realizados en el grupo de investigacion ya se habian reportado otros
alcaloides desconocidos, se decidié denominar los nuevos alcaloides desconocidos
con un numero diferente y consecutivo a los utilizados en los trabajos previos
(Alizandre 2017, Tofifilo, 2017). Se utilizé la misma denominacion reportada en
Alizandre (2017) y Tofifio (2017), solo en los casos que los espectros de los
alcaloides obtenidos en este proyecto coincidieran con los de esos trabajos.

En el material vegetal se encontraron 7 posibles alcaloides de un total de 23
alcaloides identificados en todas las muestras analizadas. Mientras que en el medio
liquido se identificaron hasta 21 alcaloides potenciales (Cuadros 8 y 9). La mayor
diversidad de alcaloides en el medio liquido (total 15) se obtuvo con SIP con &cido
jasmonico a 28°C (CIAT), mientras que la menor diversidad de alcaloides de
observo en el SIP controla 25°C (Icesi) (Cuadro 9). La hemantamina y la vitatina se
detectaron en todos los tratamientos, tanto en el material vegetal como en el medio
liquido. Mientras que el desconocido 30, la licoramina, y la ambellina fueron Unicos
del tejido vegetal. Se identificaron 13 alcaloides Unicos en el medio liquido: zaideina,
los desconocidos del 16 al 22, 24, 28 y 29. No obstante, se observé que la zaideina,
y los desconocidos 17, 21y 22, solo estuvieron presentes en el SIP AJ a 28°C. Por
otro lado, el desconocido 29 fue solo detectado en el SIT AJ en medio liquido a
28°C. En general se observa mayor diversidad de alcaloides en el medio liquido en
los tratamientos a 28°C (entre 6 y 15 alcaloides) respecto a los correspondientes a
25°C (entre 4 y 7 alcaloides).



Cuadro 8. Identificacion de alcaloides producidos a partir de bulbillos de Zephyranthes
carinata después de 13 dias de cultivo en SIT o SIP con o sin &cido jasmonico 50 uM.

Alizandre (2017) katoch y colaboradores Rivera (2015)
(2012)
. . fragmentaci . fragmentaci . fragmentaci
Alcaloide Tiempo de retencion AU tlemp? de ones tIempC‘) de ones tlemp? de ones
es comunes |retencion retencion retencion
comunes comunes comunes
290-288-265- 290,288,233, 290-233-215- 290-233-215-
licoramina 1.14 233-189 1,5 215,189,135 211 190 2,09 189
328-297-290-
265-233-213 no no no no no
desconocido 25 1.16 reportado reportado reportado reportado noreportado reportado
297-289-288- 288,270,244, 288,270,226,
265-244 226,211,196, 196,181,153 no
hamayne 1.85 2,4 181 2.74 no reportado reportado
328-297-265- no no no no no
desconocido 30 2.52 227 reportado = reportado reportado reportado noreportado reportado
318-286-272- 318,287,268, 318,287,268,
268-227-229- 227,199,167 258,239,199, no
zaideina 2.59 225 2,9 3,52 167 no reportado reportado
332-297-264- 332-300-282-
225 no no 264-225-195 no
ambelline 2.69 reportado  reportado 3.74 no reportado reportado
303-302-270- 318,303,302, 302,270,226, 302,270,226,
272-226 286,272,270, 211,181,153 211,181
252,227,226,
211,196
hemantamina 2.82 3,1 3,95 3,3
302-272-273- 303,302,288, 272,254,226, 272,254,226,
254-244-226 272,254,226, 196,149,118 196
196,149,118
vitatina 2.87 3,2 4,12 3,31
336-321-320-
297-282-266- no no no no no
desconocido 16 3.04 265-237-154 | reportado reportado reportado reportado noreportado reportado
297-282-265- no no no no no
desconocido 23 3.06 237 reportado reportado reportado reportado noreportado reportado
331-330-270- 330,270,226,
desconocido 11 271-252-226- 181,155,113 no no no
(alizandre,2017) 3.27 B 3,8 reportado reportado noreportado reportado
337-336-304-
290-257 no no no no no
desconocido 17 3.69 reportado reportado reportado reportado noreportado reportado
344-320-297- no no no no no
desconocido 24 3.78 265 reportado = reportado reportado reportado noreportado reportado
desconocido 6 336-320-292- 336-320-292- no no no
(alizandre, 2017) 3.80 265 4,6 260 reportado reportado noreportado reportado
315-314-282-
254-226-207- no no no no no
desconocido 18 4.97 196-154 reportado reportado reportado reportado noreportado reportado
314-254-207 no no no no no
desconocido 29 5.03 reportado = reportado  reportado reportado no reportado reportado
324-283-268- no no no no no
desconocido 26 6.21 265 reportado  reportado reportado reportado noreportado reportado
343-342-325- no no no no no
desconocido 19 6.53 192-174-163 reportado  reportado reportado reportado noreportado reportado
357-356-339-
326-237-236- no no no no no
desconocido 20 6.72 219 reportado reportado reportado reportado noreportado reportado
342-192-175 no no no no no
desconocido 21 6.95 reportado  reportado reportado reportado noreportado reportado
342-222-205 no no no no no
desconocido 28 7.18 reportado  reportado reportado reportado noreportado reportado
453-413-340-
323-269-174- no no no no no
desconocido 22 7.37 161 reportado reportado reportado reportado noreportado reportado
439-423-401- no no no no no
desconocido 27 8.54 369-337 reportado  reportado reportado reportado noreportado reportado




Cuadro 9. Diversidad de estructuras alcaloidales identificados en el tejido vegetal y medio
liguido a partir de bulbillos de Zephyranthes carinata después de 13 dias de cultivo en SIT
0 SIP con o sin &cido jasmoénico 50 uM.

MATERIAL VEGETAL

MEDIO LIQUIDO

28°C 25°C

28°C

25°C

ALCALOIDE

LICORAMINA

HAMAYNA

ZAIDEINA

HEMANTAMINA

VITATINA

AMBELLINE

SIT | SIT | SIP | SIP | SIP
Al C Al C AJ

DESCONOCIDO
16

SIP

C

SIT
AJ

SIT| SIP | SIP
C | AJ C

SIP
AJ

SIP
C

DESCONOCIDO
11
(ALIZANDRE,2017)

DESCONOCIDO
17

DESCONOCIDO
18

DESCONOCIDO
19

DESCONOCIDO
20

DESCONOCIDO
21

DESCONOCIDO
22

DESCONOCIDO
23

DESCONOCIDO
24

DESCONOCIDO
25

DESCONOCIDO
26

DESCONOCIDO
27

DESCONOCIDO 6
(ALIZANDRE,
2017)

DESCONOCIDO
28

DESCONOCIDO
29

DESCONOCIDO
30

TOTAL DE
ALACALOIDES
(23)

ND 7 ND

10

11 | 15 6 7




ND = no se pudo analizar las muestras debido al bajo volumen disponible después de las pruebas de
estandarizacion con el equipo UPLC-masas. Tratamientos: 28°C (CIAT); 25°C (Icesi).

2.5.9 Semicuantificacion de alcaloides

En general, se encontré que la concentracion total de alcaloides en el medio liquido
fue significativamente mayor que la obtenida en el tejido vegetal (Figura 25). La
mayor concentracion de alcaloides totales en el medio liquido (aproximadamente
0,5 %pl/v) se obtuvo en el sistema de inmersién permanente con acido jasmaonico
tanto en los tratamientos realizados en el CIAT y la Icesi (Figura 25). El tratamiento
SIP con &cido jasmonico muestra el doble de produccion de alcaloides en el medio
liquido respecto al SIT AJ (Figura 25). No es posible comentar en relacion a las
diferencias en produccion de alcaloides entre los diferentes tratamientos para las
muestras vegetales, debido a que no se pudieron analizar las muestras de todos los
tratamientos dado el bajo volumen disponible después de las pruebas de
estandarizacion con el equipo UPLC-masas.

ALCALOIDES TOTALES

289C (CIAT) 252C (Icesi)
0,70 0,30

0,60 0,25

0,50
0,20

0,51 0,55
0,39
0,40
0,15
0,30 0.26
0,20 0,17 0,14 0.10
05
0,10 0,014 011 ' 0,013 0,008
0,00 — — = — 0,00

SITA) SIT CONT SIP AJ SIP CONT SIP AJ SIP CONT

%P/V MEDIO LIQUIDO
o

%P/P MATERIAL VEGETAL

TRATAMIENTOS

Figura 25. Concentracion total promedio de alcaloides obtenidos por tratamiento en
el medio liquido (% p/V, barras azules) y tejido vegetal (% p/p, barras verdes) después
de 13 dias de cultivo en SIT o SIP, con o sin &cido jasmonico. SIT = sistema de
inmersion temporal, SIP = sistema de inmersion permanente, AJ = medio MS con 50uM de
acido jasmonico, CONT= control, medio MS sin &cido jasmoénico. Promedio y desviacion
estandar.



Cuadro 10. Concentracion de los alcaloides mas representativos, mostrados tanto en el
material vegetal como en el medio liquido.

ALCALOIDE % P/P % P/V TOTAL
SITAJ 0 0,1344
SITC 0 0,07722
Desconocido 11 |SIP AJ 0 0,08082
(Alizandre 2017) |SIP C 0 0,05996
SIP AJ (icesi) 0 0,15
SIP C (icesi) 0 0,06

TOTAL 0 0,5624] 0,5624
SITAJ 0,00156 0,03884
SITC 0,00234 0,03797
Hemantamina SIP AJ 0 0,05020
SIP C 0,00173 0,031310
SIP AJ (icesi) 0 0,08
SIP C (icesi) 0 0,03208

TOTAL 0,11931 0,2704] 0,3831
SITA) 0,00247 0,05569
SITC 0,00205 0,061190
Vitatina SIP AJ 0 0,07477
SIPC 0,00186 0,04529
SIP Al (icesi) 0 0,11
SIP C (icesi) 0 0,03

TOTAL 0,00563 0,37694] 0,3826
SITAJ 0,00419 0
SITC 0,00255 0
Hamaina SIP AJ 0 0,06801
SIP C 0,00158 0
SIP AJ (icesi) 0 0
SIP C (icesi) 0,02568 0

TOTAL 0,02651 0,06801| 0,0945
SITAJ 0 0
SITC 0 0
Zaideina SIP AJ 0 0,03208
SIPC 0 0
SIP AJ (icesi) 0 0
SIP C (icesi) 0 0

TOTAL 0] 0,03207778| 0,03207778,

SITAJ 0 0
SITC 0,00387 0
Ambellina >IP A 0 0
SIPC 0,00287 0
SIP AJ (icesi) 0 0
SIP C (icesi) 0 0

TOTAL 0,00674 0| 0,0067




CONCENTRACION TOTAL DE ALCALOIDE

0,16
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o 0,12
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Figura 26. Concentracion de los alcaloides mas representativos obtenidos por
tratamiento en el medio liquido después de 13 dias de cultivo en SIT o SIP, con o sin
acido jasmonico. SIT = sistema de inmersion temporal, SIP = sistema de inmersion
permanente, AJ = medio MS con 50uM de acido jasmonico, CONT= control, medio MS sin
acido jasmonico.

El alcaloide Desconocido 11 present6 la mayor concentracion de todos los
alcaloides y en el medio liquido (0,56 % p/v), seguidos de la vitatina (0,38 % p/v) y
la hemantamina (0,27 % p/v) (Cuadro 10). El Desconocido 11 también fue el
alcaloide que mostré la mayor concentracién independientemente del tratamiento
(Figura 25), y fue anteriormente reportado por Alizandre (2017). La mayor
concentracion en el tejido vegetal fue el del alcaloide hemantamina (0,11 % p/p)
(cuadro 10).



2.6 DISCUSION

En este proyecto se encontraron 25 posibles moléculas alcaloideas, de las cuales
se obtuvieron una mayor concentracion de en el medio liquido que en el tejido
vegetal. Este resultado sugiere que la produccion de alcaloides en biorreactores es
viable. No obstante, se encontraron distintas problematicas que pudieron afectar la
respuesta en los tratamientos, por un lado, las condiciones evaluadas, el material
de partida (edad de los bulbillos) y, por otro lado, la contaminacién, fueron
identificados como factores claves a estudiar para poder a futuro optimizar la
produccion de estos alcaloides in vitro.

El material de partida para la produccion de alcaloides, los bulbillos formados in
vitro, se inducen a partir de escamas extraidas de bulbos desarrollados en plantas
en el invernadero. Una amplia variedad de microorganismos como hongos
filamentosos, levaduras y bacterias, endéfitas o superficiales del tejido vegetal en
condiciones naturales, han sido identificadas como contaminantes in vitro. (Alvarado
, Cruz , & portal, 2010). Por lo tanto, se buscan alternativas para disminuir la pérdida
del material vegetal por contaminacion en el proceso de desinfeccion. Para este
proyecto se empleé el protocolo modificado por Gomez (2017) donde se emplea
MERCK TEGO 51 (2%) (dodecilano propilglicina), desinfectante liquido
perteneciente a clase de los jabones anfolitos, que tienen un efecto contra las
bacterias Gram positivas y Gram negativas, hongos y levaduras (Alba & Arujo,
2008). Como resultado, el uso de TEGO (51) permiti6 obtener un bajo nivel de
contaminacion (6%) inicial similar al reportado por Gomez (2017) durante el proceso
de induccién de los bulbillos a partir de las escamas (twin scales) de los bulbos
obtenidos en el invernadero. Estos resultados sugieren que la efectividad del
protocolo de desifeccion es reproducible.

En este trabajo se obtuvo que el 68% de las escamas cultivadas in vitro indujeron
la formacion de al menos un bulbillo, resultado similar al reportado en los proyectos
de grado previos realizados en el grupo de investigacién, donde se reportan
porcentajes de respuesta entre el 67% y 71% (Chamorro, 2016, Alizandre, 2017,
Gbémez, 2017, y Tofifio, 2017). Por otro lado, las escamas que tuvieron respuesta
formaron en total 126 bulbillos, es decir, que por cada par de escama se generaron
entre 2 a 3 bulbillos nuevos. Esta respuesta es un poco mayor a la reportada
anteriormente, en donde cada twin-scale generé de 1 a 2 bulbillos por explante
(Chamorro, 2016, Alizandre, 2017, Gomez, 2017, y Tofifio, 2017). Esos porcentajes
de respuesta son similares a los reportados en otras especies de Amaryllidaceae,
como la especie Traubia modesta, en la que se reporta una tasa de multiplicacion
de 1 a 2 bulbillos por cada par de escamas (Paredes, Delaveau, & Carrasco, 2014).
Hay que destacar que, el nivel de respuesta para cada especie es diferente, ya que
los requerimientos 6ptimos de reguladores de crecimiento pueden variar entre las
especies; algunas necesitan mayores concentraciones de citoquininas, mientras



gue otras requieren auxinas y distintas condiciones de cultivo in vitro (Pascual ,
2009).

Las evaluaciones del material vegetal antes de ser cultivado en los tratamientos de
SIP o SIT mostraron como era de esperarse, que a medida que aumenta la edad de
los bulbillos, hay una reduccién en el numero de hojas jévenes (de hojas sin
expandir) y el nimero de hojas totales bien desarrolladas aumenta. En contraste,
no se encontraron diferencias en el desarrollo de los bulbillos acorde a la edad de
induccion. El diametro de los bulbillos varié 0,6 mm, mientras que el largo oscilé
entre 7- 8 mm no importando la edad de los bulbillos. Chamorro (2016) reporté que
en general los bulbillos de 2 a 4 meses de induccion, midieron entre 8 mm y 11 mm
de largo. Estos resultados sugieren que las condiciones del cultivo in vitro
proporcionan todos los nutrientes necesarios para el crecimiento de la planta, y al
ser el bulbo un 6rgano de almacenamiento de nutrientes, y estar en condiciones in
vitro, no requerira absorber y almacenar los nutrientes y por lo tanto no crecera,
pero silo haran las otras partes de la planta como las hojas y raices (Salgado, 2016).

Si bien las diferencias en edad de los bulbillos afectaron el nimero de hojas total y
completamente desarrolladas, esta variable fue eliminada en los experimentos
siguientes, al cortar las hojas en la base de los bulbillos antes de incubarlos en los
sistemas SIP o SIT con o sin acido jasmonico. Al finalizar los diferentes tratamientos
en SIP o SIT, se determinoé el peso fresco y seco del material vegetal. Es decir, que
los cambios en produccion de biomasa y niveles de hidratacion de los tejidos
evaluados fueron producto de los diferentes tratamientos aplicados, ya que el
material de partida fueron bulbillos del mismo tamafio independientemente de la
edad y desprovistos de hojas al momento del inicio del experimento. En todos los
casos, la mayor biomasa por bulbillo (peso seco) se obtuvo en los tratamientos sin
acido jasmonico (control) independientemente del tratamiento en SIP 0 SIT y en las
dos condiciones de temperatura evaluada. La disminuciéon en la produccion de
biomasa por el efecto del &cido jasmaonico fue mayor que el tipo de sistema de cultivo
empleado, SIP o SIT, entre los cuales no se vieron diferencias en respuesta. Sibien
no se observaron diferencias en el porcentaje de humedad de los tejidos cultivados
con o sin &cido jasmonico a 25 °C (Icesi), en general los tejidos cultivados con &cido
jasmoénico a 28 °C (CIAT) si mostraron una reduccion en el porcentaje de humedad
independientemente del tipo del sistema SIT o SIP utilizado. Lo que sugiere un
posible mayor efecto del acido jasmonico a mayores temperaturas, ocasionando un
mayor nivel de estrés a los tejidos.

Del mismo modo, otros estudios han reportado que altas concentraciones de
inductores quimicos, como el acido jasmonico, pueden afectar negativamente el
crecimiento de los bulbillos (Schumann, y otros, 2013). Puesto que, las fitohormonas
participan en variadas respuestas morfogenéticas y de crecimiento de manera
pleiotrépica, esto quiere decir, que una misma hormona participa en diferentes
procesos y, ademas, que, dependiendo de su concentracion, la misma hormona
puede ser estimulatoria o inhibitoria de una misma respuesta (Cruz, Melgarejo, &
Romero, 2009). Por lo tanto, la concentracion de acido jasménico de 50 yuM pudo
afectar el desarrollo de los bulbillos, ya que en los dos sistemas (SIP o SIT) con



acido jasmonico se observé una menor biomasa. Por otro lado, no se evidencio una
diferencia en el desarrollo y crecimiento de los bulbillos en el SIP y SIT cuando se
utilizé el medio sin &cido jasmonico (control). En este proyecto se emplearon las
condiciones Optimas reportadas por Ivanov y colaboradores (2010) en SIT, donde
la mayor acumulacion de biomasa se presenté a una frecuencia de inmersion de 8
horas cada 15 minutos a 26°C, para la especie Leucojum aestivum. No obstante,
en dicho trabajo los bulbillos fueron subcultivados por 28 dias en el SIT. Esto podria
sugerir que los bulbillos para Zephyranthes carinata no estuvieron el tiempo
suficiente en el SIT (13 dias de cultivo) para inducir un mayor desarrollo de los
bulbillos. No obstante, distintas especies de plantas pueden tener una respuesta
diferente para el SIT, por lo tanto, teniendo en cuenta los resultados obtenidos con
el SIP, se sugiere que un mayor tiempo de inmersion y una mayor frecuencia
podrian generar mejores resultados. Por otro lado, se encontré que no hay
diferencias en el crecimiento y acumulacion de biomasa en los bulbillos que se
encontraban a distintos fotoperiodos y temperatura en el medio control en SIT o SIP.
Estos resultados indican que probablemente las diferencias en la temperatura entre
25°C y 28°C, no tuvieron un efecto en el desarrollo del tejido vegetal pero si en la
produccion de los alcaloides como se discute mas adelante.

Al comparar los resultados obtenidos en este proyecto con los reportados por
Alizandre (2017), se evidencia que la biomasa obtenida en SIP con el tratamiento
de 50 uM de acido jasmonico, fue de 3,8 g, similar al reportado en este proyecto
(3,7 g). Por otro lado, al comparar el peso seco en SIP control y SIP con AJ, se
observa que dichos tratamientos no presentan diferencias significativas. En
contraste con lo reportado por Alisandre (2017), que si se evidencia una tendencia
de mayor biomasa en el tratamiento con AJ. Sin embargo, Colque y colaboradores
(2012) reportan que las diferencias en biomasa con o sin inductores quimicos no
son significativas, corroborando los resultados obtenidos en este proyecto.

Ademas de las diferencias en el crecimiento de los bulbillos dependiendo del
tratamiento, también se observaron diferencias en el desarrollo de los bulbillos. A
la semana de experimentacion, se observo que los bulbillos en el SIT o SIP con
acido jasmoénico, presentaban una coloracion rojiza en sus hojas, y poco crecimiento
de éstas en comparacién al control. Alizandre (2017), también reporté una
coloracién rojiza en los bulbillos de Zephyrantes carinata tratados con &cido
jasmonico y efecto negativo en el crecimiento de las hojas. Estos resultados
sugieren que la coloracién rojiza se debe al efecto del &cido jasmoénico, el cual
posiblemente esté estimulando la biosintesis de antocianinas e inhibiendo el
crecimiento de las hojas. Por otro lado, para los tratamientos control tanto en SIP
como en SIT, se noté un mayor desarrollo foliar. Ademas, al finalizar el experimento,
se observd mayor desarrollo respecto a la primera semana de cultivo de los
controles SIP o SIT, mientras que no se observan cambios aparentes en los
tratamientos con acido jasmonico. Otros estudios reportan que no hay un cambio
significativo en el crecimiento del bulbillo en la especie Narcissus confusus con el
uso de inductores quimicos, , (Colque, Viladomat, & bastida, 2004). En este
proyecto, no obstante, se observé que la coloracion de los bulbillos era diferente en
los controles, el SIT presentaba un color verde mas intenso al SIP, lo cual,



probablemente indica mayor contenido de clorofila en el SIT al ser un sistema que
permite una mejor aireacion del material vegetal.

En este proyecto se encontraron un total de 23 posibles moléculas alcaloidales, de
las cuales 6 se identificaron como alcaloides ya conocidos reportados anteriormente
en Zephyranthes carinata como son: hamaina, zaideina, hemantamina, vitatina,
licoramina y ambellina Alizandre (2017). Por otro lado, los desconocidos 6 y 11
también fueron reportados en el estudio realizado por Alizandre (2017). No obstante,
15 estructuras alcaloidales no pudieron ser identificadas al no presentar un perfil
alcaloidal similar a los reportados en los articulos de referencia. Cabe resaltar que
el estudio realizado por Rivera (2015) y Katoch y colaboradores (2012) se realizé
en la especie Zephyranthes grandiflora, por lo tanto, la diversidad de alcaloides
puede ser diferente entre estas especies. Del mismo modo, al comparar los
resultados reportados por Alizandre (2017) se encuentra que 7 perfiles alcaloidales
coinciden con los obtenidos en este proyecto. Asi mismo, al comparar con el articulo
de Zhan y colaboradores (2017) se analiza que solo uno de los alcaloides
reportados para la especie Zephyranthes carinata es obtenido en este proyecto
(licoramina), sin embargo, es importante tener en cuenta que dicho estudio no
implementa ningun tipo de estrés para optimizar la produccion de alcaloides.

En general, se encontré que hay mayor diversidad de alcaloides en el medio liquido
que en el material vegetal, donde se obtuvieron 21 y 7 posibles alcaloides
respectivamente. Estas diferencias son mayores bajo el tratamiento con acido
jasmonico y a 28°C. En contraste, con el estudio realizado por Alizandre (2017)
donde reportd igual nimero de alcaloides (13) para el tejido vegetal y el medio
liguido. Lamentablemente, en este trabajo no fue posible evaluar el efecto del AJ
con SIP sobre la diversidad y cantidad de alcaloides producidos en el tejido vegetal
debido a problemas de estandarizacion en el uso del equipo UPLC-masas, lo que
agoto las muestras disponibles. Sin embargo en general, al comparar las muestras
que se pudieron analizar, se podria concluir que aparentemente a 25°C (Icesi) no
hay diferencias en el numero de alcaloides entre el tejido vegetal y el medio liquido
cuando se utiliza el sistema SIP, similar a lo que reporta Alizandre (2017). En
contraste a 28°C, la diversidad de alcaloides se duplica en el medio liquido respecto
al tejido vegetal, y la mayor diversidad se obtuvo en SIP con AJ en medio liquido.
Es decir, que el posible mayor estrés al que estan sometidos los tejidos con el
tratamiento con acido jasmaonico el cual reduce la produccion de biomasa, sino que
ademas reduce la hidratacion de los tejidos a 28°C (CIAT), incrementa la diversidad
de alcaloides, como es de esperarse, dado que la produccion de metabolitos
secundarios incrementa bajo condiciones de estrés (Sepulveda & Rocha, 2005 ).

Otros estudios realizados empleando el sistema de inmersion temporal para la
especie Pancratium maritimum reportaron 22 estructuras alcaloidales
intracelularmente y 15 en el medio de cultivo liquido (Berkov, Georgiev, & lvanov,
2012). Se debe tener en cuenta que distintos géneros de amarilidacea pueden
sintetizar en mayor o menor medida distintos tipos de alcaloides. Los resultados de
este proyecto sugieren, que se esta liberando mayor diversidad de alcaloides al
medio liquido, en comparacion al encontrado en el material vegetal, y que tanto los



tratamientos con SIT como el acido jasmonico afecta la liberacion de alcaloides al
medio liquido. Por un lado, el acido jasmonico podria estar induciendo la expresién
de las enzimas que catalizan los primeros pasos de la ruta metabdlica de los
alcaloides, empezando por la formacion del intermediario O-metilnorbelladina, que
al parecer si esta siendo promovido y metaboliza distintos tipos de alcaloides
(Saliba, Ptak, & Laurain, 2015). Por otro lado, en el SIP con AJ a una temperatura
de 25°C, se observo una baja diversidad de alcaloides, puesto que, puede que dicha
temperatura no sea la 6ptima para el intermediario, y por lo tanto no metabolice
otras estructuras alcaloidales o, por otro lado, que la temperatura sea un factor de
estrés que se observa a temperaturas mas elevadas (28 °C) que a 25°C. Con
respecto a la acumulacion de biomasa puede no estar relacionada con la diversidad
de alcaloides, ya que, los tratamientos con AJ fueron los de menor peso, pero fueron
los que mayor diversidad de alcaloides presentaron.

En cuanto a las concentraciones de alcaloides, en este trabajo se encontr6 que hay
una mayor concentracion en el medio liquido que en el tejido vegetal, la cual puede
oscilar entre 13 a 35 veces mayor en el medio liquido respecto al tejido dependiendo
del tratamiento. Alizandre (2017) reporto resultados similares al utilizar el SIP. Estos
resultados sugieren que los alcaloides son liberados preferentemente al exterior
cuando los tejidos son cultivados en medio liquido, lo que infiere la posibilidad de
optimizar su produccion en biorreactores. Al igual que en el trabajo de Alizandre
(2017), en este trabajo la concentracion de alcaloides en el medio liquido en SIP
con AJ fue aproximadamente 3 veces mayor respecto al tratamiento control. Sin
embargo, esta tendencia se invierte cuando se utiliza el sistema SIT y AJ, donde la
concentracion total de alcaloides se redujo respecto al control, y fue la menor
registrada de todos los tratamientos. Aparentemente los tratamientos aplicados
tienen una mayor influencia sobre la diversidad de alcaloides que se producen y
liberan al medio liquido, que en su concentracion total. Lo que sugiere que es
posible a futuro optimizar no solo la cantidad de alcaloides sino modular que tipo de
alcaloides se producen, segun el tratamiento que se aplique.

La mayor concentracion de alcaloides totales obtenida en este trabajo fue en el
medio liquido en el sistema de inmersién permanente con &cido jasmonico a 25°C
0 28°C (0,51% plv - 0,55 %p/v). Al contrastar estos resultados con los del proyecto
de grado de Alizandre (2017), se evidencia que la concentracion maxima de
alcaloides reportada en el medio liquido con acido jasmonico fue de 2,1 %plv, es
decir, 4 veces mayor que lo encontrado en este proyecto. En este proyecto se
empled material vegetal con distintas edades y de mayor edad (entre 5y 23 meses
de edad) de induccion, mientras que Alizandre (2017) evalué un material vegetal
homogéneo y mas joven, se utilizé bulbillos de 2 meses de edad. Las diferencias de
edad del material vegetal puede ser un factor importante a considerar en la
produccion de alcaloides. Los bulbillos de mayor edad han sido subcultivados por
varios ciclos, es posible que éstos ya estén completamente desarrollados y sus



tejidos hayan alcanzado la madurez fisiologica y estén bien adaptados a las
condiciones in vitro, dado que se les provee todos los nutrientes y demas
condiciones para su 6ptimo desarrollo. Mientras que, los bulbillos de corta edad de
induccion, aun se encuentran en etapa de desarrollo y diferenciacion, y cualquier
cambio de las condiciones in vitro tales como variables de temperatura, humedad
relativa, y nutricionales, variaciones en los tratamientos, e les puede generar un
mayor estrés y por lo tanto, inducir una mayor produccidon de metabolitos
secundarios, respecto a los bulbillos de mayor edad de induccion. En este proyecto,
adicionalmente, gran parte (75%) de las repeticiones mostraron contaminacion con
bacterias al final del experimento, lo cual, también pudo generar un efecto negativo
en el crecimiento del material vegetal y de este modo, afectar la produccion de
metabolitos secundarios respecto a lo reportado por Alizandre (2017). Por otro lado,
los resultados de este proyecto sugieren que la produccion de alcaloides se da
mayoritariamente en los bulbillos, puesto que el desarrollo foliar fue minimo en los
tratamientos con AJ y aun asi fueron los de mayor concentracion y diversidad de
alcaloides. Estos resultados concuerdan con los reportados por (Chamorro, 2016),
donde se encontr6 que los bulbillos producen aproximadamente el doble de
alcaloides respecto al tejido foliar (Chamorro, 2016).

En este estudio en el sistema de inmersion temporal sin acido jasmonico, control,
se reportd una diferencia en concentracion de alcaloides en el medio liquido de 35
veces mayor respecto a la del tejido vegetal. Al contrario de otros estudios donde
se emplea SIT, donde se reporta una concentracidn mayor en el material vegetal
que en el medio liquido, utilizando el mismo ciclo de inmersion ( frecuencia de
inmersion de 8 horas cada 15 minutos) (lvanov , Georgiev , Georgiev, llieva , &
Pavlov, 2010), lo cual indica que posiblemente, hay que optimizar el ciclo de
inmersion acorde a los requerimientos fisioldégicos de cada especie y tejido a utilizar
para la produccion de alcaloides. A diferencia del trabajo de Alizandre (2017) donde
se reportd que el acido jasmédnico incrementa la produccidén de alcaloides en la
especie Zephyrantes carinata, en este proyecto este efecto solo se observé cuando
se empled el SIP, al combinar el cultivo en SIT con el &cido jasmonico, se observo
un efecto antagénico del AJ. La concentracion de alcaloides en SIT AJ fue inferior
al SIT control. Aunque no se logré aumentar la produccion de alcaloides empleando
el SIT respecto al SIP, si se obtuvo una gran diversidad de alcaloides con este
sistema sin AJ. Quiza es posible a futuro evaluar otras variables que permita
optimizar la produccion de alcaloides con este sistema. Como resultado de esta
investigacion, se puede considerar que el sistema de inmersion temporal puede ser
una herramienta adecuada para estimular la diversidad y producciéon de alcaloides
en condiciones in vitro, con la finalidad de escalar su produccién en biorreactores.
No obstante, se debe seguir investigando sobre el uso del sistema de inmersion
temporal, teniendo en cuenta posibles cambios en la edad del material vegetal, y
condiciones del sistema, como el tiempo de inmersion y la frecuencia. Ademas, se
abre todo un campo de investigacion para identificar las posibles moléculas
alcaloidales encontradas en este proyecto.






2.7CONCLUSIONES

En este proyecto se encontraron 25 posibles moléculas alcaloideas, de las cuales
se obtuvieron una mayor concentracion y diversidad en el medio liquido que en el
tejido vegetal. Seis de estos alcaloides son conocidos y los otros potencialmente
podrian ser moléculas nuevas que hay que estudiar en mas profundidad. Este
resultado sugiere que la produccion de alcaloides a partir de bulbillos inducidos in
vitro de la especie Zephyranthes carinata en biorreactores es viable y que, ademas,
el resultado respecto a la diversidad de alcaloides, abre todo un campo de
investigacion para identificar nuevas posibles moléculas alcaloidales, y un uso
potencial para producir alcaloides de interés y de uso farmacéutico como lo son la
hemantamina y licoramina.

Este proyecto planteaba como premisa incrementar la produccién de alcaloides
mediante el uso del sistema de inmersion temporal (SIT) conjuntamente con
tratamientos con acido jasmonico. Sin embargo, la mayor produccién y diversidad
de alcaloides se obtuvo con el sistema de inmersién permanente (SIP) con &cido
jasmonico. Otros autores han reportado una mayor produccién de alcaloides en
otras especies de amarilidaceas al aplicar el SIT. En este proyecto se encontraron
distintas problematicas que pudieron afectar la respuesta en los tratamientos con
SIT: el ciclo de inmersidn utilizado que aparentemente tiende a deshidratar mas los
tejidos respecto al SIP, y en particular cuando se tratan con acido jasmonico; la
heterogeneidad y avanzada edad del material vegetal utilizado; y la contaminacion.
Estos resultados preliminares no permiten descartar el uso del SIT. Es necesario
realizar otros estudios donde se tomen en cuenta estas limitaciones identificadas en
este trabajo.

A pesar que no se encontré un efecto sinérgico en la produccién de metabolitos
secundarios al combinar el sistema de inmersién temporal con inductor quimico
acido jasmonico, este trabajo claramente demostré que el acido jasménico, si bien
por un lado disminuye la produccion de biomasa de los tejidos vegetales, por el otro
incrementa en forma significativa la concentracion total y diversidad de los
alcaloides que son liberados al medio liquido. Estas diferencias fueron mas
marcadas a 28°C respecto a 25 °C, y cuando se utiliza el SIP. Lo que sugiere que
la temperatura puede ser un factor ambiental que amerita mayor estudio.
Igualmente, resalta la importancia del periodo de inmersion en la produccién de
alcaloides a partir de tejidos de Zephyranthes carinata. En ensayos futuros con SIT,
es necesario evaluar diferentes ciclos de inmersion, y en particular, aquellos
dirigidos a prolongar el tiempo y frecuencia de inmersion. Los resultados de este
trabajo, también apoyan la importancia de utilizar inductores quimicos
conjuntamente con tratamientos de inmersion de los tejidos para estimular la
produccion de los alcaloides y su liberacion al medio liquido, lo que facilitara su



extraccion y purificacion. Estos resultados apoyan la idea de realizar estudios
donde se explore el uso de diversos tipos de inductores quimicos para optimizar la
produccion de metabolitos secundarios.



2.8 RECOMENDACIONES

Se recomienda que en futuras investigaciones se realice un disefio experimental
que utilice bulbillos jévenes de no mas de 2 meses de edad para evitar afectar la
produccion de alcaloides al emplear los distintos tratamientos. Por otro lado, debido
a la alta posibilidad de contaminacion, se recomienda realizar con anticipacion el
medio liquido. De igual modo, se recomienda esterilizar 3 veces las mangueras del
SIT para poder realizar el ensamblaje. Ademas, se recomienda un manejo
adecuado de este SIT en la cabina de flujo laminar, puesto que la contaminacion es
alta. Por ultimo, se recomienda emplear distintos tiempos de inmersién y frecuencia
para aumentar la produccion de metabolitos secundarios
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