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RESUMEN

El Borojoa patinoi cuatrec es una planta originaria del departamento del Choc6.
Es ampliamente reconocida por sus propiedades medicinales y nutricionales
debido a su contenido de aminoacidos esenciales y fésforo, asi como sus
metabolitos secundarios: triterpenos (sesquiterpenos), taninos, fenoles y
antraquinonas.

En este estudio se evalu6 el efecto de la luz (presencia y ausencia) y la
hormona 2,4-D (0 y 1 mg/L) para el establecimiento de suspensiones celulares
de B. patinoi, observando su crecimiento celular, la produccién de proteinas
extracelulares y produccion de azucares. Para lo cual se obtuvieron callos
friables de B. patinoi, éstos se emplearon en el establecimiento de las
suspensiones celulares. Se encontré que el tiempo de desagregacion fue de
seis dias para un inéculo inicial de 20 g BHI/L, el crecimiento de biomasa
necesita por lo menos de la presencia de uno de los dos factores para que se
presente un Optimo crecimiento; el contenido de proteina total extracelular
aumentdé con la edad del cultivo, siendo la maxima 6.88 g/L en el dia 9 de
cultivo en el tratamiento con 1 mg/L de 2,4-D y en ausencia de luz. Las
suspensiones celulares de B. patinoi presentan una produccion de azucares no
reductores y reductores, por lo tanto no fue posible obtener un consumo neto
de estos. En pruebas cualitativas se encontré la presencia de

sesquiterpenlactonas como uno de los principales metabolitos secundarios.

Palabras Clave: Borojoa patinoi cuatrec, suspensiones celulares, desagregacion

celular, proteina extracelular, aztcares no reductores, 2 ,4-D.
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1. INTRODUCCION

Las plantas son una de las principales fuentes de compuestos bioquimicos, los
cuales se emplean en medicamentos, pesticidas, colorantes, saborizantes y
fragancias. (Kieran et al., 1997). EI Borojé (Borojoa patinoi cuatrec.) es
ampliamente reconocido por sus propiedades medicinales y nutricionales
debido a su contenido de aminoacidos esenciales, fésforo, y metabolitos

secundarios: triterpenos (sesquiterpenos), taninos, fenoles y antraquinonas.

Algunos compuestos bioquimicos producidos por las plantas son los
metabolitos secundarios, los cuales parecen no tener una funcién directa con el
crecimiento y desarrollo de las plantas (no participan en los procesos de
respiracion, fotosintesis y en la asimilacion de nutrientes), pero la formacion de
estos depende de las condiciones de crecimiento, en particular, de la
composicién del medio de cultivo. También se diferencian en que solamente se
encuentran en algunas especies de plantas mientras que los metabolitos

primarios se encuentran en todo el reino vegetal (Taiz y Zeiger, 2002).

Las suspensiones celulares son una alternativa comparada con los métodos de
cultivos tradicionales o la sintesis quimica de los compuestos bioquimicos; con
esta técnica se puede alcanzar un rapido crecimiento celular, se pueden
obtener altos rendimientos en la produccion de biomasa lo que lleva a una alta
obtencion de metabolitos secundarios (mas de la encontrada en la planta
madre), y la produccion no se ve afectada por las condiciones climaticas o
geograficas, ya que en el laboratorio se pueden controlar todas estas variables
que afectan directamente la produccion de estos compuestos. Estas
suspensiones celulares buscan controlar y simular las condiciones de estrés en
las células e inducir las rutas metabdlicas secundarias aumentando la
produccion de los compuestos de interés. En Colombia, estas técnicas no son
ampliamente estudiadas en la produccion de metabolitos secundarios, siendo
principalmente empleadas para mejoramiento genético, propagacion de

especies y produccion de plantas transgénicas.
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Muchos metabolitos secundarios se acumulan en mayores cantidades en las
suspensiones celulares que en su estado nativo, esto se logra por medio de la
optimizacion de las condiciones del cultivo, y la manipulaciéon de los factores

fisicos siendo lo méas cercano a la optimizacion de la productividad.

Con base en lo expuesto se realizé6 este trabajo en el cual se evaluaron
diferentes condiciones para el establecimiento de suspensiones celulares de B.
patinoi con miras a la produccién de metabolitos de alto valor agregado de esta

especie.
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2. OBJETIVO GENERAL

Evaluar diferentes condiciones de cultivo para el crecimiento celular y consumo
de sustrato a partir del cultivo de células en suspension de Borojoa patinoi

cuatrec.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Determinar el tiempo necesario para la desagregacion celular (tiempo de

adaptacion) para una cantidad determinada de inéculo.

» Determinar la cinética de crecimiento celular mediante la cuantificacion de
biomasa por el método de peso seco, con el fin de establecer el tiempo de

crecimiento celular.

e Evaluar el consumo de azUcares no reductores mediante el método de

DNS, con el fin de establecer su relacion con el crecimiento celular.
» Establecer la relacion entre proteina total extracelular presente en las
suspensiones celulares con el crecimiento celular mediante métodos

colorimétricos.

» Evaluar el efecto de la presencia o ausencia de luz en el crecimiento celular

para establecer condiciones de cultivo adecuadas.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Generalidades del boroj6

El borojo (Borojoa patinoi) es una especie propia del sotobosque selvéatico del
interior del Departamento del Chocé (cuenca media alta del Atrato San Juan) y
de la Amazonia Colombiana en donde las condiciones ambientales de
humedad, sombrio natural y demas factores ecoldgicos, acttan e influyen para
dar origen a esta nueva especie de plantas tropicales. Es una especie que ha
evolucionado con el ritmo de la interaccion selva-hombre dandole
caracteristicas especiales al sentido de la evolucion cultural del pueblo
chocoano. (Cérdoba, 1988; Rengifo et al., 2004).

Adicionalmente, bajo las condiciones ecoldgicas anteriormente mencionadas,
se reportan en la actualidad las siguientes especies de borojé: En Colombia: B.
patinoi cutr, B. duckey stey, en Venezuela: B.universitatis stey, B.
venezuelenisis stey y en el Brasil Amazonico: B. sorbilis, B. stipularis Ducke
(Cuatr), B. verticillata Ducke (Cuatr), pero la especie tipica del género Borojoa

es la patinoi cuatr (Arenas, 1985)

En Colombia las especies mas estudiadas son la Borojoa sorbilis, y la Borojoa
patinoi Cuatr. Sin embargo, la especie B. patinoi es mucho mas conocida y se
encuentra actualmente cultivada en los departamentos de Antioquia, Valle,
Cauca, Tolima y los Llanos Orientales, entre otros (Reyes, 2000). Aunque es
una especie originaria del departamento del Chocd, actualmente se esta
diseminando por todo el territorio colombiano, incluyendo la Amazonia, la zona
cafetera y el Magdalena Medio ya que su rango de adaptacion es bastante
amplio. (Giraldo, 2004)

El boroj6é (Borojoa patinoi) es una planta dioica (con arboles machos y arboles

hembras), perteneciente a la familia Rubiaceae al igual que el café (Coffea

arabiga) y no presenta problemas serios de pestes o enfermedades.
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Clasificacion taxondémica (Arenas 1985; Arenas en Velasco, 1987; Jiménez,
1987; Erazo, 1999; Reyes, 2000).

Reino: Vegetal
Division: Faner6gamas

Subdivisién:  Angiosperma

Clase: Angiosperma, Magnoliopsida, Dicotiled6nea
Subclase: Asteridae

Orden: Rubiales

Familia: Rubiaceae

Tribu: Gardenias

Sub tribu: Cordieriae

Género: Borojoa

Especies: B. Sorhbilis,

B.patinoi Cuatr.
B.universitatis stey.

B. venezuelenisis.stey
B.duckey stey.

B.stipularis Ducke (Cuatr)
B. verticillata Ducke (Cuatr)
B. lanceolata (cham)

B. clavioflora

Su aspecto general es un arbusto de tres a cinco metros de altura en
condiciones normales o comunes, tallo erecto y hojas de mayor tamafio que la
del café. Especie que también pertenece a la familia de las Rubiaceae
(Cordoba, 1988)

3.1.1 Descripcion botanica

B. patinoi es un arbol pequefio, tipo arbusto, con 3 a 5 m de altura (Coérdoba,

1988), aunque puede llegar a alcanzar alturas hasta de 6 m.
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Su tallo es liso de color marron oscuro, las hojas son opuestas, coridceas, con

30 a 40 cm. de longitud por 15 cm. de ancho (Erazo, 1999).

3.1.2 Condiciones climaticas

El Borojo crece bien en regiones por debajo de los 800 msnm, con una
temperatura promedio de 28°C, humedad relativa entre 80 y 86% vy
precipitaciones desde 1600 y superiores a 4000 mm/afio (Coérdoba, 1988),
mostrando un mejor comportamiento en precipitaciones entre 5000 y 6000
mm/afio (Jiménez, 1987); brillo solar de 1.320 horas/afio, con requerimientos
de suelos bien drenados, ricos en materia organica, aunque se ha desarrollado
en suelos de amplia plasticidad con dominancia de arcillas y con caracteristicas
acidas debido a su relacién con microorganismos micorrizales (Mosquera et al.,
1995), pH entre 4.5- 5.5, aunque la especie tiene gran facilidad para adaptarse
a diferentes tipos de suelo (Erazo, 1999). Para su cultivo es importante tener
en cuenta que el borojo es exigente en agua (lluvia o riego) pero no en cuanto
a la cantidad total sino a la buena distribucion semanal de ésta (40-50 mm

semanales) (Reyes, 2000).

El Borojé al ser una rubiacea, es un cultivo que requiere estar asociado con
otro cultivo o con arboles que le den sombrio (Velasco, 1987). La exposicion
directa a los rayos solares causa quemazon en los frutos y los afecta en su

crecimiento (Erazo, 1999).

Desde el punto de vista quimico, algunos de los elementos requeridos por el
Borojo son el fosforo y el calcio, brindandole caracteristicas al fruto de ser rico

en carbohidratos, calcio y fésforo (Cérdoba, 1988).

3.1.3 Fruto

El fruto de B. patinoi es una baya de forma redonda, piriforme. La envoltura es
de color verde y se torna a un color café rojizo cuando estd madura. El

mesocarpio es de color castaio, carnoso, con un aroma agradable cuando
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esta maduro. El fruto tiene un peso promedio entre 450 a 600 g con 8 a 10 cm
de diametro aproximadamente, es altamente acido, con un pH de 2,8 — 3,0; que
tiene caracteristicas de interés alimenticio, medicinal e industrial, que lo
posicionan como un recurso genético promisorio. EI nimero de semillas que
produce aproximadamente es de 300 y tienen forma triangular. El fruto ha
tenido aceptaciéon comercial por sus efectos afrodisiacos y por su alto
contenido de fosforo, que llega hasta 160 mg por cada 100 g de fruto. Una vez
el fruto ha alcanzado una coloracion parda, se empieza a recubrir de un tejido
fungoso grisaceo, que no penetra hasta la parte comestible o pulpa, por lo cual
el borojo se puede conservar por periodos muy largos sin refrigerarse, aun en

las regiones calidas y himedas de las selvas tropicales (Pereira, 1998)

El boroj6 se propaga generalmente por semillas; sin embargo, los arboles
macho, no productores de frutos, no son fenotipicamente diferenciables de las
hembras. Es imposible separar los arboles de acuerdo con su sexo en el
momento de establecer un cultivo, ya que las caracteristicas sexuales solo se

reconocen en la edad de floracién (Rengifo et al., 2004).

El fruto fisiologicamente maduro, presenta condiciones excepcionales para la
farmacopea, la industria y la alimentacion. Actualmente, se utiliza en la
alimentacion bajo formas diferentes, tales como: chicha (por los indigenas),
jugos (solo o mezclado con otras frutas), jaleas, mermeladas, bocadillos (solo o
mezclados), helados, paletas, salsas agridulces (para carne y/o pescado)
mezclador de bebidas alcohdlicas, compotas (para nifios), pastas liofilizadas,
pastas deshidratadas y extractos en esencias y ampolletas (Rengifo et al.,
2004).

3.1.4 Plagas e insectos

En cuanto a plagas, la especie no presenta problemas de gran incidencia que
puedan limitar su desarrollo y fructificacion ni que afecten en forma econdémica

y menos aun cuando se encuentra bajo sistemas agroforestales. Sin embargo,
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se han registrado las siguientes especies causando algunos dafios en las

plantas: (Reyes, 2000).

Con respecto a insectos se pueden presentar:

» Saisetia coffeae (Homodptera, Coccidae).

* Chrisomphalus dictyospermi (Homoptera, Diaspididae).

» Anticarsia sp (Lepidéptero, Noctuidae) (Jiménez et al., 1987).
» Atta cephalotes (Cérdoba, 1988 )

En el fruto se desarrolla con mucha frecuencia el hongo Penicillum sp
(notatum), este se retira antes de consumir la fruta o de emplearla en la
industria. Pero también este hongo se puede emplear en la obtencion de la

penicilina.

En cuanto a enfermedades, el Boroj6 es muy resistente pero se pueden
observar algunos sintomas por deficiencias causadas por falta de algunos
elementos menores, especialmente de boro o de hierro generando la aparicién
de manchas negras en la cascara de la fruta y su posterior cuarteadura y
engrosamiento, producido por la accién de los rayos solares directos (Cordoba,
1988).

3.1.5 Composicion quimica

El Borojo esta constituido por pulpa en un 88 % y el 12 % restante son semilla
y cascara (Dupont, 1992). Su composicion quimica se puede observar en la
Tabla 1.
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Tabla 1. Composicion Quimica de los frutos de Boroj  oa patinoi C (Gémez,

1988)

DETERMINACION PULPA MADURA
Humedad (%) 57.11
Proteina (%) 1.1
Grasa (%) 0.2
Carbohidratos (%) 3.9
Fibra (%) 10.2
Cenizas-(%) 2.4
Azlcares reductores (%) 6.4
Solidos solubles (T =20 ) 30
pH (T =20 T) 3.1

Este fruto tiene un contenido de agua libre menor que la mayoria de las frutas,
caracteristica que le protege contra el atague de microorganismos,
aumentando ademas el contenido de solidos solubles necesarios para el
proceso de industrializacion. Su contenido en fibra es bastante alto, comparado
con otras frutas, y el pH bajo es importante como efecto inhibidor en el
desarrollo de microorganismos y enzimas (Gomez, 1988). El valor nutricional

del Borojo se muestra en la Tabla 2.

Los analisis bromatolégicos han mostrado que el Borojé es rico en elementos
basicos de la alimentacion humana como: Hierro, magnesio, calcio, fésforo,
aluminio, sodio, titanio, silicio, boro, cobre, niquel y plomo entre otros, como se
muestra en la Tabla 3. Las semillas tienen una humedad del 36 %, 0.9 % de
grasa, 11 % de proteina, 0.9 % de cenizas, 13 % de carbohidratos y 39 % de

fibra cruda y algunos aminoacidos (Mosquera et al., 1995).
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Tabla 2. Valor Nutricional de 100 gramos de pulpad e Borojoa patinoi C
(Mosquera et al., 1995)

COMPONENTE UNIDAD VALOR
Agua g 64.7
Proteina g 1.1
Grasa g 0.0
Carbohidratos g 24.7
Ceniza g 1.2
Fosforo mg 160.0
Calcio mg 25
Hierro mg 15
Tiamina mg 0.30
Niacina mg 2.3
Riboflavina mg 0.12
Acido ascorbico mg 3.0
Vitamina C mg 3.1




Tabla 3. Andlisis semicuantitativo de los elementos

presentes en las

cenizas del Borojoa patinoi C (Arango et al., 1985)

ELEMENTO CANTIDAD
Fe Hierro 0.5 %
Mg Magnesio 2.0%
Ca Calcio 5.0%
Ti Titanio 0.005%
Al Aluminio 0.2%
Na Sodio 1.5%
Si Silicio Trazas
Mn Manganeso 20 ppm
B Boro 150 ppm
Cr Cromo 10 ppm
Cu Cobre 150 ppm
Mo Molibdeno 5 ppm
Ni Niquel 5 ppm
Pb Plomo 16 ppm
P Fosforo 10000 ppm
Fe Hierro 0.5%
Mg Magnesio 2.0%
Ca Calcio 5.0%
Ti Titanio 0.005%
Al Aluminio 0.2%
Na Sodio 1.5%
Si Silicio Trazas
Mn Manganeso 20 ppm
B Boro 150 ppm
Cr Cromo 10 ppm
Cu Cobre 150 ppm
Mo Molibdeno 5 ppm
Ni Niquel S ppm
Pb Plomo 16 ppm
P Fosforo 10000 ppm
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3.1.6 Produccioén nacional e internacional

En Colombia, el cultivo del Borojé no s6lo es originario del litoral pacifico, sino
que también se haya concentrado y se distribuye desde alli; es por esto que los
Departamentos del Choc6 y el Valle del Cauca son los productores mas
representativos a nivel nacional, siendo Choco el mas importante, donde se
conoce mejor la fruta y donde se encuentra la posibilidad de negocio a gran
escala, ya que en este solo Departamento se hallan 174 productores de la

fruta, concentrados en Quibdé, Llord, Istmina, Condoto y Bojaya.

En Llor6 se distinguen dos épocas de produccion: la de abundancia (60 a 80%
de la produccion) entre noviembre y marzo, cuando las lluvias tienden a
disminuir y la de baja produccion; entre abril y octubre, cuando aumenta la

precipitacion pluvial (Anénimo*, 2006)

Su produccidn esta entre 12 y 25 frutos por arbol al afio para los primeros afios
de cultivo y hasta 30 frutos en los afios siguientes, con una vida productiva de

hasta 60 afios por arbol.

En cuanto a la produccioén internacional de la fruta como grandes productores
se identifican las poblaciones amazonicas nativas de Peru, Ecuador, Colombia
y en Belem do Pard, Brasil, donde el periodo de cosecha esta concentrado en
los meses de febrero y marzo; y en menor proporcion paises como México y
las Antillas. En estos mercados se encuentran las cuatro variedades de Borojo

conocidas en el mundo (Anonimo?, 2006).

3.1.7 Usos y Aplicaciones

A este fruto se le atribuyen propiedades anticancerigenas debido a que tiene
sustancias que actian como inhibidores de la reproduccion celular. También
contiene elementos basicos de la alimentacion humana como: Hierro,

magnesio, calcio, aluminio, sodio, titanio, silicio, magnesio, boro, cobre, niquel
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y plomo y un alto contenido de fosforo (60 mg/ 100 g de la pulpa) (Dupont,
1992; Mosquera et al., 1995).

El Borojo ha sido utilizado durante muchos afios como especie medicinal y
nutricional, por lo que se le atribuyen muchas propiedades en el tratamiento de
enfermedades estomacales, estrefiimiento, desgarraduras de los musculos,
afecciones en los pulmones, el bazo, el higado, la difteria y la lepra (Erazo,
1999).

Dentro de sus efectos conocidos se encuentra que ha sido fundamental en la
evolucién cultural del departamento del Choco, ya que los indigenas Chocoes
lo seleccionaron y lo adaptaron para embalsamar cadaveres y para cicatrizar
heridas, practicas que contindan en las comunidades negras en el Atrato y en
el San Juan (Rengifo et al., 2004).

Uno de los principales potenciales del borojo segun Echeverry et al., (1981) es
la produccién de fitoalexinas, que en la mayoria de los casos, han demostrado

poseer accion antifungica y bactericida, ademas de ser biodegradables.

También tiene ciertos beneficios especulativos:

» Tratamiento de infecciones bronquiales

» Equilibra el azucar en la sangre

» Controla la hipertension arterial

» Controla las funciones genésicas de la mujer

* Aumenta la potencia sexual

Hasta ahora no se le ha encontrado ningin componente que sirva como
estimulante sexual. Lo que si se sabe, es que el Borojé es el fruto mas rico en
fésforo en el mundo. Es por esto quizas, que se le atribuyen “poderes”, ya que
aunque éstos no existen, si se sabe que el fosforo es un posible generador de

energia, la cual es vital para realizar cualquier tipo de actividad.
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3.2 Metabolitos secundarios

Las sustancias producidas por las células vegetales y que son compuestos
nativos de las plantas no asociados al metabolismo energético primario, son
denominados metabolitos secundarios. Los compuestos secundarios
aparentemente no tienen una funcion en el metabolismo primario vegetal, pero
algunas veces cumplen un papel ecoldgico, representando adaptaciones
guimicas a ambientes de estrés o sirviendo como defensores quimicos contra
microorganismos, insectos y en algunos casos de otras plantas (Capataz,
2005). Estos compuestos son particulares a grupos taxonémicos determinados

(especie, género, familia).

Los metabolitos secundarios son acumulados en las plantas en pequefas
cantidades y son sintetizados por células especificas y en diferentes etapas del
desarrollo vegetal. Los compuestos obtenidos a partir de células vegetales son
mas faciles de purificar debido a la ausencia de cantidades significativas de

pigmentos (Capataz, 2005).

La formacién del metabolito secundario no es vital para el vegetal, aunque
cumplen misiones de naturaleza muy diversa. Por ejemplo, muchos metabolitos
estan implicados ecologicamente en la relacién planta-organismo, como los
pigmentos de las flores, que atraen a los insectos polinizadores, o los
compuestos que inhiben el crecimiento de otros organismos (sustancias
alelopaticas), o que protegen a la planta productora de infecciones
(fitoalexinas) o de los depredadores (disuasorios nutritivos). Otros metabolitos

secundarios tienen misiones fisiolégicas (Anénimo 2, 2005).

El metabolismo secundario vegetal es una fuente importante de principios
activos de medicamentos y de otros productos quimicos valiosos (esencias,

colorantes, insecticidas o aditivos nutritivos) (Anénimo 2, 2005).
Los metabolitos secundarios en los cultivos de células vegetales se pueden
generar en todo el afio, no hay limitaciones con respecto a las estaciones, la

produccion es segura, previsible, e independiente del tiempo. Algunas veces, el
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rendimiento puede exceder la cantidad que se encuentra en la naturaleza (Lila,
2005). La induccion de metabolitos depende de multiples factores y la
concentracion de las sustancias de interés en el medio de cultivo va a

determinar en gran medida el costo del producto.

Actualmente, se registran un gran numero de metabolitos secundarios
producidos por las plantas. Dentro de los metabolitos presentes en la especie
del boroj6 se encuentran triterpenos, antraguinonas, sesquiterpenos,

flavonoides y taninos.

3.2.1 Taninos

El término tanino se emplea para denominar ciertas sustancias presentes en
extractos vegetales, capaces de combinarse con proteinas de la piel animal,
evitando la putrefaccion. Se suelen establecer dos grandes grupos: Los
taninos hidrolizables y los taninos condensados (estos Ultimos se encuentran

ampliamente en el reino vegetal) (Anénimo 2, 2005).

Los taninos son compuestos polifendlicos, hidrosolubles, de sabor astringente;
conocidos y empleados desde hace muchos siglos por su propiedad de ser
capaces de curtir las pieles; esto se debe a su capacidad para unirse a
macromoléculas como carbohidratos y proteinas. Precipitan con sales de
metales pesados, proteinas y alcaloides. Dentro de los vegetales suelen
encontrarse en las vacuolas celulares, combinados con alcaloides y proteinas
(Anénimo 3, 2005).

El uso mas antiguo conocido de estas sustancias, como ya se ha comentado,
es en la industria de los curtidos, debido a que se establecen enlaces entre las
fibras de coldgeno de la piel; los taninos y las macromoléculas se combinan
gracias a los grupos fendlicos de los primeros formando puentes de hidrégeno,
a la vez se establecen enlaces covalentes que son los que aseguran que la
union perdure a lo largo del tiempo. De las actividades farmacoldgicas de los

taninos se destacan sus propiedades astringentes, tanto por via interna como
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tépica, poseen también propiedades vasoconstrictoras por lo que se utilizan en
el tratamiento de afecciones vasculares como varices o0 hemorroides y en

pequefias heridas (cicatrizantes) (Anénimo 2, 2005).

3.2.2 Antraguinonas

Las antraquinonas son sustancias fendlicas de tipo heterdsido (unidas a
azucares, generalmente glucosa), presentes en algunas drogas purgantes. Las
antraquinonas constituyen el grupo mas numeroso de las quinonas naturales y
son la base y fuente de una importante cantidad de colorantes. Suelen ser
compuestos de color rojo anaranjado, soluble en agua a altas temperaturas o
en alcohol diluido. El ensayo de Borntréager suele emplearse para su deteccion

(Dominguez, 1988). Su estructura quimica se puede observar en la Gréfica 1.

Grafica 1. Estructura Quimica de las Antraquinonas (Anénimo *, 2006)

La accion mas especifica de este grupo de sustancias es su capacidad de
estimular la musculatura lisa intestinal. Paralelamente, también inhiben la
reabsorcion de agua a través del intestino grueso, lo cual llega a ocasionar una
mayor dilucion del contenido intestinal. En conjunto produce un claro efecto
laxante que no se manifiesta al instante, sino después de unas 6 6 7 horas. Las
plantas que contienen antraquinonas se comportan como laxantes o purgantes
segun la dosis y, por tanto, tienen una accién especifica contra el estrefiimiento
(Anénimo °, 2005).
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Las antraquinonas naturales pueden hallarse en la corteza y en la raiz de
diversos géneros y especies de las familias: Rubiaceae, Rhamnaceas,

Poligonaceas, entre otras (Anonimo®, 2006).

3.2.3 Flavonoides

Estan ampliamente distribuidos en plantas, frutas, verduras y en diversas
bebidas y representan componentes sustanciales de la parte no energética de
la dieta humana. Desempefian un papel importante en la biologia vegetal:
responden a la luz y controlan los niveles de las auxinas reguladoras del
crecimiento y diferenciacion de las plantas. Otras funciones incluyen un papel
antifngico y bactericida, confieren coloracién, lo que puede contribuir a los
fendmenos de polinizacion, tienen una importante capacidad para fijar metales
como el hierro y el cobre, protegen la planta de los efectos nocivos de la
radiacion UV y ejercen una eficaz actividad antioxidante. Los flavonoides se
ubican principalmente en las hojas y en el exterior de las plantas, apareciendo
so6lo rastros de ellos en las partes de la planta por encima de la superficie del
suelo (An6nimo®, 2006; Anénimo’, 2006).

3.2.4 Sesquiterpenos

Los sesquiterpenos son un amplio grupo de terpenoides que presentan mas de
200 estructuras ciclicas diferentes; muchos de estos sesquiterpenos tienen
funciones de defensa en plantas y algunas sesquiterpeno sintetasas son

capaces de dar lugar a mas de 25 productos diferentes (Anénimo®, 2005).

Se conocen mas de 500 compuestos de este grupo. No son uUnicamente
importantes desde el punto de vista quimico y quimiotaxonémico, sino también
por poseer muchos de ellos actividad antitumoral y antimicrobiana (Anénimo?®,
2006).
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3.3 Suspensiones celulares

3.3.1 Cultivo de tejidos

El cultivo de tejidos fue introducido para facilitar la propagacion clonal de
especies horticolas. En la propagacion clonal las plantas son reproducidas
asexualmente y los nuevos individuos son idénticos a la planta original.
Pequefios trozos de tejido vivo (explantes) son aislados de un organismo y
cultivados asépticamente por periodos de tiempo indefinido en un medio
nutritivo (Lee, 1996).

La técnica de cultivos vegetales va unida a la totipotencia celular, es decir, la
capacidad de las células para regenerar el fenotipo de la planta de la que
provienen. Esto puede ocurrir de dos maneras: organogénesis (conduce a la
diferenciacion de meristemos caulinares que originan tallos o raices
adventicias) y embriogénesis somatica (conduce a la formacién de embriones
somaticos, es decir, asexuados o sin fecundacion) (Villalobos y Torpe, 1991;
Segura, 1993). En ambos tipos de morfogénesis, el desarrollo y crecimiento de
los 6rganos y embriones de interés pueden hacerse directa o indirectamente
(Villalobos y Torpe, 1991; Lee, 1996).

El cultivo de células en suspensién consiste en un conjunto de células aisladas,
asi como de agregados celulares (que van de 2 a 100 células) distribuidos en
un medio de cultivo liquido en constante movimiento, siendo esta una de las
formas para mantener y propagar las células vegetales. Este método de
cultivo es un proceso implementado para llevar a cabo estudios sobre
induccion de la embriogénesis somética, crecimiento y diferenciacion,
organogeénesis, ciclo celular, genética, nutricion, bioquimica y metabolismo, asi
como de la obtencién de diversos productos secundarios tales como algunos
fenoles, antraquinonas, antocianina, nicotina etc. Esta técnica es empleada en
el mejoramiento genético , dando esta técnica la mayor posibilidad de células
mutadas para expresarse Yy formar, por consiguiente, plantas mejoradas que
pueden ser seleccionadas posteriormente por procesos biotecnolégicos como

son la seleccion In Vitro y la transformacion genética (Gémez, 1998).
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Las suspensiones celulares se han obtenido en infinidad de especies
vegetales, asi como la regeneracion de plantas via organogénesis y

embriogénesis somatica (Gomez, 1998).

Una suspension celular ideal estard caracterizada por una homogeneidad
tanto morfolégica como bioquimica. Sin embargo, muchas suspensiones
establecidas por largo tiempo presentan una diversidad genética en su
poblacién de células, usualmente como resultado de diferencias en el numero
de cromosomas y en la morfologia de los cromosomas. Tal heterogeneidad no
puede ser eliminada desde una poblacion con diferentes tipos de células
(Gbmez, 1998).

3.3.2 Inicio y establecimiento

El establecimiento de un cultivo de células en suspension puede lograrse
directamente transfiriendo porciones de callo o de embriones somaticos en
estado globular al medio liquido. El establecimiento de las suspensiones a
partir de fragmentos de callo es méas rapido, aunque depende generalmente
de la friabilidad del tejido calloso. Esta es la propiedad que tienen las células de
separarse unas de otras después de una division celular con relativa facilidad,
lo cual estd muy relacionado con las propiedades de la pared celular, que
puede modificarse al variar algunos componentes del medio de cultivo como
son fitohormonas (altas concentraciones de auxinas y bajas de citoquininas

mejoran esta propiedad), algunas sales, minerales y vitaminas (Gémez, 1998).

La auxina (hormona) 2,4-D en el medio de cultivo incrementa el crecimiento
desordenado de las células formandose el callo. Aun cuando el callo presente
alta friabilidad, el cultivo en suspensién se establece después de un periodo de
adaptacion celular al medio liquido. Esta etapa se denomina etapa de
desagregacion celular, donde se liberan las células del callo por el movimiento

del medio liquido, el cual queda compuesto por agregados celulares de
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diversos tamafios, células nuevas producto de la division celular, fragmentos

residuales del indculo y restos de células muertas (Gomez, 1998).

El tiempo de desagregacion celular depende de la especie a cultivar y de la
cantidad de callo a inocular pero, en general, se extiende desde 15 a 35 dias.
Después de este periodo es necesario eliminar los restos celulares y
agregados grandes de células (Gomez, 1998). Para el establecimiento de
suspensiones celulares de café se ha reportado que el tiempo de

desagregacion celular es de 12 dias (Gallardo et al., 2000).

La cantidad de in6culo a utilizar (callo) varia desde 1 a 20 gr en 50 ml de medio
de cultivo, dependiendo del objetivo que se persigue con la suspension celular.
Mientras mayor cantidad del inoculo inicial se emplee, mas rapido se

establecera el cultivo en suspension (Gémez, 1998).

Generalmente se trabaja con un volumen ocupado correspondiente a un cuarto
del volumen total del erlenmeyer. Con relacién a las condiciones del cultivo, luz
y temperatura necesarias para el desarrollo 6ptimo de la suspension existen
rangos muy amplios dependiendo de la especia a cultivar, se prefiere el cultivo
en condiciones de oscuridad, aunque en algunos casos se recomienda la luz
indirecta (Gomez, 1998). La biosintesis de los metabolitos secundarios es
elevada por factores como la luz, como en el caso de algunos alcaloides
presentes en el café (Coffea arabica) los cuales aumentan al exponer las
células a irradiacion luminica, debido a que la luz estimula algunas enzimas
que estan involucradas en el metabolismo secundario de la planta (Kurata et
al., 1997).

3.3.3 Requerimientos de las suspensiones celulares

La células en su crecimiento requieren una variedad de nutrientes organicos e
inorganicos, clasificables como macro y micro nutrientes, que deben

suministrarse en el medio de cultivo.
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En general, los componentes que conforman un medio de cultivo son:

* Fuente de Carbono (carbohidratos): sus funciones son ser fuente de
energia y mantener en el medio un potencial osmotico determinado, la
fuente de carbono mas utilizada es la sacarosa y su cantidad
comunmente adicionada es de 20 a 30 g/I.

* Nutrientes y minerales: La seleccion y niveles de sales se basa
fundamentalmente en los requerimientos de la planta. Un componente
esencial del medio es el hierro ya que éste ayuda al crecimiento y a la
morfogénesis en cultivos in vitro.

* Vitaminas: La adicién de vitaminas tiene importancia en su accion como
coenzimas.

» Sustancias reguladoras de crecimiento: La relacion auxinas/ citoquininas
generalmente es la responsable de la induccion de callos, planta
completa o embriones.

+ Fuentes de nitrogeno reducido: Se ha encontrado que el ion NHj"
(suministrado como  (NH4)>SO4, NH4NOs) proporciona mayor
crecimiento, pero la adicibn de aminoacidos no dan como resultado un
particular aumento de crecimiento.

* Microelementos: su ausencia genera problemas fisiolégicos en las
plantas (Roca et al., 1993).

3.3.4 Morfologia de las células

Los cultivos de células en suspensién generalmente son heterogéneos con
células aisladas y pequefios agregados celulares. La proporcién entre ambos
asi como su tamafio, depende de la especie vegetal, de la edad del tejido, de la
composicion del medio y del ambiente.

Generalmente, la informacion perteneciente a la citologia de las células In Vitro

sugiere que la medida promedio de las células varia entre 25 y 475 pum

dependiendo de su forma; esta puede ser alargada, ovalada o redonda.
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En las suspensiones celulares se encuentran tres tipos de células :

» Células meristematicas: son células pequefias con envoltura nuclear
definida y nucleo central o laterizado con nucleolo, pared de mediano
grosor y en ocasiones gruesa. La membrana celular estd cercana a la
pared, el citoplasma es compacto con escasas y pequefias vacuolas.

» Células parenquimaticas: son células de mayor talla, con el nucleo y el
citoplasma rechazado hacia la periferia por la expansion de la vacuola.
El ndcleo contiene uno o dos nucleolos. La pared celular es delgada, y la
membrana esta cerca de la pared.

» Células gigantes: son células en las que la vacuola ocupa el espacio
intracelular y ha comprimido hacia la pared al nucleo y al citoplasma con
todos sus organelos. A tales efectos se aprecian paredes celulares

delgadas.

Cuando se analizan los tipos de células en el desarrollo de una suspension,
predominan las células meristeméaticas en los primeros dias, luego aparecen
las parenquimaticas y al final predominan las gigantes, lo cual es sinénimo de

envejecimiento de la suspension (Gémez, 1998).

3.3.5 Curva de crecimiento

En una suspension celular es indispensable determinar cual es el momento en
donde las células han agotado los componentes del medio, necesitando de
medio de cultivo fresco para continuar sus procesos fisiologicos normales. Para
conocer dicho momento es necesario realizar una curva de crecimiento. Esta
curva depende del tipo y cantidad de inoculo utilizado para iniciar las

suspensiones. La curva se puede apreciar en la Gréfica 2.
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Gréfica 2. Curva de crecimiento de las células ens  uspensiones celulares
(Gallardo et al.,2000)
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La fase de retraso se observa cuando en un medio fresco se subcultivan
suspensiones celulares que estan en la fase estacionaria; los cultivos crecen
lentamente durante 1 a 3 dias. La fase de retraso no se presenta 0 es muy

corta, si se subcultivan suspensiones que estan en el periodo de crecimiento.

En la fase exponencial, la velocidad especifica de crecimiento es constante. El
uso de bajas densidades en la iniciacion del cultivo o el de elevadas
concentraciones de nutrientes en el medio, pueden prolongar la fase

exponencial.

Durante la fase de desaceleracion, la tasa especifica de crecimiento disminuye
uniformemente con el tiempo para alcanzar finalmente la fase estacionaria en
la cual, no hay crecimiento neto en la sintesis de biomasa o en el nUmero de

células (Roca et al., 1993).

35



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Localizacién

Este trabajo se realizd en el Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad
EAFIT ubicado en la ciudad de Medellin a 1420 msnm con una temperatura

ambiente promedio de 25<.

4.2 Origen y seleccién del material vegetal.

El material vegetal se obtuvo de la Central Mayorista de Antioquia, la cual actia
como centro de acopio y distribucion de una amplia variedad de frutales y

hortalizas para los habitantes del municipio de Medellin.

4.3 Obtencién del material vegetal

» Para la regeneracion de las plantas in Vitro, se obtuvieron semillas de

frutos maduros de borojo previamente seleccionados.

» Para la induccion de callos friables se obtuvieron hojas procedentes de

plantulas in Vitro.

4.4 Establecimiento in Vitro de los explantes

4 .4.1 Desinfeccion de la semilla

A los frutos maduros se le extrajeron las semillas, las cuales fueron lavadas
cuidadosamente con abundante agua y jabon Tego al 2% (v/v) para limpiarles
el mucilago. Posteriormente, en la camara de flujo laminar, las semillas fueron
sumergidas en etanol al 70% durante 15 minutos, en hipoclorito de sodio al 3%
por 25 minutos con la adicion de Tween 20 y finalmente se lavaron con

abundante agua destilada y estéril (Martinez, 2005).
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4.4.2 Obtencion de plantulas a partir de semillas.

Las semillas se sembraron en el medio Murashige Skoog (MS) (1962)
suplementado con sacarosa (20 g /L), phytagel (2 g/L) y BAP (1mg/L), con un
pH de 5.8 de acuerdo con el protocolo reportado por Martinez et al. (2005)
como se puede observar en la Foto 1. Los explantes fueron mantenidos a una

temperatura promedio de 28T y bajo condiciones de luz permanente.

Foto 1. Semillas para obtencién de plantulas en med 0o MS 1962

4.4.3 Obtencién y Mantenimiento de callos friables

Una vez obtenidas las plantulas in Vitro, se tomaron las hojas como explante
para la induccion de callos friables. Se realizaron cortes de la hoja en forma de
disco de un tamafio de 0.9 cm de didmetro, los cuales se sembraron bajo
condiciones estériles en el medio Murashige Skoog (1962) suplementado con
sacarosa (30 g/L), phytagel (2 g/L), 2,4-D (1 mg/L), Tiamina-HCI (0.2 mg/L),
acido nicotinico(1 mg/L), Glicina (4 mg/L), Piridoxina-HCI (1 mg/L) y Mioinositol
(200 mg/L) con un pH ajustado a 5.8 antes de autoclavar el medio de cultivo. El
subcultivo de los callos a medio fresco fue llevado a cabo cada cuatro

semanas. Los callos fueron mantenidos a una temperatura promedio de 28T y
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bajo condiciones de luz permanente. En la Foto 2 se pueden observar los

callos obtenidos.

Foto 2. Callos obtenidos para el establecimiento de las suspensiones

celulares

4.5 Establecimiento de suspensiones celulares

4.5.1 Desagregacion Celular

Para determinar el tiempo de desagregacion celular fue empleado el medio
Murashige Skoog (MS) (1962) suplementado con sacarosa (30 g/L), 2,4-D (1
mg/L), Tiamina-HCI (0.2 mg/L), Acido nicotinico (1 mg/L), Glicina (4 mg/L),
Piridoxina-HCI (1 mg/L) y Mioinositol (200 mg/L), el volumen de medio ocupado
en el erlenmeyer fue la quinta parte de este, el pH inicial fue de 5.8, la
concentracion inicial del inéculo fue (20 gr BH/L),con agitacion orbital de 160
rpm y condiciones de luz total. Los callos utilizados en este ensayo tenian 8

semanas de edad.

Los parametros tenidos en cuenta para evaluar el tiempo de desagregacion

celular fueron los siguientes:
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4.5.1.1 Método de muestreo:

Para la evaluacion de este pardmetro se definieron tres montajes:

El primero constd de un erlenmeyer, un tapon de gasa estéril, tubo de vidrio,

manguera plastica y una jeringa estéril (Foto 3).

Foto 3. Montaje Jeringa

El segundo montaje fue un erlenmeyer y un tapén de gasa estéril y la muestra

se tomo con una pipeta estéril (Foto 4).

El tercer montaje se realizé con un erlenmeyer y un tapén de gasa estéril y la

muestra se hizo por vaciado en tubos de centrifuga estériles (Foto 4).

Estos métodos de muestreo se realizaron con el proposito de determinar el
método que no presentara contaminacién y de obtener la muestra mas
uniforme. Los montajes se realizaron por duplicado en cada frasco y el

muestreo se hizo por triplicado durante 15 dias.
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Foto 4. Montaje muestreo Pipeta y Vaciado

4.5.1.2 Presencia de antibidtico:

Una vez seleccionado el método de muestreo, se procedio a evaluar el efecto
de la presencia de antibiético en el medio de cultivo como inhibidor de la
division celular y la contaminacién microbiana. Se empledé Ampicilina de grado

reactivo a una concentraciéon de 100 mg/L (Anénimo®, 2006).

Se realizé una cinética de crecimiento para la etapa de desagregacion celular
utilizando el medio MS (1962) suplementado con sacarosa (30 g/L), 2,4-D
(Img/L), Tiamina-HCI (0.2 mg/L), acido nicotinico (1 mg/L), Glicina (4 mg/L),
Piridoxina-HCI (1 mg/L), Mioinositol (200 mg/L) y con un pH ajustado a 5.8
antes de autoclavar el medio de cultivo. Este montaje se hizo en erlenmeyers
de 500 ml con el 20% de volumen ocupado con el medio (100 ml), agitacién
orbital (160 rpm), condiciones de luz total y 1 gramo (peso fresco) de callo
friable por cada 50 ml de medio, realizando 4 ensayos, 2 de los cuales tenian
100mg/L de Ampicilina grado reactivo (A1 y A2) y 2 sin esta (B1 y B2), para

obtener dos tratamientos con dos replicas.

El muestreo se realiz6 por vaciado, tomando 3ml de muestra en tubos de
centrifuga estériles. La toma de las muestras se realiz6 cada 48 horas hasta
determinar que la disgregacion se encontrara en estado estacionario mediante

el método de peso fresco y peso seco de las células (Habeych, 2003).

40



Adicionalmente, se determind este tiempo de forma cualitativa una vez se
observé que el medio de cultivo lucia homogéneo y saturado, y que los
agregados celulares se habian separado. Una vez determinado el tiempo de
desagregacion, se repitio el montaje sin toma de muestra para ser empleado

como inoculo de las suspensiones celulares.

4.5.2 Establecimiento de las suspensiones celulares

Una vez determinado el tipo de muestreo y la accién del antibiético en el medio
de cultivo, el desagregado celular se pasé a través de un tamiz en condiciones
estériles para evitar la presencia de agregados grandes de células y garantizar
asi la homogeneidad del in6culo. Se tomé una parte de éste por cada tres
partes de medio fresco segun lo reporta Roca et al. (1993), en erlenmeyers de

100 ml pre-esterilizados con un volumen total ocupado de 20 ml.

4.5.3 Disefio de experimentos

Se realiz6 un disefio de experimentos factorial, balanceado y de efectos fijos.
» Factores bajo estudio: Hormona 2,4-D y Luz
* Niveles de los factores bajo estudio
0 Hormona: 0y 1 mg/l 2,4-D
0 Luz: ausencia o presencia de luz
* Tratamientos: 4
* Numero de réplicas: 2 por tratamiento
» Restricciones de aleatoriedad: Tiempo (10)
* Numero total de observaciones: 80

» Variables de respuesta: crecimiento de biomasa, produccion de proteina

extracelular total, Consumo de azlcares no reductores y reductores.
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El efecto de los diferentes tratamientos se analizé estadisticamente mediante
andlisis de Varianza (ANOVA) con un 95% de confianza, utilizando el programa
STATGRAPHICS Plus para Windows Version 5.0.

4.5.4 Cinética de crecimiento de las suspensiones ¢ elulares

La cinética de crecimiento se evalu6 en el medio de cultivo MS suplementado
con sacarosa (30 g/L), Ampicilina (100 mg/L) y 2,4-D de acuerdo con el disefio
de experimentos planteado anteriormente. EI crecimiento celular fue
monitoreado mediante el método de peso fresco y peso seco de las células,
descrito por Habeych (2003). Se retiraron 2 erlenmeyers al azar de cada
ensayo (8 erlenmeyers cada 48 horas hasta llegar a la fase exponencial
durante la cual el muestreo se hizo cada 24 horas y al llegar a la fase
estacionaria el muestreo se realizé cada 48 horas, para un total de 15 dias de
cultivo). Esta metodologia se empleé con el proposito de eliminar
contaminaciones ya que cada erlenmeyer usado en el muestreo fue descartado
(Capataz, 2005).

De cada uno de los erlenmeyers se tomaron alicuotas de 3 ml de suspension
celular para realizar las mediciones de peso seco, este procedimiento se
realizd por triplicado, el sobrenadante obtenido se almacené a -4C vy
posteriormente fue empleado para realizar las pruebas de azlcares no
reductores y reductores y para determinar proteina total extracelular. El resto
de la muestra de la suspensién celular de cada erlenmeyer fue utilizada para
realizar los analisis de metabolitos secundarios, medicion del pH y para
monitorear la morfologia celular a través del tiempo en las suspensiones

celulares (viabilidad celular mediante la tincion de Evans).
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4.5.4.1 Determinacion de peso seco

Las muestras fueron transferidas a tubos de microcentrifuga previamente
pesados y cortados en la parte inferior. Los tubos de microcentrifuga cortados
se introdujeron en los tubos no cortados y ambos son puestos en tubos de
centrifuga. Las muestras fueron centrifugadas a 4500 rpm durante 20 minutos,
lo cual permite la salida de los liquidos de la muestra por la parte inferior
reteniendo solamente el material soélido que luego es puesto al horno a 50C
hasta lograr la sequedad completa para ser posteriormente pesados (Mills y
Lee, 1996; Habeych, 2003). EI montaje realizado se puede observar en la
Gréfica 3.

Grafica 3. Representacion del montaje para la

determinacion de peso seco (Mills y Lee, 1996).

D

Vista desde abajo del corte
de los tubos de
microcentrifuga para las
muestras

Vista lateral de la configuracion para los tubos
de las muestras
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4.5.4.2 Determinacion de la proteina extracelular

Para la determinacion de la proteina celular se utiliz6 el método de Lowry, el
cual es uno de los mas exactos para la cuantificacion de proteinas. Este
método consiste en la hidrolisis de la proteina seguida de la determinacion
espectrofotométrica de sus aminoacidos. Es el método mas usado, pues su
sensibilidad es moderadamente constante de proteina a proteina, por lo cual,
se hace aceptable cuando se trata de determinaciones absolutas de proteinas
en mezclas o extractos crudos. En este método se combina la reaccion de
cobre y la reaccion del reactivo fosfotungstomolibdico (Reactivo de Folin-
Ciocalteu) con fenoles tales como la tirosina, el tript6fano y en menor grado a la
cisteina e histidina. El resultado final de esta reaccion es la obtencion de un
color azul oscuro (Lowry, 1951) La preparacion de la soluciones utilizadas para
la determinacion de la proteina extracelular mediante el método de Lowry se

encuentra en la seccién de los anexos (Anexo 1).

4.5.4.3 Cuantificacion de azlcares no reductores po  r el método del Acido
AC 3,5-dinitro salicilico (DNS)

Este método se basa en la hidrdlisis de la sacarosa para producir una molécula
de glucosa y una de fructosa, y la posterior medicion de los azucares
reductores libres por medio de la reduccién del &cido dinitrosalicilico. Se forma
un compuesto nitrogenado amarillo, cuya densidad Optica es proporcional a la

concentracion de grupos reductores. (Miller, 1959).

Las soluciones utilizadas para la realizacion de este método, se encuentran

en la seccion de los anexos (Anexo J)

4.5.4.4 Cuantificacion de azucares reductores por e | método del Acido 3,5-
dinitro salicilico (DNS)

La medicion de los azucares reductores se realizo por medio de la reduccion

del &cido 3,5-dinitrosalicilico, en la cual se forma un compuesto nitrogenado
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amarillo, cuya densidad Optica es proporcional a la concentracién de grupos
reductores (Miller, 1959).

Las soluciones utilizadas para la realizacion de este método, se encuentran

en la seccion de los anexos (Anexo J)

4.5.4.5 Tincién de Evans

La tincion de Evans se realizd con el proposito de evaluar la viabilidad celular
de las suspensiones siguiendo el protocolo reportado por Giménez et al.
(2004).

Para esto se utilizaron 20 pL de suspension celular, 2 pL de solucion de azul de
Evans (1% p/v) y se esperd6 5 min antes de observar las células bajo el

microscopio.

4.6 Analisis quimicos

Al sobrenadante recolectado de las muestras tomadas para la cinética de
crecimiento celular se les realizO algunas pruebas que se describen a
continuacion con el proposito de realizar un analisis cualitativo de la presencia

de algunos metabolitos secundarios extracelulares en la suspension celular.

4.6.1 Identificacion de componentes

Se realizaron ensayos de cromatografia de capa fina (TLC) para los siguientes
metabolitos: Flavonoides, Antraquinonas y Sesquiterpenlactonas, los cuales se
presume y de acuerdo con la literatura revisada se encuentran en las

muestras.

Las muestras se ubicaron a un centimetro de la placa de silica gel, luego se

secaron y se introdujeron en una cadmara con el eluyente, ésta se tapd y se
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dejaron correr hasta que el eluyente recorrié la placa. El solvente sube por

capilaridad y arrastra las moléculas, las cuales se mueven segun la afinidad

que muestren por la fase estacionaria y la moévil. Como las muestras son

incoloras hubo que someterlas a tratamientos con sustancias reveladoras para

poder determinar la presencia de componentes sobre el silicato. El tipo de

revelador depende del tipo de moléculas a analizar, éstos se presentan en la

Tabla 4.
Tabla 4. Eluyentes y Reveladores TLC
Metabolito Eluyente Revelador Observaciones
Calentar a 100C
Acetato de por 5 minutos y
_ etilo — Reactivo luz ultravioleta 5
Flavonoides _ . _
Isopropanol Citroborico minutos.
(65:25) Coloracion
Amarilla
Acetato de
_ etilo — Metanol Reactivo de y .
Antraquinonas Coloracion rojiza
- Agua Borntraeger
(100:17:13)
_ Cloroformo — Coloracion
Sesquiterpenlactonas H>SO,4+ Calor .
Acetona (4:1) Rojiza

Estos ensayos se realizaron para las muestras en los dias 0, 9 y 15 del cultivo

para cada tratamiento.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Establecimiento in Vitro de los explantes

5.1.1 Desinfeccion de la semilla

Para el proceso de desinfeccion de las semilla se utilizé el protocolo reportado
por Martinez et al. (2006) el cual permitid obtener el 100 % de las semillas sin

ningun tipo de contaminacion bacteriana o fungice.

5.1.2 Obtencion de plantulas a partir de semillas

Para la germinacion de semillas de borojé in Vitro (Foto 5 a) se observé un
comportamiento parecido al reportado para la germinacibn en campo,
iniciandose el proceso germinativo a los 15 dias y obteniendo al dia 45 el 85%
de las vitroplantas. A los 15 dias después de iniciado el cultivo se presento la
aparicion inicial de una raiz delgada (Foto 5 b), a los 30 dias se observo la
manifestacion de la plantula completa pero de un tamafo pequefio (Foto 5c) y
a los 45 se observo la presencia de plantas completas con un promedio de 5

hojas (Foto 5 d), las cuales posteriormente fueron utilizadas como explantes.

Foto 5. Desarrollo de la plantula de Borojé  in Vitro . a: explantes, b: raiz

delgada, c: plantula a los 30 dias, d: plantulaal os 45 dias
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5.1.3 Obtencién y Mantenimiento de callos friables

Se logro establecer el cultivo de callos friables in Vitro utilizando hojas juveniles
provenientes de las plantulas descritas anteriormente mediante el protocolo
reportado por Martinez et al. (2006), con modificaciones en la cantidad de
sacarosa cambiando el contenido de 20 g/L a 30 g/L y en las vitaminas
adicionando el doble del contenido de estas en el medio MS (1962). En los
ensayos a partir del dia 8 y hasta los 20 dias de cultivo, se comenz6 a observar
la presencia y formacion de callos friables bajo condiciones de luz permanente.
Posteriormente, estos callos se subcultivaron en medio fresco en la cuarta
semana de edad. Esta modificacion en el contenido de vitaminas y de
sacarosa en el medio MS (1962) duplico la velocidad de formacién de los callos
con respecto a la velocidad reportada por Martinez et al. (2006) el cual obtuvo
callos a los 45 dias de cultivo; asi mismo se observo una alta friabilidad en
estos con una coloraciéon entre amarilla y verde y de apariencia cremosa. La
Foto 6 muestra callos friables obtenidos a partir de hojas procedentes de

material in Vitro.

Foto 6. Callos friables obtenidos para las suspensi  ones celulares a los 20

dias después de iniciado el cultivo
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5.2 Establecimiento de suspensiones celulares

5.2.1 Desagregacion Celular

El periodo de desagregacion celular consiste en disminuir el tamafio de los
grandes agregados celulares y lograr una suspension homogénea, esto se
puede evidenciar de manera cualitativa debido a que a medida que las células
se dividen y crecen, aumenta la turbidez del medio de cultivo, lo cual es
visualmente perceptible. Una medida cuantitativa para determinar el tiempo de
desagregacion celular puede ser una cinética de crecimiento celular basado en

el método de peso seco.

5.2.1.1 Determinacion cuantitativa del tiempo de de  sagregacion celular

5.2.1.1.1 Tipo de muestreo

Se realizaron ensayos con el proposito de determinar el método de muestreo
mas adecuado para la obtencion de una mayor homogeneidad y menor indice

de contaminacion.

En el primer montaje, se empled una jeringa estéril con la cual se tomaron las
muestras. La suspension celular no presenté contaminacion, lo cual, se
corroboré realizando tincion de Gram y montaje en fresco cada 48 horas, sin
embargo, la suspensién celular present6 fenolizacion, la cual posiblemente se
deba al choque de las células contra el tubo de vidrio insertado en el
erlenmeyer para la toma de muestras, tal como se puede observar en la Foto
7. Por lo anterior este tipo de muestreo no present6 las mejores condiciones

para obtener el desagregado celular.
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Foto 7. Primer montaje para la determinacién del mu  estreo en la

desagregacion celular. a: Montaje en el dia cero, b : Suspension fenolizada

dia seis.

En el segundo montaje evaluado se usO una pipeta estéril para la toma de
muestras. Este método presenté contaminacion de tipo bacteriano (Gram -). No
se observo presencia de hifas que indicaran contaminacion por hongos, tal
como se observa en la Foto 8, y en consecuencia, este montaje tampoco fue

tenido en cuenta.

Foto 8. Contaminacion bacteriana en la suspensibn d e Borojé en el

segundo montaje (Observacién bajo en microscopio ¢ on lente 100 X)
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El muestreo llevado a cabo en el tercer montaje se realizdé por vaciado en
tubos de centrifuga estériles (Ver Foto 9), éste ensayo no presentd ningun tipo
de contaminacion, ni fenolizacion y el muestreo fue uniforme, por lo cual fue el

método seleccionado para la toma de muestras.

Foto 9. Tubos de centrifuga estériles

Con respecto a la uniformidad en el muestreo, no se presentaron diferencias
significativas entre los tres métodos evaluados, lo cual fue posible determinar
calculando la desviacion estandar y el error para las replicas de los

tratamientos.

5.2.1.1.2 Presencia de antibidtico

Con base en los resultados obtenidos en la cinética de crecimiento celular, con
y sin antibidtico, se determiné que la Ampicilina no inhibié el crecimiento
celular, debido a que no se observé una diferencia significativa con respecto al
crecimiento celular en el medio sin Ampicilina, tal como se observa en la
Gréfica 4. De acuerdo con el analisis estadistico donde se encontré que el P-
Valor para el efecto tratamiento fue de 0,9873 con un nivel de significancia del
5%, por lo tanto, la presencia del antibidtico en el medio de cultivo no tiene un

efecto significativo sobre el crecimiento celular (Ver Anexo A).

De acuerdo con la Gréfica 4 se observé que B1 (tratamiento sin antibi6tico)
tiene un crecimiento superior en un 19.8% sobre Al (tratamiento con
antibiético) en el dia 6 del cultivo de desagregacion, por lo cual, no se

encuentra una diferencia significativa que indique una inhibicion en el
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crecimiento celular en presencia de Ampicilina. De igual manera, se observo
que A2 tiene un crecimiento del 22.22% por encima del tratamiento B2, lo que

indica, que se presentd mayor crecimiento en presencia de antibidtico.

Grafica 4. Efecto de la Ampicilina sobre la cinétic  a celular

Crecimiento Celular ( Desagragcion ) vs Tiempo

4

Biomasa seca (gr/L)

Tiempo ( dias)

—o—AL(AMPICILINA) A2(AMPICILINA) —+—Bl —m—B2

Con base en los resultados obtenidos se determind que la Ampicilina a una
concentracion de 100 mg/L no tiene un efecto inhibidor en el crecimiento
celular, por lo que, el medio empleado para las suspensiones celulares fue
suplementado con este antibiético, siendo esto un factor importante en la

prevencion de la contaminacién microbiana en el medio de cultivo.

Una vez definido el método de muestreo y el uso de Ampicilina en el medio de
cultivo y con la ayuda de la cinética realizada previamente, se establecio que el
tiempo de desagregacion para las células de B. patinoi fue de 6 dias para un
indculo inicial de 20 gr BH/I.

De la misma manera en la Grafica 4, se observé que al sexto dia de cultivo
todos los ensayos se encontraron en fase de crecimiento exponencial, periodo
en el cual es recomendable subcultivar las células, ya que en este periodo se

incrementa la velocidad de division celular, las células son jévenes y

52



biolégicamente activas como lo reportan Vasil y Vasil (1982, 1984) en Gomez
(1998) de manera que se evite o disminuya el tiempo de la fase lag en la

cinética de las suspensiones celulares.

5.2.1.2 Determinacion cualitativa del tiempo de des  agregacion celular

En La Foto 10 se muestra una secuencia del periodo de desagregacion. En el
dia cero se observaron grandes agregados celulares y el medio de cultivo
presentd un aspecto translicido (Foto 10a), en el dia dos se presenta un leve
aumento en la turbidez, un cambio de color y una disminucién en el tamafio de
los agregados celulares (Foto 10b), al octavo dia se aprecia una suspensiéon
homogénea sin grandes agregados, incluso, se observé en las paredes del
erlenmeyer una biopelicula, producto de la agitacion constante y de la

acumulacion de células libres en el medio (Foto 10c).

Foto 10. Secuencia de la desagregacion celular (a:  dia cero, b: dia dos, c:

dia ocho)

Durante el periodo de desagregacion se evalud la viabilidad celular siguiendo el
protocolo de tincion de Evans reportado por Giménez et al. (2004), tal y como
se observa en la Foto 11, donde las células blancas son células viables
mientras que las tefiidas de azul son células muertas. En la Foto 12 se
muestran células individuales ligeramente redondeadas, completas, con
organelas, lo cual indica el buen estado de la pared celular, caracteristica de

células en activo crecimiento.
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Foto 11.Células en periodo de desagregacion (dia6  de cultivo); a: Tincion

con azul de Evans para células viables. b: Tincién de la pared celular

Foto 12. Células tipicas de Borojé durante el perio  do de desagregacion

5.2.2 Establecimiento de las suspensiones celulares

Para el establecimiento de las suspensiones celulares se emple6 el medio de
cultivo Murashige Skoog (1962) suplementado con sacarosa (30 g/L),
Ampicilina (100 mg/L) y 2,4-D de acuerdo con el disefio de experimentos

planteado.

La adaptacion de las células en el medio liquido se logré mediante el subcultivo
en medio fresco de células provenientes de la desagregacion. Se adicionaron 5
ml de inéculo (relacién 3:1) a 15 ml de medio fresco, equivalente a una
densidad celular de 12.95 g/L (biomasa humeda); a estas suspensiones
celulares se les realizé el seguimiento de produccion de biomasa de acuerdo

con el disefio de experimentos factorial que se describié en la seccién de
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materiales y métodos; adicionalmente, se midi6 el pH a lo largo de la
fermentacion. En la Foto 13 se muestra el aspecto de las suspensiones

celulares al inicio (Foto 13 a) y al final del cultivo (Foto 13 b).

Foto 13. Suspensiones celulares de  B. patinoi . a: dia cero de cultivo, b:

dia 13 de cultivo

5.2.2.1 Andlisis de la cinética de crecimiento celu lar

La cinética de crecimiento celular de B. patinoi se llevé a cabo por un periodo
de 15 dias. Las suspensiones se realizaron por duplicado tomando mediciones
de biomasa por triplicado (en cada frasco) cada 48 horas, como lo reporta
Habeych (2003). Los valores tomados de biomasa y pH fueron promediados

aritméticamente y se calcul6 la desviacion estandar de los datos.

Los pH fueron medidos en el instante en que la muestra fue tomada y en

presencia de células vegetales (Ver Anexo H).

Las suspensiones celulares en el dia cero presentaron un color entre amarillo y
verde, siendo este Ultimo caracteristico de células vegetales provistas de
cloroplastos mientras el color amarillo se le puede atribuir a la presencia de
antibiético en el medio.

A medida que el periodo de cultivo fue avanzando, la coloracion fue invariable
para los tratamientos en presencia de luz (A y C) mientras que los tratamientos
B y D (en ausencia de luz) presentaron una coloracion oscura desde el dia dos
hasta el final del cultivo.
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Gréfica 5. Cinética de crecimiento celular de B. pa  tinoi para los

tratamientos A, B, Cy D
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Los resultados del crecimiento celular para los cuatro tratamientos se muestran
en la Gréfica 5 donde puede apreciarse que la duracién de la fase lag es de
aproximadamente cuatro dias, momento en el cual inicia la fase exponencial
con una duracién de 5 dias la cual finaliza aproximadamente el dia 9 del
cultivo; este comportamiento fue reportado por Gallardo et al (2000) en
suspensiones celulares de Coffea arabica especie que se toma como
referencia para comparar por pertenecer a la misma familia (Rubiaceae) del B.

patinoi.

Al final de la fase exponencial se presenta una caida en el crecimiento celular,
lo cual se debe, segun Vasil y Vasil (1982,1984) en Gémez (1998), a que al
alcanzar el maximo nimero de células se produce una rapida lisis y muerte de
las células a causa de una disminucion de los nutrientes en el medio y

sustancias reguladoras de crecimiento, especialmente 2,4-D.

La cinética de crecimiento en las suspensiones celulares de B. patinoi se ajusta

a un modelo exponencial donde la velocidad de crecimiento celular es
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constante. La velocidad de crecimiento celular p se determiné de la siguiente

manera.:

Donde x; es la biomasa seca en g/L al final de la fase exponencial, x; es la
biomasa seca en g/L al inicio de la fase exponencial, t; es el tiempo final de la
fase exponencial y t; es el tiempo inicial de la fase exponencial (Duarte, 1998).
Se calcul6 la velocidad de crecimiento celular para los tratamientos A, B y C, el
tratamiento D no se evalué debido a que éste no presento un crecimiento
celular, es decir, hubo una leve disminucién en la concentracion celular en el
tiempo y no hubo cambio neto en la produccion de biomasa (aproximadamente

cero)

Tabla 4. Velocidades de crecimiento de biomasa para  los tratamientos A,
B y C en las suspensiones celulares de B. patinoi
TRATAMIENTO | p (g BS *dia /L)

A 0,085
B 0.103
C 0,12

La mayor velocidad de crecimiento celular se presentd para el tratamiento C
(presencia de luz y 2,4-D) como se aprecia en la tabla 4, (0.12g*dia*/L), este
comportamiento puede explicarse porque ambos factores promueven el
crecimiento celular y a su vez pueden acelerar la velocidad de crecimiento. El
tratamiento B (presencia de 2,4-D) presentd una menor velocidad de
crecimiento (0.103 g*dia™/L), pero esta velocidad fue superior a la del
tratamiento A (presencia de Luz) (0.085 g*dia’/L) lo que sugiere que en
presencia solo de la hormona 2,4-D hay una mayor velocidad que cuando solo
hay presencia de luz. Sin embargo, la concentracion celular maxima para los
tratamientos en el dia 9 de cultivo es aproximadamente igual, por lo tanto la
presencia de ambos factores no incrementa la cantidad de células pero si

acelera su crecimiento, acelerando la velocidad de division celular. La
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velocidad de crecimiento celular para C es superior en un 14.17% sobre By
en un 29.17% sobre A, pero la produccién de biomasa fue aproximadamente

igual.

5.2.2.2 Efecto de los factores luz y hormona en el  crecimiento celular

+ Factor hormona

Para los tratamientos A y C la presencia de luz es un factor comun,
teniendo en cuenta esto, la ausencia de 2,4-D (1mg/L) (tratamiento A)
ocasiona un incremento en la produccion de biomasa del 1.90% sobre la
presencia de 2,4-D (tratamiento C). Sin embargo, puede observarse en la
Grafica 6 que la presencia de 2,4-D no afecta el crecimiento celular, el
analisis estadistico corrobora este resultado el cual se puede observar en el
Anexo B. Para ver el efecto de los factores en el crecimiento celular se
realizé un andlisis de Varianza ANOVA con un nivel de significancia de
0.05. El P-Valor para el efecto hormona fue de 0,0115 y aunque este indica
gue este valor es significativo en la variable de respuesta crecimiento
celular, un andlisis de contraste multiple de rangos para la variable
respuesta crecimiento de biomasa con tratamientos como factor el cual
arrojo que estos tratamientos (A y C) son homogéneos y no hay una
diferencia estadistica significativa entre los grupos de medias en presencia

deluz (Ay C) vy lapresencia o no del 2,4.D.

Con respecto a los tratamientos B y D los cuales presentan ausencia de luz,
se puede observar que la mayor concentracion de biomasa se presenta
para el tratamiento B el cual tiene 2,4-D (1 mg/L) en el medio de cultivo,
este incremento es superior en un 80.34% en el dia 11 de cultivo sobre la
produccion de biomasa en el tratamiento D (Ver Grafica 7). Es posible
apreciar que esta diferencia se presenta durante toda la cinética, siendo
siempre mayor el crecimiento en el tratamiento B (con 2,4-D), en ausencia
de luz es posible apreciar el efecto positivo que ejerce la hormona sobre el
crecimiento celular. Estadisticamente, el efecto de la hormona es

significativo en estos tratamientos que estan en ausencia de luz, ya que se
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agrupan en categorias diferentes en el test de rangos multiples de Duncan
(Anexo B).

Grafica 6. Cinética de crecimiento celular de  B. patinoi para los

tratamientos Ay C
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Con base en los analisis realizados entre los tratamientos Ay Cy By D se
determiné que la hormona no tiene ningun efecto diferencial en el
crecimiento celular cuando existe la presencia de luz, por el contrario, bajo
ausencia de la luz, el 2,4-D produce mayor crecimiento celular. De acuerdo
con lo reportado por Martinez et al. (2006), el 2,4-D bajo condiciones de
oscuridad y en una concentraciéon entre 1 y 2 mg/L tiene una accién
estimulante del crecimiento celular en Borojo.
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Gréfica 7. Cinética de crecimiento celular de  B. patinoi para los

tratamientos By D
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Comparando los tratamientos B y C en presencia de 2,4-D (1 mg/l); durante
la fase lag se presenta una mayor produccion de biomasa en ausencia de
luz (tratamiento B), asi mismo, en la fase de crecimiento exponencial la
produccion de biomasa fue superior en ausencia de luz (tratamiento B) (Ver
Grafico 8). De acuerdo con el analisis de varianza, el P-Valor para el factor
luz fue de 0,0117 con un 95% de confianza, esto indica que este factor
tiene incidencia en el crecimiento celular (Ver Anexo B). Sin embargo, en el
test de rangos multiples de Duncan se aprecia que estadisticamente no se
presenta una diferencia significativa para ambos tratamientos en la variable
respuesta en presencia del 2,4-D, es decir, cuando se adiciona la auxina el

crecimiento celular es igual con y sin luz.
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Gréfica 8. Presencia o ausencia de la luz en presen cia de 2,4-D sobre el

crecimiento celular.
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Para los tratamientos Ay D en los cuales el factor comun es la ausencia de
2,4-D, encontramos que en presencia de luz (A) se presenta un crecimiento
de biomasa superior durante todo el tiempo de cultivo. En ausencia de luz
(D), no se presenta crecimiento de biomasa, por el contrario se observa,
una caida del 53.13 % en los primeros cuatro dias de cultivo y después
tiene una tendencia lineal para la mayor parte del periodo, en el dia 9 de
cultivo se presenta un incremento del 67.3% hasta el dia 13, el cual se
mantiene hasta el dia 15 (Ver Gréfica 9). En el test de contraste multiple de
rangos de Duncan con un 95% de confianza para biomasa (Anexo B) se
evidencia que los tratamientos A y D no son Homogéneos, asi mismo se
presenta una diferencia significativa entre estos grupos EI comportamiento
del tratamiento D puede atribuirsele a una hipersensibilidad en el cultivo
debido a la ausencia de ambos factores (luz y auxina), lo cual podria causar
muerte de algun porcentaje de células suspendidas y al tener poca
densidad celular en el cultivo, el crecimiento de las células restantes puede
ser lento o no ocurrir ya que las células necesitan un determinado nimero
de ellas mismas para poder retroalimentarse y dividirse segun lo reporta
Gomez (1998).
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Gréfica 9. Cinética de crecimiento celular de B patinoi para los

tratamientos Ay D

Efecto de la luz sobre el crecmiento celular en aus  encia de
2,4-D
1,5
E} 1-
(]
(&)
& 05 | N
© \ 4
:
9 0 T T T T T T T
m 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (dias)
—o—A (luz) D (sin luz)
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En la Gréfica 10 es posible observar que al presentarse al menos un factor,
la biomasa presenta un comportamiento exponencial. En el tratamiento A en
el cual hay presencia de luz y sin 2,4-D se evidencia un mayor crecimiento
de biomasa, éste no es significativo en comparacion con el crecimiento
presentado en el tratamiento B, el cual tiene presencia de 2,4-D y ausencia
de luz, por lo tanto, es indiferente cual de los factores se encuentre
presente, siempre y cuando haya presencia de al menos uno de ellos. Esto
concuerda con el andlisis estadistico en el cual el P-valor para ambos
factores es de 0.0000 lo cual indica que el crecimiento celular se vio
afectado principalmente por la interaccion luz-hormona. En el test de
rangos multiples de Duncan con A y B son homogéneos, de la misma
manera es posible observarlo en el gréfico de interacciones en el cual se
muestra el efecto que tiene la accién conjunta de estos factores (Ver Anexo
B) Sin embargo, al observar la prueba de comparacién multiple se puede
determinar que el tratamiento B presenta mayor crecimiento celular
comparado con el tratamiento A. Estadisticamente estos dos tratamientos

Ay B no presentan diferencia significativa sobre la variable respuesta.
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Gréfica 10. Cinética de crecimiento celular de  B. patinoi para los

tratamientos Ay B
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La presencia de ambos factores (Tratamiento C: luz y 2,4-D) ocasiona un
crecimiento celular superior al producido en ausencia de ambos (tratamiento
D), lo cual indica que en ausencia de ambos factores la energia que tiene la
célula disponible la emplea en mantenimiento y no en crecimiento como se
ve en la Grafica 11.

Gréfica 11. Cinética de crecimiento celular de  B. patinoi para los

tratamientos Cy D
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Finalmente, el analisis estadistico realizado demostré que los factores
evaluados luz y hormona y su interaccion tienen una incidencia significativa
sobre el crecimiento celular con P-Valores de 0.0117, 0.0115 y 0.0000
indicando que el crecimiento celular fue afectado por la interaccion de las
dos variables estudiadas, mostrando que se requiere la presencia de al
menos uno de los factores para que se estimule la divisiébn celular. Sin
embargo, la adiciébn de la hormona con Iluz (C) no tiene diferencia

significativa con los tratamientos que tienen un solo factor (A 'y B).

5.2.2.3 Relaciéon Biomasa Hiumeda a Biomasa Seca (BH/ BS)

En este trabajo se midi6 la masa humeda y la masa seca a lo largo de todo el
tiempo de cultivo con el propésito de determinar la influencia de la luz como un

posible promotor del crecimiento celular.

La relacion entre la biomasa seca (BS) y la biomasa humeda (BH) fue
calculada como el promedio entre la relacion dada por cada uno de los
triplicados (de la misma muestra), para ambas replicas, estos resultados se
pueden observar en el Gréafico 12. En el Anexo H se encuentran los datos

experimentales.
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Gréfica 12. Relacion biomasa hiumeda y biomasa seca  de suspensiones

celulares en la cinética de crecimiento de B. patinoi
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En la Gréfica 12 se observa que el tratamiento D presenta un incremento en los
cuatro primeros dias de cultivo, esto es comun en suspensiones celulares
vegetales en condiciones de estrés (Bhadra y Shanks, 1997 en Habeych, 2003)
ocasionando 6smosis de nutrientes que se puede reflejar en un aumento de
tamafio celular incrementado la relacion BH/BS, para el resto del cultivo se
observa un decremento subito que luego se hace progresivo el cual puede ser
explicado como un dafio en la membrana permitiendo la salida de solutos
favoreciendo la salida de agua, reduciendo asi la masa humeda y como tal la
relacion BH/BS.

El tratamiento B tiende a permanecer constante lo que indica un incremento

similar en la masa humeda y en la masa seca.

Los tratamientos A y C (presencia de luz) que se observan en los Graficos 13 y
14, muestran una tendencia a tener ligeros incrementos seguidos de un
comportamiento constante en la relacibn BH/BS, sugiriendo asi que la
presencia de luz no presenta un efecto elicitor. Si este fuera el efecto se
presentaria un marcado decrecimiento de esta relacion, debido a que la tasa de
crecimiento de biomasa seca es mayor a la tasa de crecimiento de biomasa

hdameda, por la deposicion de moléculas en la pared de la célula que se
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presenta con el fin de reforzar esta para prevenir el ingreso o el ataque de

supuestos patdégenos (Habeych, 2003).

Grafica 13. Relacion BH/BS para el tratamiento A en  suspensiones

celulares de B. patinoi
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Gréfica 14. Relacion BH/BS para el tratamiento C en  suspensiones

celulares de B. patinoi
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5.2.2.4 Andlisis del pH en las suspensiones celular  es

En el anexo H se encuentran los datos obtenidos de la medicién del pH para
los diferentes tratamientos y se pueden observar en la Gréfica 15. El
comportamiento del pH para todos los tratamientos fue un comportamiento

tipico en las suspensiones de células vegetales, en las cuales se obtiene una
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disminucién del pH por mas de una unidad en los primeros dos dias de cultivo,
se ha postulado que este puede ser un mecanismo de la célula para controlar
el pH intra y extracelular produciendo &cidos organicos débiles que salen
facilmente de la célula, los cuales llevan a cabo un efecto tampon como lo
reportan Bhadra y Shanks (1997) en Habeych (2003).Este comportamiento se
presento también en las suspensiones celulares de B. patinoi como se aprecia
en la Grafica 15. Los tratamientos A, B, C y D mostraron una disminucién hacia
el dia 4 de cultivo, momento en el cual finaliza la fase lag y comienza la fase
exponencial, justo después de esta reduccién en el pH se presenta un retorno
gradual al pH original, Dixon (1997) atribuye este aumento de pH a la toma de
nutrientes del medio de cultivo. Finalmente, ocurre otra caida que coincide con
el tiempo donde se obtiene el numero maximo de células producidas segun lo

reporta Gomez (1998).

Como se observa en la Grafica 15, en los tratamientos B y D los cuales tienen
en comun la ausencia de luz se presenta un pequefio incremento en el pH en
los primeros dos dias de cultivo, esto puedo ser ocasionado por estrés
oxidativo debido a la ausencia de luz lo cual se evidenci6 con el oscurecimiento

de las suspensiones.
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Gréfica 15. Gréfico comparativo de pH para los trat  amientos A, B, Cy D en

las suspensiones celulares
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5.2.3 Determinacién de proteina extracelular

Se cuantificd el contenido de proteina total extracelular en el medio, en el cual
se evidencia que el contenido de proteinas aumenté con la edad del cultivo,
presentandose mayor produccion de proteina en el dia nueve, coincidiendo con
el tiempo de mayor produccién de biomasa. Aunque la funcién de las proteinas
en el medio de cultivo es desconocida, Quiroz et al. (2002) proponen que una
de las funciones que se le pueden atribuir es la modificacion de los polimeros
de la pared celular relacionando esta produccion con el incremento de
biomasa.

La mayor parte de las proteinas que son excretadas al medio de cultivo son
efecto del mecanismo de defensa de las plantas, aunque la composicion de

proteinas cambia con la edad del cultivo (Quiroz et al., 2002).

En suspensiones celulares de café se reportan cantidades significativas de

proteinas extracelulares en el medio justo después de alcanzar la fase
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exponencial, de la misma manera se ha observado que para muchas especies
vegetales tales como Daucus carota, Hordeum vulgare y Solanum tuberosum
se ha reportado la presencia de proteinas extracelulares y su aumento con la
edad del cultivo (Quiroz et al., 2002).

Como se evidencia en la Gréfica 16, la presencia de al menos un factor
(hormona 2,4-D o luz) (tratamiento A o B) favorece la produccién de proteina
extracelular en un 44.91% sobre la presencia de ambos factores (tratamiento
C) y de un 58.14% sobre el control (tratamiento D), estos porcentajes
corresponden al final de la fase exponencial (dia nueve de cultivo). La mayor
concentracién de proteina obtenida fue de 6.88 g/l en el tratamiento B (2,4-D,
no luz); de 6.58 g/l en el tratamiento A (luz, no 2,4-D), 3.79 g/l en el tratamiento
C (luz, 2,4-D), en el dia nueve de cultivo y de 5.93 g/l en el tratamiento D

(control) en el dia once de cultivo.

Gréfica 16. Proteina total extracelular paralos tr  atamientos A, B, Cy D en

suspensiones de B. patinoi
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Como se puede observar en la grafica de interacciones (Anexo E) se presenta
una diferencia estadisticamente significativa cuando solo una de las variables
(luz u hormona) estd presente en el medio de cultivo. Ademas, se pudo
observar que cuando hay presencia o ausencia de ambos factores, se presentd

una menor produccion de proteina extracelular.
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La concentracion inicial de proteina extracelular en el medio para el tratamiento
B es de 0.28 g/l y la concentracion en el dia de mayor produccion fue de 6.88
g/l, lo anterior representa un incremento de 25 veces (95.93%) con respecto al
dia cero, misma proporcion reportada por Quiroz et al. (2002) para
suspensiones celulares de C. arabica, cabe anotar que para B. patinoi el
contenido de proteinas estuvo en el orden de g/l mientras que para C. arabica

es de pg/l.

En el andlisis de mudltiples variables (Anexo C) se pudo observar que la
produccion de proteina extracelular esta relacionada con el crecimiento celular,

ya que ambas presentan un P-Valor de 0 con un nivel de significancia del 95%.

5.2.4 Determinacion de azlcares no reductores

De acuerdo con la Grafica 17, se pudo observar que los tratamientos B, Cy D
presentan un consumo de azUcares no reductores al inicio del cultivo, que
coincide con el inicio de la fase exponencial en el crecimiento celular para B y
C vy, en el caso del tratamiento D, esto puede deberse al mantenimiento celular,
ya que en este no hay produccion de biomasa. Esto puede ocurrir ya que al
comienzo del crecimiento celular las células se estan adaptando al medio

nuevo y se incrementa el gasto energético en ellas.

El tratamiento A presenta una produccion maxima de 360.4 g/L y esta
produccion fue superior al resto de los tratamientos en un 65%. Este
tratamiento (sin hormona) presentdé un aumento en la concentracion de
azucares no reductores a lo largo de todo el periodo de cultivo, mientras que el

tratamiento D presentd una tendencia a permanecer constante.
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Gréfica 17. Azucares no reductores para los tratami  entos A, B, Cy D en

suspensiones celulares de B. patinoi con un nivel de confianza del 95%.
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Estadisticamente no se observd una relacion entre el consumo de azucares no
reductores y el crecimiento celular, esto se puede observar en el anexo D, en el
analisis de correlaciones donde se presenta un P- valor de 0,4489, con nivel

de significancia de 0,05, por lo tanto no es significativa esta correlacion.

En general, las suspensiones celulares de B. patinoi presentaron una
produccion de azlcares no reductores, por eso no es posible determinar su
consumo neto. Esto es consistente con la informacion reportada por Villalobos
(1987) y GoOmez (1988) quienes afirman que el fruto de borojo, bajo
condiciones in Vivo, presenta una produccién de 7.8% de azlcares totales, por
lo tanto es de esperarse que las suspensiones celulares presenten este
comportamiento. Adicionalmente, es posible que se haya presentado
produccion de exopolisacaridos, los cuales pueden haberse hidrolizado durante
el procedimiento de cuantificacion de azucares no reductores dando unidades
de glucosa, fructosa, glucosamina o derivados que pueden reaccionar positivos

a DNS y que son comunes en suspensiones celulares.
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5.2.5 Determinacién de azuUcares reductores

De acuerdo con lo reportado por la literatura, el fruto de borojo contiene 6.4 %
de azucares reductores, lo cual indica que no es posible calcular un consumo
neto de estos, ya que se asume que hay una produccion superior al consumo
a lo largo del cultivo, esto se puede observar en la Gréafica 18 en la cual es
posible observar que la maxima produccion promedio fue de 48.79 gr/l.

Grafica 18. Azlcares reductores para los tratamient 0s A, B, CyD en

suspensiones celulares de  B. patinoi.
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Estadisticamente, se observdé que todos los factores bajo estudio (luz y
hormona 2,4-D) fueron significativos en la variable respuesta azlcares
reductores, como se observa en el anexo G.

5.3 Andlisis quimicos

Se realizaron andlisis quimicos con la finalidad de buscar cualitativamente la
presencia de algunos metabolitos secundarios extracelulares que podrian estar

presentes en las suspensiones celulares de B. patinoi.
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5.3.1 Identificacion de componentes

La identificacion de metabolitos secundarios extracelulares se realizd por
cromatografia de capa fina (TLC). Los resultados se pueden observar en la
Tabla 5. Las pruebas realizadas para antraquinonas y flavonoides dieron
negativas, mientras que para sesquiterpenlactonas dieron positivas a lo largo
de todo el periodo de cultivo al utilizar el revelador de Lieberman que induce a

una coloracion rojiza como se puede observar en la Foto 14.

Tabla 5. Resultados Cromatografia de capa fina para  identificacion de

metabolitos secundarios extracelulares en suspensio nes celulares de B.

patinoi
MUESTRA ANTRAQUINONAS FLAVONOIDES
SESQUITERPENLACTONAS

A 0 - - +
- - +

15 - ; n

B 0 - - +
9 - - +

15 - ; n

C 0 - - "
- - +

15 - - +

D 0 - - +
9 - - +

15 - - n

El resultado negativo para estos metabolitos no implica que no estén
presentes, es posible que esta respuesta se haya presentado debido a una
poca afinidad de los metabolitos evaluados y el eluyente empleado; otro factor
gue pudo ocasionar esta respuesta, es que los metabolitos pueden presentarse
intracelularmente o en otras fases del cultivo, y que pueden aparecer como
respuestas a estimulos, lo cual generalmente ocurre al final del cultivo en
ausencia de nutrientes, cuando comienza el metabolismo endégeno donde la
energia de mantenimiento es suministrada por la degradacion de una parte de

la biomasa (Doran, 1999). Algunas veces los metabolitos secundarios no se
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expresan al establecerse un cultivo in Vitro de la especie, incluso es posible
gue el metabolito se exprese en el callo y al este ser transferido a un medio
liguido puede no expresarse. En ocasiones es posible que se expresen
metabolitos que en la planta ex Vitro no se encuentran (Orozco, 2002).

Foto 14. Cromatografia de capa fina (TLC) para ide ntificacion de
sesquiterpenlactonas; a: Placa de cromatografia. b  : Placa coloreada con

respuesta positiva tratamiento B, c: Placa colorea  da con respuesta

positiva tratamiento C
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CONCLUSIONES

Se establecieron suspensiones celulares de B. patinoi con un activo
crecimiento celular cuando se inocularon callos friables en medio liquido MS,
suplementado con 30 g/L de sacarosa, 100 mg/L de Ampicilina (grado
reactivo), 1 mg/L de 2,4-D, con un in6culo de 20 g BH/L de callo friable con un
temperatura promedio de 27 C, agitacion orbital d e 160 rpm y régimen total de
luz; determinando asi que el tiempo necesario para la desagregacion celular
es de 6 dias, momento en el cual se encuentran completamente separados
los agregados celulares y la suspensién luce homogénea, siendo este el
momento ideal para finalizar la etapa de desagregacion e iniciar el cultivo en
suspension de B. patinoi alcanzando una densidad celular de 3,5 g/L de células

Secas.

De acuerdo con la cinética de crecimiento celular a las condiciones evaluadas,
se determind que el tiempo de la fase lag fue de 4 dias, seguida por la fase
exponencial la cual tuvo una duracién de 5 dias (finalizo en el dia 9 de cultivo) y
finalmente se presentd una etapa de decline hasta el final del cultivo el cual se

mantuvo durante 15 dias.

Los pardmetros estudiados mostraron tener un efecto sobre el crecimiento
celular, en presencia de al menos uno de ellos se observa un crecimiento
celular positivo, en presencia de ambos factores el crecimiento celular es
menor que el que se observa en presencia de solo uno, pero en ausencia de
ambos no presenta una respuesta positiva al crecimiento. Para obtener un
incremento en la biomasa es indiferente cual de los factores se encuentre

presente, siempre y cuando haya al menos uno de ellos.

Estadisticamente no se encontr6é que alguno de los factores bajo estudio (luz y
hormona), fuera mas significativo que el otro con respecto al crecimiento de
biomasa, por lo tanto, las condiciones 6ptimas de cultivo para la obtencién de
una mayor produccién de biomasa son las del tratamiento A (presencia de luz y

ausencia de hormona), aunque el costo de la luz es significativo en términos
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economicos es posible minimizarlo, mientras que, para el tratamiento B
(presencia de hormona y ausencia de luz) el cual es la siguiente alternativa en
cuanto a mayor produccion de biomasa, tiene como desventaja el costo de la

hormona el cual no es posible minimizar.

La mayor velocidad de crecimiento se observo en el tratamiento C (presencia
de ambos factores) la cual fue de 0.12g*dia™/L. No se encontré una relacién
entre la velocidad de crecimiento y la cantidad de células producidas, asi
mismo como no fue posible relacionarla con la produccion de proteina total

extracelular ni de azlcares no reductores.

En este trabajo se midié la masa humeda y la masa seca a lo largo de todo el
tiempo de cultivo con el propésito de determinar la influencia de la luz en el
crecimiento celular, sugiriendo que la luz no presenté un comportamiento tipico
de un elicitor, el cual aumenta la tasa de crecimiento de peso seco mas que la
tasa de de peso humedo y, asi mismo, el pH no sufrié un aumento como es de

esperarse en procesos de elicitacion.

No fue posible relacionar la concentracion de los azucares no reductores con el
crecimiento celular, estos en lugar de evidenciar un consumo presentaron una
produccion neta. De la misma manera se presentd produccion de azUcares
reductores. Por lo tanto, no se encontr6 que dichos azlUcares estuvieran
asociados al crecimiento celular en vista de que éstos tuvieron un

comportamiento irregular.

De acuerdo con el andlisis estadistico, la produccion de proteina se encuentra
evidentemente asociada al crecimiento celular. El incremento de la proteina
aumentd conforme aumenté la edad del cultivo y alcanzé una produccion 25
veces mas que al inicio del cultivo, permitiendo asociarla con el metabolismo

primario.

Con base en lo reportado en la literatura, es bien sabido que la luz participa en
la fotosintesis regulando la actividad de muchas enzimas (en algunos casos es

posible la inactivacion de algunas de ellas en ausencia de luz), pero el
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mecanismo por el que esto ocurre es aun desconocido, ademas, la respuesta
que la luz puede ocasionar esta relacionada directamente con la especie
vegetal y varia de una especie a otra. Es por esto que, en el caso de B. patinoi,
no se puede establecer el mecanismo por el cual la luz afecta el crecimiento

celular, sin embargo, si se observo que la presencia de luz lo mejoré.

Mediante analisis quimicos se encontr6 de manera cualitativa la presencia de
Sesquiterpenlactonas (sesquiterpenos), a las cuales se atribuyen propiedades
antitumorales y antimicrobianas; este hallazgo ratifica la importancia de
continuar con los estudios de esta especie vegetal (Borojoa patinoi) como una
fuente alternativa de sustancias que actualmente tienen un alto valor agregado

en la industria.
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RECOMENDACIONES

Algunas recomendaciones para trabajos futuros sobre el tema son:

Se recomienda estudiar la respuesta de la variacién en la densidad
inicial de indculo en el crecimiento celular y asi mismo determinar una
densidad critica 0 minima inicial para lograr el crecimiento celular en

suspension.

Mantener las suspensiones por un periodo mas largo de cultivo para
determinar la expresion y cuantificacion de algunos metabolitos

secundarios en suspension.

Llevar a cabo estudios que permitan evaluar elicitores bioticos y/o

abioticos con respuestas conocidas en otras especies.

La luz presenté algun tipo de estimulo, tal vez como promotor del
crecimiento celular, lo que deja abierta la posibilidad de estudiar
diferentes intensidades luminicas, periodos de exposicion y determinar

su efecto desde el punto de vista fisioldgico.
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ANEXOS

ANEXO A
Andlisis de la Varianza para la variable respuesta Peso seco
Grados )
Suma de Cuadrado de la |Relacion
FACTOR de ) P-Valor
cuadrados : Media F
libertad
Ampicilina 0.0915062 1 0.0915062 0.06 0.8078
20.8369 14 1.48835
RESIDUOS
TOTAL (CORREGIDO) 20.9284 15

Los cocientes F estan basados en el error cuadratico medio residual.

Contraste Multiple de Rangos para PESO SECO DESAGRE GACION

Ampicilina Recuento MediaLS SigmalLS  Grupos Homogéneos

8 1.21625 0.431328 X
B 8 1.3675 0.431328 X
Contraste Diferencias
A-B -0.15125

Medias para desagregacion con un 95 % de confianza
24F E

ol i
16+ .
1.2+ .
0.8 .
0.4

T
1

Peso seco (gr/l)

0k i
A B

Ampicilina

84




Andlisis de la Varianza para la variable respuesta

ANEXO B

el crecimiento celular.

(Biomasa)
Grados
FACTOR Suma de i Cuadrado de |Relacion sl
cuadrados libertad la Media F
A:hormona 0,475347 1 0,475347 6,89 0,0115
B:luz 0,472781 1 0,472781 6,86 0,0117
C:tiempo 2,24535 9 0,249483 3,62 0,0016
AB 1,54475 1 1,54475 22,41 0,0000
AC 1,09384 9 0,121537 1,76 0,0999
BC 1,72724 9 0,191915 2,78 0,0102
RESIDUAL 3,37825 49 0,0689439
TOTAL 10,9376 79
Contraste Multiple de Rangos para Biomasa segun Tr  atamientos
Método: 95.0 porcentaje Duncan
TRATAMIENTOS Recuento Media LS Sigma LS Grupos
Homogéneos
D 20 0.000384583 00.0000745022 | X
C 20 0.00069 X
0.0000745022
A 20 0.00081125 0.0000745022 X
B 20 0.000811667 0.0000745022 X
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Comparacion multiple para determinar las medias que son

significativamente diferentes unas de otras

Contraste Diferencias
A-B -4.1665E-7
A-C 0.00012125

A-D *0.000426667

B-C 0.000121667

B-D *0.000427083

C-D *0.000305417

* indica una diferencia significativa.

Interaction Plot

0,87 F luz

—%— N

0,77 |

0,67 |

Biomasa

0,57 |

0,47 |

0,37 E

hormona



ANEXO C

Andlisis estadistico para relacionar proteina total extracelular con el

crecimiento celular

Correlaciones

BIOMASA|PROTEINA
BIOMASA 0,4425
Tamafo de muestra (80)
P-Valor 0,0000
PROTEINA 0,4425
Tamafo de muestra|(80)
P-Valor 0,0000
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Andlisis estadistico para relacionar azicares no re

ANEXO D

crecimiento celular

ductores con el

Grados
Suma de Cuadrado de »
FACTOR de ) Relacion F P-Valor
cuadrados i la Media
libertad
Between groups 194242, 1 194242, 262,44 0,0000
Within groups 45888,6 62 740,138
Total (Corr.) 240130, 63
Correlaciones
Biomasa |Azucares No Reductores
Biomasa 0,1387
Tamafio de muestra (32)
P-Valor 0,4489

Azucares No Reductores |0,1387

Tamafio de muestra

(32)

P- Valor

0,4489
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Andlisis de la Varianza para la variable respuesta

ANEXO E

extracelular de proteina

produccion total

Grados i
Suma de Cuadrado de |Relacién
FACTOR de ) P-Valor
cuadrados ) la Media F
libertad
A:hormona 0,939611 1 0,939611 1,33 0,2538
B:luz 0,249761 1 0,249761 0,35 0,5543
C:tiempo 85,3756 9 9,48618 13,46 0,0000
AB 88,179 1 88,179 125,16 |0,0000
AC 5,14743 9 0,571936 0,81 0,6077
BC 2,71888 9 0,302097 0,43 0,9131
RESIDUAL 34,5219 49 0,704529
TOTAL 217,132 79
Interaction Plot
4,1 — luz
—a— |
3!7 I —— N
3,3 _
©
£
[J] -
2 29
S
2,5 _
2,1 _
1,7 _
h s

hormona
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Andlisis de la Varianza para la variable produccio

ANEXO F

n total de azucares no

reductores
Grados »
Suma de Cuadrado de [Relacién
FACTOR de ) P-Valor
cuadrados : la Media F
libertad
A:hormona 30,1965 1 30,1965 0,04 0,8404
B:luz 2135,31 1 2135,31 2,90 0,0951
C:tiempo 26650,8 9 2961,19 4,02 0,0007
AB 41850,7 1 41850,7 56,78 0,0000
AC 29409,3 9 3267,7 4,43 0,0003
BC 29359,5 9 3262,17 4,43 0,0003
RESIDUAL 36115,2 49 737,045
TOTAL 165551, 79
Interaction Plot
160 - - hormona
I ] —— h
150 4 5
x - ]
Z 140 F .
%) C ]
IS:J C h
* 130 - E
8 C ]
N 120 - -
< r ]
110 - .
100 F ]

luz
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Andlisis de la Varianza para la variable produccio

ANEXO G

n total de azucares

reductores
Grados
Suma de Cuadrado de |Relacion
FACTOR de ) P-Valor
cuadrados i la Media F
libertad
MAIN EFFECTS
A:hormona 285,088 1 285,088 17,97 0,0001
B:luz 334,153 1 334,153 21,06 0,0000
C:tiempo 7331,16 9 814,574 51,34 0,0000
INTERACTIONS
AB 170,003 1 170,003 10,72 0,0020
AC 797,068 9 88,5631 5,58 0,0000
BC 553,847 9 61,5386 3,88 0,0009
RESIDUAL 777,395 49 15,8652
TOTAL (CORRECTED) 10248,7 79

Interaction Plot

40

36

azucares red

34

32

I

luz

—%— N

hormona

91




Datos experimentales fermentacion de suspensiones

patinoi . Tratamiento A (en presencia de Luz y sin 2,4-D)

ANEXO H

celulares de B

Tiempo (dias) Concentracion Concentracion Relacion pH (adim.)
promedio Células promedio Células promedio promedio
BH (g/l) BS (g/l) BH/BS

(adim.)

0 3,98 0,32 12,25 5.48

2 4,83 0,57 8,39 5.29

4 6,13 0,62 9,80 4.54

6 14,83 0,90 16,47 4.54

7 18,55 0,95 19,53 4.95

8 28,10 1,00 28,10 4.8

9 37,47 1,05 35,68 4.82

11 33,80 0,89 38,09 4.6

13 28,99 0,72 39,98 4.93

15 26,69 0,32 82,11 4.48

Datos experimentales fermentacion de suspensiones

patinoi . Tratamiento B (en ausencia de Luz y con 2,4-D)

celulares de B

Tiempo (dias) Concentracion Concentracion Relacion pH (adim.)
promedio Células promedio Células promedio promedio
BH (g/l) BS (g/l) BH/BS

(adim.)

0 3,98 0,32 13,38 5.26

2 3,21 0,48 7,53 5.54

4 8,33 0,55 15,82 4.41

6 5,56 0,70 8,46 4.4

7 14,11 0,90 16,08 5.51

8 18,18 0,67 27,48 4.42

9 20,27 1,07 19,35 4.78

11 21,69 1,78 12,43 4.57

13 18,28 0,75 24,87 4.9

15 17,38 0,90 19,72 4.67
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Datos experimentales fermentacion de suspensiones

patinoi . Tratamiento C (en precensia de Luz y con 2,4-D)

celulares de B

Tiempo (dias) Concentracion Concentracién Relacion pH (adim.)
promedio Células promedio Células promedio promedio
BH (g/l) BS (g/l) BH/BS

(adim.)

0 3,98 0,32 13,85 5.43

2 4,16 0,37 12,47 5.4

4 6,63 0,42 16,82 4.31

6 12,98 0,82 16,36 4.41

7 19,21 0,87 22,54 5.14

8 27,78 0,90 31,44 4.81

9 25,84 1,03 25,71 4.67

11 22,24 0,77 29,37 4.59

13 19,03 0,52 37,24 4.83

15 17,96 0,32 56,86 4.56

Datos experimentales fermentacion de suspensiones

patinoi . Tratamiento D (en ausencia de Luz y sin 2,4-D)

celulares de B

Tiempo (dias) Concentracion Concentracion Relacion pH (adim.)
promedio Células promedio Células promedio promedio
BH (g/l) BS (g/l) BH/BS

(adim.)

0 3,98 0,325 14,62 5.1

2 6,11 0,325 21,15 5.25

4 8,08 0,150 59,00 4.31

6 6,80 0,175 43,29 4.54

7 8,05 0,225 39,22 5.38

8 6,36 0,183 38,86 4.67

9 6,09 0,175 39,22 4.52

11 5,08 0,350 16,71 4.61

13 4,66 0,525 10,34 4.68

15 3,28 0,450 9,00 4.81
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ANEXO |

Determinacion de la proteina extracelular

Solucion complejante: esta solucion se preparé inmediatamente antes de
usar, se mezclaron las soluciones A (Na,COsz; en agua destilada al 2%
peso/volumen), B (CuSO4*5H,0 en agua destilada al 1% peso/volumen), C
(Tartrato de sodio y potasio en agua destilada al 2% peso/volumen), en

proporciones de 100:1:1 respectivamente.

Solucién patron de albumina:  para obtener la curva estdndar de albumina, se
prepararon 5 soluciones de NaCl al 0,9 % (peso/volumen) y albumina con las
siguientes concentraciones en ppm (mg/l): 16, 80, 200, 300, 400 como se

observan en la Tabla 4.

Preparacion de la solucion patron de albamina (Lowr 'y, 1951)

N° de dilucion Blanco |1 2 3 4 5
pl de stock de albdamina 0 20 |100 |250 |375 |500
pl de NaCl 0.9% 500 480 400 |250 |125 |0
Concentracion (ppm) 0 16 |80 |200 [300 |400

La metodologia utilizada para el analisis cinético de la determinacion de la

proteina extracelular se realizo de la siguiente manera:

En tubos de ensayo se sirvieron 0.5 ml de las soluciones patrén de albumina,
las muestras problema diluidas (factor de dilucion 1:10) y NaCl al 0.9% como
blanco. A cada tubo se le adicioné 0.5 ml de NaOH 2N y se llevaron al bafio
maria precalentado a 100 € por un tiempo de 10 min utos. Posteriormente se
enfriaron hasta alcanzar la temperatura ambiente, y se agreg6 a cada tubo 5 ml
de la solucion complejante, luego se agitaron en vortex y se dejaron reposar
por 10 minutos. Finalmente se adicionaron 0.5 ml del reactivo de Folin-
Ciocalteu y se agitaron en vortex durante 20 segundos. Las muestras se

dejaron en reposo en un cuarto oscuro durante 30 minutos.
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Posteriormente se ley6 la absorbancia a 750 nm, en un espectrofotometro UV
visible, y con las soluciones patrén se construyo la gréfica Absorbancia vs.
Concentracion de albumina sérica de bovina (BSA); la cual permite determinar
la concentracion de las muestras problema interpolando el valor de Ia
absorbancia. La curva estandar debe tener un coeficiente de correlacion (r) de
0.991 a 0.999 (Lowry, 1951).
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ANEXO J

Cuantificacion de azicares no reductores por el mét  odo del Acido AC
3,5-dinitro salicilico (DNS)

Preparacion de la solucion Standard stock de sacaro  sa (30 g/l): se tomaron
3.0 gr de sacarosa anhidra grado reactivo con exactitud hasta la décima de mg
la cual fue disuelta en un poco de agua desionizada y después se aforé a 100
ml con agua desionizada, esta solucion debe permanecer congelada cuando no

se esté usando.

Preparacion del DNS : se pesaron 1.6 gr. de hidréxido de sodio grado reactivo,
30 gr de tartrato de sodio y potasio y se disolvieron juntos en 50 ml de agua
desionizada, aparte se pes6 1.0 gr del DNS, se disolvi6 con 30 ml de agua
desionizada, y se agregl lentamente con agitacién la solucién del DNS a la
solucién de tartrato y NaOH anteriormente preparadas, se ajusté a 100 ml, se
filtrd, y se envasd en un frasco oscuro. Esta solucion se debe mantener a la

temperatura del laboratorio.

Preparacion del reactivo NaOH 1.0 N (500 ml): se pesaron con exactitud
hasta la décima de mg; 20 gr de NaOH grado reactivo por cada 500 ml de
solucion, se disolvié en 300 ml de agua desionizada y luego se aforé a 500 ml.

Esta solucion se debe mantener a la temperatura del laboratorio.

Preparacion de HCI 10% (100 ml): se tomaron 27 ml de &cido clorhidrico al
37% grado reactivo, se diluy6 y se aforé hasta 100 ml con agua desionizada, y

se almaceno a la temperatura del laboratorio.

Se prepararon en cada tubo 100 ul de solucion con : las soluciones de la curva
patron de sacarosa, las muestras problema diluidas (factor de dilucion 1:10) y
como blanco agua desionizada de solucion, se adicionaron 200 ul de HCI 10%
a cada tubo y se agitaron en un vortex, llevandolos posteriormente a ebullicion

durante 10 minutos en bafio Maria precalentado a 95 °C, luego se enfriarony a
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cada tubo se le adicion6 1 ml de NaOH 1.0 N agitando nuevamente

vortex.

Preparacion de la curva de calibracion para la dete

no reductores (Miller, 1959)

en

rminacion de azUlcares

N° Dilucion Blanco |1 2 3 4 5 6
Ml stock sacarosa 30 g/l |0.0 10 20 40 60 80 100
Ml H2O destilada 100 90 80 60 40 20 0.0
gr/l de sacarosa 0.0 3 6 12 18 24 30

Aparte se tomaron 0.5 ml de las muestras anteriores colocando esta cantidad

en otros tubos rotulados a los cuales se les agregd 0.5 ml del

DNS, se

agitaron en vortex y se llevaron a ebullicibn por 5 minutos; estas muestras

posteriormente se enfriaron y se les adicion6 5 ml de H,O desionizada, se

agitaron en vortex y se dejaron reposar por 15 minutos realizando lecturas a

540 nm para obtener la curva absorbancia vs. concentracion.
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ANEXO K

Cuantificacion de azucares reductores por el método del Acido AC 3,5-
dinitro salicilico (DNS)

Preparacion del stock de glucosa de 4 g/L:  se tomaron 0.400 gr de glucosa
anhidra grado reactivo y se disolvieron con un poco de agua destilada y luego

se aford a 100 ml en un erlenmeyer volumétrico.

Preparacion de la curva de calibracion para la dete  rminacion de azlcares
reductores (Miller, 1959)

N° Dilucion Blanco |1 2 3 4 5 6

Glucosa ml stock [0.0 0.025 |0.050 |0.075 |0.100 [0.125 |0.150

H,O destilada ml {0.500 |0.475 [0.450 |0425 |0.400 |0.375 |0.350

Volumen total ml  |0.500 |0.500 |0.500 |0.500 |0.500 |[0.500 |0.500

Gr./l de glucosa 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

Para la cuantificacién de azucares reductores se prepararon en cada tubo 0.5
ml de solucion total con : soluciones de curva patrén, las muestras problema
diluidas (1:50) y agua como blanco , se adiciono 0.5 ml del reactivo del DNS a
cada tubo y luego se agitaron en vortex; llevandolos posteriormente a
ebullicién por 5 minutos en bafio maria. Se enfriaron rdpidamente y a cada tubo
se le adicion6 5 ml de agua destilada, se agitaron en vortex y nuevamente se
dejaron reposar 15 minutos; la lectura de la absorbancia se realizé a 540 nm,

en un espectrofotometro UV visible.
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