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RESUMEN

Ludwigia octovalvis es una hierba de la familia Onagraceae que se utiliza en México,
especialmente en los estados de Morelos, Veracruz y Oaxaca, para tratar diversas afecciones
cutaneas, infecciones, disuria y diabetes, entre otras. Estudios previos han demostrado su
potencial como antidiabético, antimicrobiano y antioxidante. Sin embargo, aunque muchas
plantas medicinales mexicanas se utilizan ampliamente, solo un pequefio porcentaje ha sido
estudiado farmacoldgicamente, y la mayoria se extrae de la naturaleza sin un plan de
sostenibilidad. El cultivo in vitro de L. octovalvis se presenta como una alternativa para
propagar la planta de manera controlada y sin riesgos de extincion, permitiendo obtener
compuestos farmacoldgicos en condiciones estables. El objetivo de este estudio es evaluar y
comparar la actividad antioxidante, antiinflamatoria y antimicrobiana de extractos de la
planta silvestre, plantulas cultivadas in vitro y cultivos de callo, con el fin de determinar las
condiciones que maximizan la produccion de compuestos bioactivos.

Los cultivos de callo se iniciaron en medio basal MS, adicionado con concentraciones
variables de &cido naftalenacético (ANA) o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D),
combinados con 6-bencilaminopurina (BAP) o kinetina (KIN). Se utilizaron plantulas
cultivadas in vitro como fuente de dos tipos de explantes: hoja y nodo. A partir de estos
tratamientos, se obtuvieron dos respuestas morfogénicas: organogeénesis (directa e indirecta)
y callogenesis. Con la combinacion de 0.1 mg/L BAP + 1 mg/L ANA 'y el explante de nodo,
se obtuvieron plantulas por organogénesis indirecta, las cuales presentaron diferencias
morfoldgicas con respecto a las que crecieron sin fitohormonas. Se establecié una linea de
cultivo de callos con el explante de hoja utilizando 1 mg/L BAP + 0.1 mg/L 2,4-D, logrando

una produccion maxima de biomasa y compuestos bioactivos en la semana seis.



A partir de estos cultivos in vitro, se obtuvieron extractos mediante maceracion a
temperatura ambiente con n-hexano, acetato de etilo y metanol. La eliminacion de radicales
libres de los diferentes extractos se midid utilizando el ensayo DPPH. Los extractos se
sometieron a un cribado antimicrobiano contra Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (SARM), S. aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Candida
albicans, mediante difusion en disco y microdilucién en caldo. La actividad antiinflamatoria
se evalud utilizando un modelo biol6gico murino de inflamacion auricular inducida por TPA
en ratones CD1, tanto machos como hembras. Los componentes fitoquimicos de los
extractos se identificaron mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (CG-EM).

Los extractos que mostraron mayor captacion del radical libre DPPH fueron el
extracto de acetato de etilo de plantula (91.4%) y el extracto metandlico de callo (85.3%). A
la concentracién de 50 mg/mL, los extractos de hexano de callo y metanol de plantula
formaron halos de inhibiciéon contra S. aureus de 16.07 + 1.30 y 8.39 + 1.47 mm,
respectivamente. Casi todos los extractos evaluados exhibieron actividad frente al SARM,;
en particular, el extracto de hexano de plantula mostré una CMI de 31.25 pg/mL, el extracto
de acetato de etilo de la planta silvestre de 62.5 pug/mL, y el extracto metandlico de callo de
250 pg/mL. No se detecto actividad contra E. coli, P. aeruginosa y C. albicans en los
extractos evaluados. El extracto de acetato de etilo a 0.5 mg/oreja mostré una actividad
antiinflamatoria superior a la indometacina a la misma dosis, con una inhibicion del edema
de 27.96% (machos) y 22.34% (hembras). Se encontraron 25 compuestos en los extractos
de plantula y callo, entre ellos: a-tocospiro B, a-tocoferol, acido n-hexadecanoico, acido
oleico, &cido palmitoleico, azafrina, betulina, betulinaldehido, campesterol, estigmasterol,

fitol, y-sitosterol, y-tocoferol, lupeol y B-sitosterol.



Los cultivos in vitro produjeron compuestos diferentes que a los reportados para la
planta silvestre; no obstante, varios de estos son relevantes por sus propiedades
farmacologicas, lo que sugiere que el cultivo in vitro puede ser una alternativa eficaz para la
produccion de metabolitos bioactivos. Estos hallazgos destacan el potencial de la
biotecnologia en el cultivo de L. octovalvis para aplicaciones farmacéuticas y la necesidad
de continuar con investigaciones para optimizar las condiciones de cultivo y maximizar la

produccion de compuestos beneficiosos.



ABSTRACT

Ludwigia octovalvis is an herb of the Onagraceae family used in Mexico, particularly
in the states of Morelos, Veracruz, and Oaxaca, to treat multiple skin conditions, infections,
dysuria, and diabetes, among other things. Previous studies have shown its potential as an
anti-diabetic, antimicrobial, and antioxidant. However, although many Mexican medicinal
plants are widely used, only a tiny percentage have been studied pharmacologically and most
are collected from the wild without a sustainability plan. The in vitro cultivation of L.
octovalvis is presented as an alternative to propagating the plant in a controlled manner,
without risk of extinction, and to obtain pharmacological compounds under stable
conditions. This study aims to evaluate and compare the antioxidant, anti-inflammatory, and
antimicrobial activity of extracts from the wild plant, in vitro cultured seedlings, and callus

cultures to determine the conditions that maximize the production of bioactive compounds.

Callus cultures were initiated on MS basal medium supplemented with different
concentrations of naphthalene acetic acid (NAA) or 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D)
combined with 6-benzylaminopurine (BAP) or kinetin (KIN). In vitro germinated seedlings
were used to source two types of explants: leaf and stem. Two morphogenic responses were
obtained from these treatments: organogenesis (direct and indirect) and callogenesis. With
the combination of 0.1 mg/L BAP + 1 mg/L NAA and the stem explant, seedlings were
obtained by indirect organogenesis, which showed morphological differences concerning
those grown without phytohormones. A callus culture line was established with the leaf
explant using 1 mg/L BAP + 0.1 mg/L 2,4-D, achieving maximum biomass and bioactive

compounds production after six weeks.



Extracts were obtained from these in vitro cultures by maceration with n-hexane,
ethyl acetate, and methanol at room temperature. Free radical scavenging of the different
extracts was measured using the DPPH assay. The extracts were subjected to antimicrobial
screening against methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), S. aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, and Candida albicans by disc diffusion and
broth microdilution. Anti-inflammatory activity was evaluated using a murine biological
model of TPA-induced atrial inflammation in male and female CD1 mice. The
phytochemical components of the extracts were identified by gas chromatography coupled

with mass spectrometry (GC-MS).

The extracts with the highest uptake of the free radical DPPH were the ethyl acetate
extract of the seedling (91.4%) and the methanolic extract of the callus (85.3%). At a 50
mg/mL concentration, the hexane and methanol extracts of callus and seedling formed
inhibition halos against S. aureus of 16.07 + 1.30 and 8.39 £+ 1.47 mm, respectively. Almost
all extracts tested showed activity against MRSA; in particular, the seedling hexane extract
showed a MIC of 31.25 pg/mL, the wild plant ethyl acetate extract 62.5 pug/mL, and the
callus methanol extract 250 pug/mL. No activity against E. coli, P. aeruginosa, and C.
albicans was detected in the tested extracts. The ethyl acetate extract at 0.5 mg/eye showed
superior anti-inflammatory activity than indomethacin at the same dose, with edema
inhibition of 27.96% (males) and 22.34% (females). Twenty-five compounds were found in
seedling and callus extracts, including a-tocospiro B, a-tocopherol, n-hexadecanoic acid,
oleic acid, palmitoleic acid, saffron, betulin, betulinaldehyde, campesterol, stigmasterol,

phytol, y-sitosterol, y-tocopherol, lupeol and B-sitosterol.



The in vitro cultures produced different compounds from those reported for the wild
plant; however, several of these are relevant for their pharmacological properties, suggesting
that in vitro culture may be an effective alternative to produce bioactive metabolites. These
results highlight the potential of biotechnology in cultivating L. octovalvis for
pharmaceutical applications and the need for further research to optimize cultivation

conditions and maximize the production of beneficial compounds.
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Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
Concentracion minima inhibitoria

Centimetro

Ciclooxigenasa
Capacidad antioxidante reductora del ion cuprico

Dia

Dimetilsulfoxido
2,2-difenil-2-picrilhidrazil hidrato
Medio Driver and Kuniyuki

Acido etilendiaminotetraacético
Capacidad antioxidante reductor férrico
Gramos

Horas

Cromatografia liquida de alta eficacia
Concentracion Inhibitoria Media
Instituto Politécnico Nacional
Kilogramos

Kinetina

Litro

Leucotrienos

Molar

Metro

Miligramos
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MH Medio Miller-Hilton

min Minutos

mL Mililitros

mM Milimolar

mm Milimetro

MS Medio Murashige and Skoog

msnm Metros sobre el nivel del mar

MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio

NAG N-acetilglucosamina

NAM Acido N-acetilmuramico

Nm Nandmetros

NO Oxido nitrico

ORAC Capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno

PAF Factor de activacion plaquetaria

PBP Proteinas de unién a la penicilina

PGE2 Prostaglandina E2

PGS Prostaglandinas

ppm Partes por millén

psi Libras por pulgada cuadrada absoluta

RCV Reguladores de crecimiento vegetal

ROS Especies reactivas de oxigeno

SARM Staphylococcus aureus resistente a meticilina

S Segundo

SH Medio Schenk and Hildebrandt

SIM Monitoreo selectivo de iones

tD Tiempo de duplicacién

TNF-a Factor de necrosis tumoral-a

TPA 13-acetato de 12-tetradecanoilforbol

TRAP Pardmetro antioxidante de captura total de radicales

UAEM Universidad Auténoma del Estado de Morelos

UAM Universidad Auténoma Metropolitana

uTC Universidad Tecnoldgica Corregidora

uv Ultravioleta

VIS Visible

WPM Medio Woody Plant

XTT 2,3-bis {2-metoxi-4-nitro-5-[(sulfenilamino) carbonil]-2H-hidrdxido de
tetrazolio}

Mg Microgramos

UM Micro molar

pmax Velocidad méaxima de crecimiento



1. INTRODUCCION

Ludwigia octovalvis es una especie de planta perteneciente a la familia Onagraceae.
Llega a medir de 60 cm hasta 1.60 m de altura, sus hojas son angostas y alargadas, miden 10
cm de largo; sus flores son amarillas, presentan cuatro pétalos; sus frutos son capsulas
cilindricas que contienen un gran contenido de semillas. Su origen es desconocido, pero se
desarrolla en clima calido. En los estados de Morelos, Veracruz y Oaxaca la utilizan como
planta medicinal para afecciones en la piel, como infecciones, erisipela, granos, nacidos y
rofia, también la usan como diurético. Ademas, estudios farmacoldgicos han demostrado su
efectividad como antibiético y antifungico (UNAM, 2009).

El 90% de la poblacion mexicana ha utilizado al menos una vez en la vida algunas
de las 4,500 plantas medicinales de México; el IMSS solo reporta 3,000 especies de plantas
con atributos medicinales; sin embargo, solo el 5% de ellas cuenta con un analisis
farmacoldgico, ademas, solo 250 especies son comercializadas, de las cuales el 85% de estas
son extraidas del medio silvestre y no cuentan con un plan sustentable (SEMARNAT, 2019).
Es por ello que el cultivo in vitro de plantas es una alternativa viable, ya que nos permite
propagar de manera masiva plantas libres de patdgenos en un corto tiempo sin depender de
los factores abidticos, y sin poner en peligro de extincion a la planta. Por otro lado, a partir
de explantes es posible obtener callos embriogénicos, es decir, células vegetales que se
encuentran en un proceso de indiferenciacion en constante division celular, lo que supone
una ventaja para la obtencion de compuestos quimicos con actividades farmacologicas que
produce la planta silvestre, con la ventaja de hacerlo en condiciones controladas y constante
(Sharry Sandra, 2015). Es por ello que en este proyecto se busca evaluar y comparar la

actividad antioxidante, antiinflamatoria y antimicrobiana de extractos de la planta silvestre,
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plantulas cultivadas in vitro y los cultivos de callo de L. octovalvis, para conocer en qué

condiciones se obtienen mayor cantidad de compuestos bioactivos.

2. MARCO TEORICO

2.1 PLANTAS MEDICINALES DE MEXICO

Algunas de las plantas medicinales mas utilizadas en México son arnica, epazote,
hierbabuena, insulina, lavanda, manzanilla, stevia y sabila; las cuales se comercializan en
tiendas naturistas o mercados. Heteroteca inuloides o arnica mexicana es utilizada para tratar
cuadros inflamatorios 0 como antimicrobianas. Chenopodium ambrosioides L. conocido en
México como epazote, sus hojas secas se toman en infusiones como antihelmintico y
emenagogo. Mentha spicata conocida comdnmente como hierbabuena, es usada para tratar
nauseas, vomito y desordenes gastrointestinales. Chamaecostus cuspidatus (insulina) sus
hojas se utilizan como suplemento para el tratamiento de la diabetes. Matricaria chamomilla
L. o manzanilla, tiene diversas preparaciones que se utilizan para varios padecimientos
incluidos la fiebre, inflamacion, espasmos musculares, desordenes menstruales y
gastrointestinales, insomnio, Ulceras, dolor reumatico y hemorroides. Las hojas de Stevia
rebaudiana se utilizan como agente edulcorante, también es consumida en infusion para
reducir los niveles de glucosa en sangre. Aloe vera o sabila se utiliza para tratar quemaduras,

heridas y para bajar la fiebre. (Guzman et al., 2017)

2.2 METABOLITOS SECUNDARIOS

Los productos e intermediarios del metabolismo se denominan metabolitos, los
cuales se clasifican en primarios o secundarios, en funcion de sus funciones intrinsecas en
el organismo, las plantas de diferente especie y género producen diferentes metabolitos

(Adetunji et al., 2021). Los metabolitos primarios estan presentes en casi todas las partes de
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las especies vegetales, e intervienen en el desarrollo, crecimiento, sintesis de hormonas y
proteinas, fotosintesis y respiracion. Algunos de estos son los hidratos de carbono,
aminoacidos, &cidos orgénicos y acidos grasos insaturados (Crozier etal., 2006). Los
metabolitos secundarios son componentes claves para que las plantas interactien con el
medio ambiente en la adaptacidn a condiciones de estrés tanto bidticas como abidticas; por
ejemplo, algunos intervienen en la proteccidn contra herbivoros, bacterias, hongos, virus e
incluso otras plantas, también atraen polinizadores y dispersores de semillas (L. Yang et al.,
2018). Se clasifican segun su biogénesis u origen biosintético, se consideran tres clases
biogenéticas principales: terpenoides, compuestos nitrogenados, y fenolicos (Harborne,
1999).

Terpenoides o isoprenoides tienen como origen biosintético pirofosfatos de
isopentenilo y dimetilalilo. Son principalmente hidrocarburos insaturados ciclicos, con
diferentes grados de oxigenacion en los grupos sustituyentes. Se encuentran principalmente
en los tricomas glandulares de las hojas, exudados de las yemas y resinas de la corteza. Se
subclasifican en: monoterpenoides, iridoides, sesquiterpenoides, lactonas sesquiterpénicas,
diterpenoides, saponinas triterpenoides, saponinas esteroides, cardenolidos vy
bufadiendlidos, fitoesteroles, cucurbitacinas, nortriterpenoides, carotenoides y otros
triterpenoides (Harborne, 1999). Algunos de estos se usan de manera medicinal como
antimicrobianos, antifungicos, antivirales, antihiperglucemiantes, antiinflamatorios,
antioxidantes, antiparasitarios, inmunes moduladores y como potenciador para la
permeacion de la piel (Brahmkshatriya, 2013).

Alcaloides, son compuestos organicos con un atomo de nitrégeno unido a un sistema
ciclico de cinco o seis carbonos, se derivan de los amino&cidos proteicos; se subdividen en

clases las principales son: amarilidaceas, betalaina, diterpenoide, indol, isoquinolina,
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licopodio, terpenicos, péptido, pirrolidina y piperidina, pirrolizidina, quinolina,
quinolizidina, esteroides, tropanos, aminoacidos no proteicos, aminas, glucdsidos
cianogénicos, glucosinolatos, purinas y pirimidas. Se encuentran en el 20% de las especies
angiospermas, se encuentran en niveles altos en los tejidos de almacenamiento como son
raices, frutos y semillas (Harborne, 1999). Presentan actividad como diuréticos, analgésicos
locales, bactericidas, anticancerigenos, antihipertensivos, espasmoliticos colinomiméticos,
antiasmaticos y antimalaricos (Roberts & Wink, 1998).

Los compuestos fendlicos son estructuras aromaticas con uno o varios grupos
hidroxilos sustituyentes, también pueden estar sustituidos por grupos metilo o glucésido; su
origen biosintético es a partir de la fenilalanina, la cual se forma a partir de la sedoheptulosa
por la via del shikimato; la formacion del &cido p-hidroxicinamico a partir de la fenilalanina
por desaminacion y p-hidroxilacion da la formacion para distintas clases de fenoles. Algunas
subclases de los fenoles son: antocianinas, antoclores, benzofuranos, cromonas, cumarinas,
flavonoides, flavonas y flavonoles, isoflavonoides, lignanos, fenoles y &cidos fendlicos,
cetonas fendlicas, fenilpropanoides, quinonoides, estilbenoides, taninos y Xxantonas
(Harborne, 1999). Varios de estos han presentado actividad hiperglucemia, anticancerigeno,
antioxidante,  antiaterosclerdtico,  antiulceroso,  antidiabético,  cardioprotector,
antinflamatorio, neuroprotector, hepatoprotector, entre otras (Adetunji et al., 2021).

Los metabolitos secundarios se han utilizado ampliamente como productos
farmacéuticos, nutracéuticos, agroquimicos y cosméticos (Sintar et al., 2021). Algunos
fitofarmacos destacados son la berberina, la quinina, el kaempferol, el taxol, la curcumina,
la galantamina, la genisteina, el diaszhenin y la capsaicina (Nasim et al., 2022). Dentro de la
amplia variedad de los biocompuestos que se utilizan para cosmeticos se encuentran los

siguientes: arbutina, &cido ascorbico, acido cafeico, acido feralico, acido p-cumarico, acido
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linoleico, cedrol, quercetina, niacinamida, retinol y resveratrol (Liu, 2022). También en la
industria alimentaria se emplean como saborizantes (vainillina, limoneno, cinamaldehido,
antocianina, etc.) (Singh & Sudha, 2024) y pigmentos (antocianinas, carotenoides,
ficobiliproteinas, betalainas y clorofilas) (Luzardo-Ocampo et al., 2021). Por otra parte, se
han utilizado en la industria agroquimica como herbicidas (artemisinina, glucosinolatos,
isotiocianatos, momilactona, sorgoleona. leptospermona, sarmentina, entre otros
(Motmainna et al., 2021) y pesticidas (nicotina, neem (azadiractina), riania, piretrinas,
sabadilla, fluroacetato, carboxin, etc.) (Oguh et al., 2019).

Pueden extraerse de sus fuentes naturales o sintetizarse quimicamente; sin embargo,
en muchos casos no son féciles de sintetizar debido a su elevado costo de produccion y su
compleja estereoquimica, otras desventajas son la limitada disponibilidad, los métodos de
extraccién/aislamiento son complejos y costoso, se obtienen bajos rendimiento y baja
biomasa (Varshney et al., 2021) (T. Chen et al., 2019; Suntar et al., 2021). Una alternativa
ha sido el uso de cultivos in vitro de células y 6rganos vegetales, para aumentar los
rendimientos y disminuir los costos de produccion (Suntar et al., 2021). Algunos de los
metabolitos secundarios producidos por esta alternativa son shikonina, vincristina,
artemisinina, camptotecina y paclitaxel, los cuales presentaron rendimientos comercialmente
viables en comparacidon con las fuentes vegetales (Suntar et al., 2021).

2.3 CULTIVO IN VITRO

Una alternativa para la produccion de metabolitos secundarios de plantas es el uso de
técnicas de cultivo in vitro de tejidos vegetales, las cuales consisten en producir plantas o
componentes de estas en condiciones ambientales controladas, ausencia de microorganismos

asociados, nutricion heterotrofica, en recipientes (Suarez, 2020). Algunas de las técnicas
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empleadas para la producciéon de metabolitos secundarios son la propagacion in vitro de
plantas (micropropagacion), el cultivo in vitro de 6rganos vegetales (normalmente raices),
cultivo de células (suspensiones celulares, protoplastos o células gaméticas), cultivo de
tejidos de callos o tejidos diferenciados (Espinosa-Leal et al., 2018).

La micropropagacion de plantas permite la propagacion masiva de plantas en
espacios reducidos y con mayores tasas de multiplicacion, bajo condiciones normales de
multiplicacién de propagulos asexuales, no producen semillas y libres de patégenos (Suarez,
2020). Por otro lado, puede inducirse la formacion de callo (masa celular desdiferenciada)
inoculando el explante adecuado en un medio semisdlido con las cantidades adecuadas de
nutrientes, reguladores de crecimiento vegetal y cultivado en condiciones ambientales
controladas (Wawrosch & Zotchev, 2021). Los cultivos en suspension pueden iniciarse a
partir de pequefios agregados de callo, de modo que pueden desarrollarse lineas celulares
homogéneas con un crecimiento rapido; para la produccién de metabolitos secundarios la
mayoria de investigaciones se centra en estos cultivos debido a su crecimiento
comparativamente rapido y a la posibilidad de escalamiento a sistemas de biorreactores
(Wawrosch & Zotchev, 2021).

Para ello se requiere de medios artificiales de cultivo ya que van a proporcionar la
fuente de nutrientes para que crezcan de manera éptima estos cultivos, y se deben de
seleccionar en base a los requerimientos nutrimentales de la especie. Actualmente existe una
amplia variedad de medios de cultivo, los cuales pueden ser modificados para obtener una
mejor respuesta, incluso se les afiade antibidticos que no tengan efectos citotoxicos para
inhibir el crecimiento de bacterias, hongos y moho en los cultivos (Kors, 2003). EI més
utilizado es el medio basal MS (Murashige and Skoog), ya es que un buen medio para la

regeneracion de plantas, debido a los altos niveles de nitrato y amonio que contiene. Otros
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medios son el B5 con vitaminas B5, SH (Schenk and Hildebrandt); WPM (Woody Plant
Medium) y DKW (Driver and Kuniyuki) para plantas lefiosas; algunos medios modificados
son el BDS (B5 modificado por Dunstan and Short) y BABI (BDS adicionado con méas
calcio) (Phillips & Garda, 2019).

Estos medios de cultivo son adicionados con reguladores de crecimiento vegetal ya
que tienen un profundo efecto en la diferenciacion celular, la biomasa y la produccién de
metabolitos secundarios farmacéuticos en cultivos de células, tejidos y 6rganos (Bienaimé
etal., 2015). Los més utilizados para la micropropagacion de plantas ornamentales por
organogénesis, embriogénesis y proliferacion axilar son el &cido naftalenacético, la bencil
adenina, y lakinetina (Jain & Ochatt, 2010). Las citoquininas se suelen utilizar en los medios
de micropropagacion para estimular la proliferacion de brotes axilares (Chawla, 2009). Sin
embargo, las concentraciones ideales difieren de una especie a otra y deben establecerse con
precision para obtener las tasas efectivas de multiplicacion. Las auxinas mejoran la
germinacién, la induccién de raices y el crecimiento de las plantulas de muchas especies
(Hashem & Kaviani, 2010).

El tamafio del inoculo también afecta a la biomasa y a la produccion de metabolitos
secundarios en los cultivos in vitro de plantas, debido al efecto de la densidad de los indculos
sobre la productividad primaria y secundaria de las células cultivadas a través de la induccién
de enzimas implicadas en el metabolismo fenilpropanoide durante el cultivo de las células
en medio fresco. El pH del medio de cultivo también afecta la productividad, ya que el
metabolismo primario y las enzimas de la via biosintética se ven afectados por el pH del
medio de cultivo (Isah et al., 2018).

Existen otras alternativas para aumentar la produccion de estos metabolitos

secundarios, tales como la administracion de precursores o elicitores al medio de cultivo.
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Los elicitores son compuestos que estimulan diversos mecanismos de defensa de la planta 'y
asi promueven la biosintesis de metabolitos secundarios para proteger a la célula y a toda la
planta (Ramirez-Estrada etal., 2016). Los elicitores bidticos son sustancias de origen
biolégico, como polisacaridos originados a partir de paredes celulares vegetales y
microorganismos, lisados de hongos y bacterias, o extracto de levadura. Los elicitores
abidticos son de origen no biolégico e incluyen factores fisicos (estrés osmético, luz UV,
ultrasonidos, etc.), quimicos (por ejemplo, metales pesados o sales minerales) y hormonales
como el acido salicilico o los jasmonatos (Isah et al., 2018).

Fontanilli et al, en 2015 establecieron un protocolo de micropropagacion y
encapsulacioén a partir de yemas auxiliares de Ludwigia palustris, proliferaron los brotes en
medio MS sin reguladores de crecimiento, los cuales mostraron mayor peso freso, seco y
longitud total en biorreactor GROWTEK (Fontanili et al., 2015). Se establecieron cultivos
de callo de Oenothera laciniata en medio LS agar suplementado con 10°M de IAA y 10°M
de kinetina, los cuales produjeron grandes cantidades del dimero elagitanino macrociclico,
oenoteina B y un trimero, oenoteina A, acompafiados de taninos hidrolizables monoméricos
relacionados; ademas, al adicionar 10 mM de NH*™ y 5 mM de NO™ obtuvieron un mayor
contenido de oenoteina B con 65 mg/g de peso seco, el cual fue superior al obtenido de las
hojas de O. laciniata (Taniguchi et al., 1998). Salinas et al., en 2014 obtuvieron 5 lineas
diferentes en funcidn de su friabilidad y tasa de crecimiento de cultivos de callo provenientes
de la especie Lopezia racemosa, utilizando explantes la hoja, segmento nodal y el hipocétilo,
cultivados con medio MS suplementado con ANA 0 2,4-D y BAP a concentraciones de 0.5,
1, 2 y 4 mg/L. La linea con mayor produccion de biomasa (3.91 g) fue con el explante de
hoja con 1.0 mg/L 2,4-D con 0.5 mg/L BAP, tambien produjo una mayor produccion que la

planta silvestre del compuesto 6-O-palmitoil-3-O-p-D-glucopiranosil-p-sitosterol con 174
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Mg/g de biomasa, el cual posee actividad antiinflamatoria con un 57.14% de inhibicion del

edema auricular en ratones (Salinas et al., 2014).

2.4 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ESTRES OXIDATIVO

Bajo condiciones de estrés el organismo produce mas especies reactivas de oxigeno
(ROS) (radicales anionicos superdxido, radicales hidroxilo y peréxido de hidrégeno), que
antioxidantes enzimaticos (superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y catalasas) y no
enzimaticos (acido ascorbico, a-tocoferol, glutation, carotenoides y flavonoides),
provocando un desequilibrio que ocasiona dafios celulares, facilitando el desarrollo de
enfermedades degenerativas como las cardiovasculares, cancer, neurodegenerativas,
inflamatorias, entre otras (Krishnaiah et al., 2011). El uso de plantas medicinales para tratar
estas enfermedades ha sido de interés, ya que poseen un alto contenido de compuestos con
propiedades antioxidantes capaces de capturar radicales libres. Algunas de estas plantas con
potencial antioxidante son: Abeliophyllum distichum, Brungmansia suaveolens, Capsicum
annuum L., Cuphea aequipetala, Notopterygium incisum, Salvia miltiorrhiza, Salvia
microphylla, Satureja hortensis L. y Solanum erianthum (Rodriguez-Yoldi, 2021; Villa-
Ruano et al., 2013).

Los antioxidantes se pueden clasificar de acuerdo a su mecanismo de accion en
primarios y secundarios. Los antioxidantes primarios inhiben la reaccion en cadena de la
oxidacion, actuando como donantes o aceptores de hidrégeno de los radicales libres; los
antioxidantes principales de este grupo presentan una estructura fendlica e incluyen los
siguientes: minerales antioxidantes, vitaminas antioxidantes y fitoquimicos (flavonoides,
catequinas, carotenoides, [3-caroteno, licopeno, diterpeno y sus derivados). Los antioxidantes

secundarios presentan varios mecanismos, como la union de iones metalicos, la eliminacion
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de ROS, la conversion de hidroperoxidos en especies no radicales, la absorcion de la

radiacion UV o la desactivacion del oxigeno singlete; dentro de estos se encuentran:

butilhidroxianisol, butilhidroxitolueno y galato de propilo (Moharram & Youssef, 2014).

Existen diversas pruebas para la medicion directa de la transferencia de electrones de

los antioxidantes a los radicales libres, generalmente estan asociadas a la capacidad de

neutralizar determinados tipos de especies radicales que pueden ser artificiales y

biol6gicamente irrelevantes; sin embargo, proporcionan informacién relevante sobre su

potencial antioxidante intrinseco con minimas interferencias en el entorno (Munteanu &

Apetrei, 2021). Los métodos de evaluacion de la capacidad antioxidante se dividen en tres

categorias: espectrometria, ensayos electroquimicos y cromatografia, estos se resumen en la

Tabla 1 (Moharram & Youssef, 2014).

Tabla 1. Categorias de ensayos de capacidad antioxidante (Pisoschi & Negulescu,

2012).

Técnica Ensayo

Principio del método

Determinacion del producto final

Reaccion antioxidante con un

DPPH ) o Colorimetria
radical organico
Reaccion antioxidante con un o
ABTS ) o . Colorimetria
radical cationico organico
Reaccion antioxidante con un o
FRAP . Colorimetria
complejo de Fe (111)
Reduccion del ferricianuro potasico
Espectrometria por antioxidantes y posterior ) i
PFRAP » . . Colorimetria
reaccioén de ferrocianuro potésico
con Fe®*
Reduccién de Cu (11) a Cu (1) por ) )
CUPRAC o Colorimetria
antioxidantes
Reaccion antioxidante con radicales oo )
o ) Perdida de la fluorescencia de la
ORAC peroxilo, inducida por AAPH (2,

2’-azobis-2-amidino-propano)

fluoresceina
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HORAC

Capacidad antioxidante para apagar
radicales OH generados por un
sistema de tipo Fenton basados en
Co (1)

Pérdida de la fluorescencia de la

fluoresceina

TRAP

Capacidad antioxidante para
eliminar los radicales derivados del
luminol, generados por la

descomposicién de AAPH.

Apagado por quimioluminiscencia

Fluorimetria

Emision de luz por una sustancia
que ha absorbido luz u otra
radiacién electromagnética de

diferente longitud de onda

Registro de los espectros de

excitacién/emision de fluorescencia

Voltamperometria

ciclica

Se varia linealmente el potencial de
un electrodo de trabajo desde un
valor inicial hasta un valor final y
viceversa, se registra la intensidad

de corriente especulativa

Medicién de la intensidad del pico

catodico/anddico

Electroquimica

Amperometria

El potencial del electrodo de trabajo
se ajusta a un valor fijo con
respecto a un electrodo de

referencia

Medicion de la intensidad de la corriente

generada por la oxidacién/reduccion de

un analito electroactivo

Biamperometria

La reaccién del analito
(antioxidante) con la forma oxidada

de un par redox indicador reversible

Medicién de la corriente que circula

entre dos electrodos

Cromatografia de

La separacion de los compuestos de
una mezcla se basa en la

distribucion entre una fase

Deteccion por ionizacién de llama o

gases . o conductividad térmica
estacionaria liquida y una fase
mévil gaseosa
: La separacion de los compuestos de
Cromatografia
una mezcla se basa en la
Cromatografia distribucion entre una fase Deteccion UV-VIS, fluorescencia,
liquida de alta estacionaria sélida y una fase movil espectrometria de masas o deteccién
resolucion liquida con polaridades diferentes, a electroquimica

un caudal y una presion elevados de

la fase movil
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2.5 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana pueden utilizarse para el
descubrimiento de farmacos, la epidemiologia y la prediccidon de resultados terapéuticos
(Balouiri et al., 2016). Dado el aumento de la resistencia microbiana ante los antibidticos,
los productos naturales son de interés por ser una de las principales fuentes de nuevas
moléculas farmacoldgicas (Bérdy, 2005). Estudios previos han demostrado las propiedades
antimicrobianas de diversas plantas medicinales, entre las que destacan: Achyrocline
satureioides, Allium sativum, Baccharis trimera Less, Cymbopogon citratus, Maytenus
ilicifolia, Mentha piperita, Ruta graveolens, etc (N. Silva & Fernandes Junior, 2010).

La concentracion minima inhibitoria (CMI) se define como la minima concentracion
de antibidtico que, en un periodo de tiempo predeterminado, es capaz de inhibir el
crecimiento in vitro de un in6culo bacteriano previamente estandarizado (Taroco et al.,
2006). Para determinar la CIM se utilizan los métodos de dilucién, ya que ofrecen la
posibilidad de estimar la concentracidn del agente antimicrobiano ensayado en el medio agar
(dilucién en agar) o de caldo (macrodilucion o microdilucion); ambos métodos permiten
medir cuantitativamente la actividad antimicrobiana in vitro contra bacterias y hongos
(Balouiri et al., 2016). Se han desarrollado métodos colorimétricos basados en el uso de
reactivos colorantes como son las sales de tetrazolio, bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio (MTT), y 2,3-bis {2-metoxi-4-nitro-5-[(sulfenilamino) carbonil]-2H-
hidroxido de tetrazolio} (XTT) y la resazurina (azul de alamar) (Al-Bakri & Afifi, 2007;
Reis et al., 2004). Algunos factores que influyen los valores de la CIM son: el tamafio de
inoculo, el tipo de medio de crecimiento, el tiempo de incubacion y el método de preparacion

del inoculo (Balouiri et al., 2016).
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Los agentes antimicrobianos se dividen en bacteriostaticos y bactericidas. Los

agentes bacteriostaticos como la tetraciclina inhiben el crecimiento y la multiplicacion de las

bacterias; sin embargo, si se elimina el agente las células vuelven a multiplicarse, a diferencia

de un agente bactericida el cual ocasiona dafios irreversibles, un ejemplo son las

fluoroquinolonas que no solo inhiben el crecimiento, también desencadenan vias dentro de

las células que conducen a la muerte celular (Cavalieri, 2009).

La actividad antimicrobiana de un agente se debe principalmente a dos mecanismos,

intervenir quimicamente en la sintesis o funcién de componentes vitales de las bacterias y

eludir los mecanismos convencionales de resistencia antibacteriana, algunos de estos estan

ejemplificados en la Tabla 2 (Vaou et al., 2021).

Tabla 2. Mecanismos de accion de agentes antimicrobianos.

Tipo de mecanismo

Antibidticos

Mecanismo de accion

Biosintesis de proteinas

bacterianas

Macrolidos,
tetraciclinas,
aminoglucoésidos y

oxazolidinonas

La amikacina se une al ARNr 16S y a la proteina S12 de unién al ARN
de la subunidad 30S del ribosoma procariota, inhibiendo la sintesis de
proteinas al cambiar la forma del ribosoma de modo que no lee
correctamente el codén del ARNm (Walsh, 2003)

Inhibicion de la sintesis

de acidos nucleicos

Acido nalidixico y

fluoroquinolonas

La ciprofloxacina inhibe a la topoisomerasa Il (ADN girasa) y la
topoisomerasa IV, las cuales son necesarias para separar el ADN

bacteriano, inhibiendo asi la division celular (Maxwell, 1997)

Biosintesis de la pared

celular

Penicilina,
cefalosporinas y

vancomicina

Se unen al sustrato peptidico de la capa peptidoglicano impidiendo asi
una reaccion enzimética. La vancomicina inhibe la sintesis de la pared
celular en bacterias Gram positivas, ya que se une al D-Alanil-D-
Alanina e impide la formacidn de largos polimeros de NAM y NAG
que forma filamentos vertebrales de la pared celular (Schneider & Sahl,
2010)

Destruccién de la pared

celular bacteriana

Polimixinas

Se unen al componente lipidico del lipopolisacarido, provocando
alteraciones estructurales por medio del intercambio de fosfolipidos
que pueden terminar en desequilibrio osmético, ocasionando fuga de

moléculas celulares y la inhibicion de la respiracion celular (Poirel
etal., 2017)
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2.6 ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

La inflamacién forma parte de la compleja respuesta biolégica de los tejidos
vasculares a estimulos nocivos, como patégenos, células dafiadas o irritantes (Phanse et al.,
2012). La respuesta inflamatoria se produce en tres fases, la primera fase esta causada por el
aumento de la permeabilidad vascular ocasionando la exudacion de liquidos de la sangre al
espacio intersticial, la segunda fase implica la infiltracion de leucocitos de la sangre al tejido,
y en la tercera fase la formacion de granulomas y la reparacion del tejido (Hariram Nile &
Won Park, 2013). Los mecanismos de la inflamacién implican el metabolismo del &cido
araquidonico, el cual se metaboliza por la via de la ciclooxigenasa (COX) en prostaglandinas
y tromboxano A2, mientras que por la via de la 5-lipoxigenasa (5-LOX) en eicosanoides y
leucotrienos, los cuales actian como mediadores quimicos en la inflamacion (Sarveswaran
et al., 2017). Los mediadores de la inflamacion son la histamina, las prostaglandinas (PGs),
los leucotrienos (LTBa), el 6xido nitrico (NO), el factor de activacion plaquetaria (PAF), la
bradicinina, la serotonina, las lipoxinas, las citocinas y los factores de crecimiento. El uso
de diferentes mediadores induce el edema de la pata, la inflamacion subaguda mediante el
modelo de bolsa de aire de carragenina y la inflamacion crénica mediante la formacién de
granulomas inducidos por pellets de algodon en ratas. La inhibicion de la generacion de
eicosanoides a partir de neutrofilos de rata y la liberacién de citoquininas proinflamatorias
(factor de necrosis tumoral-a, TNF-a) a partir de macréfagos se utilizan como marcadores

para pruebas in vitro de inflamacion (Hariram Nile & Won Park, 2013).

3. ANTECEDENTES

L. octovalvis (Jacq.) Raven, es una hierba acuatica perteneciente a la familia

Onagraceae (Figura 1), crece comunmente en lugares hiumedos y clima calido entre los 20 a
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20 msnm, en especial en las orillas de canales de riego en el tropico mexicano. No tiene
origen nativo, sin embargo, se ha registrado en Baja California Sur, Campeche, Chiapas,
Chihuahua, Coahuila, Colima, Durango, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos,
Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Querétaro, Quintana Roo, Sinaloa, Sonora, Tabasco,

Veracruz y Yucatan (CONABIO, 2009).

Subreino « Traqueobionta
Superdivision * Spermatophyta
Division » Magnoliophyta
Clase » Magnoliopsida
Subclase * Rosidae
Orden « Myrtales
Familia » Onagracea
Género * Ludwigia
Especie « Ludwigia octovalvis (Jacg.) P.H. Raven

Figura 1. Clasificacion taxonémica de la especie L. octovalvis.

L. octovalvis crece en forma de arbusto erecto de hasta 2.5 m de altura bien
ramificados (Figura 2). Sus hojas son lanceoladas a subovadas de 5.6 x 1-1.5 cm, cuneadas
en la base, agudas en el apice, subcoriaceas; nervios laterales de 13 a 17 pares; peciolos de
3 a5 mm de largo. Presenta flores amarillas cuadruples; bractéola ausente o reducida a una
glandula; sépalos ovado-lanceolados verdes con margenes rosaceos, con 3 nervios; pétalos
anchamente ovados o cuneados; 8 estambres pétalo-iferos, casi iguales, con filamentos
blancos y anteras amarillas palidas, con nectario rojizo hundido en forma ovoide de 1.5a 18

cm de longitud, con 4 léculos; capsulas rectas o ligeramente curveadas; semillas pluri-
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seriadas en cada ldculo, libres, de globosas a elipsoides, de color pardo oscuro de 1 mm

(Barua, 2010).

Figura 2. Ludwigia octovalvis (Jacg.) Raven subsp. octovalvis. a. Rama con flores,
frutas y raiz. b. Hoja. c. Bractéola. d. Flor. e. Sépalo. f. Pétalo. g. Estambres. h. Gineceo
con sépalos. i. T.S. de ovario. J. Capsula. (Barua, 2010).

L. octovalvis se conoce comunmente en México como clavel de laguna o clavillo. Se
ha utilizado de manera medicinal en Morelos, Veracruz y Oaxaca, para el tratamiento de
afecciones de la piel como infecciones, erisipela, granos, nacidos y rofia. La aplican
utilizando las hojas previamente calentadas y remojadas en alcohol; también preparan una
pomada con la planta macerada que se mezcla con manteca y azufres para el tratamiento de
la rofia. Ademas, la infusién o decoccion de las hojas la utilizan como diurético (UNAM,

2009).
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L. octovalvis ha sido utilizada para diferentes tratamientos en la medicina tradicional,
algunos que se mencionan en la literatura son para el edema, nefritis, hipertensién (Chang
etal., 2004), disenteria, enfermedades nerviosas, orquitis, leorrea, dolor de cabeza y
glandulas inflamadas (Kadum Yakob et al., 2012), infecciones urinarias, dermatitis, tlceras,
impétigo y granos (Kadum Yakob etal., 2015). Su decoccion se bebe como bebida
saludable, también para tratar la diarrea y flatulencias (Yakob et al., 2012). En la medicina
tradicional china se utiliza para proporcionar propiedades inmunorreguladoras,
hepatoprotectoras, cardio-vasculares y efectos antienvejecimiento (Lin et al., 2014). En el
estado de Morelos y Guerrero se utiliza la infusion para la disuria por hiperplasia prostatica
(Averett et al., 1990). Particularmente en Morelos se reporta su uso local emergente por
algunos pacientes con diabetes (Romero-Cerecero et al., 2009).

Los componentes principales de su extracto metandlico de toda la planta son
flavonoides fendlicos, saponinas, esteroides y taninos (Kadum Yakob et al., 2012). Se han
aislado R-sitosterol, &cido oleandlico, acido 2oa-hidroxi ursélico, acido tormentico,
daucosterol, maltol, luteolina, quercetina, apigenina, Brevifolincarboxilato de metilo, &cido

galicoy 3,4,8,9, dibenzo 10-polihidroxi [b,d]piran-6-ona (J. Yan & Yang, 2005).

Acido 2a-hidroxi
ursélico,

[3-sitosterol Acido oleandlico
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Figura 3. Compuestos aislados por Yan & Yang, 2005.

En 2004 aislaron del extracto metandlico de toda la planta, tres triterpenos nuevos
(232)-cumaroilhederagenina, (23E)-cumaroilhederagenina y (3Z)-cumaroilhederagenina,
los cuales mostraron citotoxicidad significativa contra dos lineas celulares tumorales
humanas, el carcinoma epidermoide oral KB y el carcinoma colorrectal HT29, con un rango
de ICso de 1.2 - 3.6 uM (Chang et al., 2004). Posteriormente Chang & Kuo, en el 2007
aislaron la (232)-feruloilhederagenina y la (23E)-feruloilhederagenina, junto con dos
triterpenos de tipo oleanano conocidos, el acetato de R-amirina y el palmitato de RB-amirina

de la planta entera (Chang & Kuo, 2007).
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(232)- (23E)- (32)-

cumaroilhederagenina cumaroilhederagenina cumaroilhederagenina

OOH

CH;
HO
“CH, / OH
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(232)- (23E)-
Acetato de B-amirina
feruloilhederagenina feruloilhederagenina

Palmitato de R-amirina

Figura 4. Compuestos aislados por Chang et al., 2004 y 2007.

Tambien han encontrado que esta planta contiene flavonas c-glicosidaladas como

orientina, isoorientina, vitexina e isovitexina (Averett et al., 1990).
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Vitexina Isovitexina

Figura 5. Compuestos identificados por Averett et al., 1990.

Estudios previos demuestran que el extracto etanolico al 95% presenta actividad
moderada anti-Helicobacter pylori (Wang & Huang, 2005); la clorofila extraida de L.
octovalvis posee actividad inhibitoria potente contra la proliferacién de adipocitos 3T3-L1
(Wu et al., 2010); el extracto etandlico al 65% presenta una inhibicién del 82.7% ICs0=202
ug/mL de la actividad de la B-glucosidasa, y de la lipasa 31.4% Clso= 288 pg/mL (Ramirez
et al., 2012); se ha mostrado que el 80% de extracto de metanol de hoja inhibe tanto E. coli
(0157:H7) como E. coli (ATCC 25922) y Bacillus spizizenii (ATCC 6633), mientras que el
de raiz inhibe Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) a valores de CIM y CBM de 62,5
ug/mly 125 ug/ml (Yakob et al., 2012); asi mismo el extracto metanolico presenta actividad
antimicrobiana contra Straphylococcus aureus, S. epidermis, Candida albicans, C. krusei y

C. tropicalis (A. C. O. Silva et al., 2013).
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El extracto hidroalcohdlico al 95% extiende significativamente la vida util de las
moscas con una dieta hipercaldrica, también atenua el deterioro cognitivo relacionado con
la edad tanto en las moscas como en ratones, sin causar ninguna compensacion negativa
perceptible (Lin et al., 2014). Posteriormente Lin et al, demostraron que el extracto modula
la sefializacion de AMPK en multiples tejidos y mejora la homeostasis sistémica de la
glucosa y mejora la memoria en ratones diabéticos (Lin etal., 2017). También se
identificaron del extracto hidroalcohdlico a la isoorientina, la cual demostro tener efecto
inhibidor de la lipasa pancreética, y dos compuestos aislados con alto efecto inhibidor de la
a-glucosidasa (galato de etilo y acido galico) (Morales et al., 2018). Cabe destacar que
también se suplemento el extracto en ratones y se descubridé que es capaz de mejorar el
rendimiento en ejercicios de resistencia, mejorar la fatiga y aumentar el glucégeno muscular
(Y.-M. Chen et al., 2019).

A su vez se han sintetizado nanoparticulas de plata a partir del extracto de hojas, las
cuales demostraron que podria utilizarse como nanofarmacos contra patdgenos causantes de
enfermedades infecciosas con formacion de biopeliculas (Sarathi Kannan et al., 2021).
También se han sintetizado nanocatalizadores de titanio envueltos en biomoléculas de L.
octovalvis, los cuales ejercen una funcion citotoxica potencial a través de la generacion de
mas ROS, disminuyendo la viabilidad celular en el crecimiento de células HelLa y también
la inactivacion bacteriana a través de la actividad fotocatalitica (Ramasamy et al., 2021). Por
otra parte, se han aislado extractos de bacterias enddfitas que mostraron tener un efecto
inhibidor de a-glucosidasa mayor al 50% (Pierre et al., 2022).

Tambien se ha estudiado la toxicidad del extracto metandlico al 80% y demostrd que
no es toxico via oral; ademas, demostrdé que posee actividad inmunoprotectora, efectos

hepatoprotectores y protectores cardiovasculares, ya que en dosis altas (800 mg/Kg)
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disminuye significativamente el nivel de colesterol; y en células sanguineas a dosis de 400
mg/Kg aumento significativamente los neutréfilos, monocitos y linfocitos (Kadum Yakob

etal., 2012)

4. JUSTIFICACION

L. octovalvis es una hierba acuatica que ha exhibido efectos antimicrobiano,
antifangico y antidiabético, se ha demostrado que principalmente biosintetiza compuestos
tipo triterpeno y flavonoide, por lo tanto L. octovalvis es una especie potencial para la
produccidn de posibles farmacos.

Dada la importancia de las actividades bioldgicas atribuidas a L. octovalvis es
importante establecer sus cultivos de callos con la finalidad de producir compuestos bajo
condiciones controles y constantes.

En este sentido, los cultivos de callo y células en suspension permiten propagar
masivamente el material vegetal en cualquier época del afio en un corto periodo de tiempo

en comparacion con las especies silvestres.

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Comparar la actividad antioxidante, antiinflamatoria y antimicrobiana de extractos
de la planta silvestre, plantulas cultivadas in vitro y los cultivos de callo de L. octovalvis.
5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Desarrollar un protocolo de desinfeccion para cultivar plantulas de L. octovalvis en

condiciones in vitro.
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e Inducir a callos explantes nodales y de hojas de plantulas cultivadas in vitro de L.
octovalvis mediante un disefio experimental.

e Comparar los perfiles fitoquimicos de extractos de plantulas, callos y planta silvestre de
L. octovalvis.

e Comparar el efecto antioxidante, antiinflamatorio y antimicrobiano de extractos de

plantulas, cultivos de callos y planta silvestre de L. octovalvis.

6. HIPOTESIS

Los cultivos in vitro exhibiran efecto antioxidante, antiinflamatorio y antimicrobiano
debido a que biosintetizan compuestos estructuralmente semejantes a la planta silvestre L.

octovalvis.

7. METODOLOGIA

7.1 DESINFECCION DE SEMILLAS

Las semillas se colectaron en julio en Lomas del Tzompantle, Morelos, México. Se
envolvieron en papel filtro en forma de sobre y se cerr6 con grapas. El sobre se depositd en
un vaso de precipitado de 250 mL y se aplicaron métodos distintos para desinfectarlas bajo
condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar.

En cada método utilizado se aplicaron 6 gotas de detergente liquido Axion® y se
expusieron por 15 min en agitacién, posteriormente se aplicaron las condiciones indicadas
en la Tabla 3, finalmente se realizaron tres lavados con agua destilada durante 5 min para
todos los tratamientos.

Tabla 3. Condiciones de desinfeccion de semillas L. octovalvis.

Método Etanol Hipoclorito de sodio Antifangico
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% Tiempo (seg) % Tiempo (min) % Tiempo (min)

A 70 30 0.75 15 - -
B 70 30 1 20 - -
C 70 30 1 20 1 10

Una vez desinfectadas las semillas, se procedio a sembrarlas en tubos de cultivo que
contenian medio Murashige & Skoog (Phillips & Garda, 2019) adicionado con
antioxidantes, sacarosa al 3% y phytagel® 3 g/L (ver composicion en Tabla 4), previamente
esterilizado en autoclave (25 min a 15 psi), se incubaron bajo fotoperiodo (16 h luz/8 h
oscuridad) hasta observar respuesta considerando un tiempo maximo de 20 d.

Tabla 4. Composicion del medio de cultivo Murashige & Skoog (MS).

Macronutrientes

NHsNOs 1.65 g/L
KNO3 1.9¢/L
MgS0a4.7H20 0.37 g/lL
CaCl 0.33g/L
KH2PO, 0.17 g/lL

Micronutrientes

Kl 0.83 mg/L
H3BO3 6.2 mg/L
MnS0O4.4H20 22.3 mg/L
ZnS04.7H20 8.6 mg/L
Na:Mo004.2H20 0.25 mg/L

CuS04.5H0 0.025 mg/L

CoCl2.6H20 0.025 mg/L

Hierro
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Na:EDTA 37.3 mg/L

FeS0O4.7H20 27.8 mg/L
Vitaminas
Inositol 100 mg/L
Acido Nicotinico 0.5 mg/L
Piridoxina 0.5 mg/L
Tiamina 0.1 mg/L
Glicina 2 mg/L

Antioxidantes

Acido ascorbico 150 mg/L

Acido citrico 200 mg/L

7.2 MICROPROPAGACION IN VITRO DE PLANTULAS

Posteriormente a la germinacién de las semillas, las plantulas se subcultivaron en
medio de cultivo basal MS adicionado con sacarosa al 3% y phytagel® (3 g/L), en frascos
Gerber® con 25 mL de medio, a su vez se utilizaban frascos grandes de 500 mL de capacidad
con 100 mL de medio y se subcultivaron cada 2 semanas.

7.3 INDUCCION A CALLO

Se utilizaron explantes de hoja y nodo procedentes de plantulas con 15 d de edad
cultivadas bajo condiciones in vitro.

Se evaluo el efecto de diferentes reguladores de crecimiento vegetal (auxinas: acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y acido a-naftalenacético (ANA); citoquininas: 6-
bencilaminopurina (BAP) y kinetina (KIN)) en distintas concentraciones y combinaciones,
adicionandolos al medio de cultivo basal MS suplementado con sacarosa (30 g/L) y

phytagel® (3 g/L), como se describe en la Tabla 5.
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El tamafio de muestra fue de 10 repeticiones por tratamiento con 4 unidades
experimentales, para lo cual se utilizaron frascos de vidrio tipo Gerber. Como indicadores
de respuesta se evaluaron la formacion callo, formacion de brotes y formacion de raices.

Tabla 5. Reguladores de crecimiento vegetal y combinaciones evaluadas en la

induccion de callo. 2,4-D: &cido 2, 4-diclorofenoxiacético; ANA: acido naftalenacético;
BAP: 6-bencilaminopurina; KIN: kinetina.

RCV 2,4-D ANA
(mg/L) 0 0.1 0.5 1 0 0.1 0.5 1
0 W0 w1 w2 W3 X0 X1 X2 X3
0.1 W4 W5 W6 w7 X4 X5 X6 X7
BAP
0.5 w8 W9 w10 W11l X8 X9 X10 X11
1 W12 W13 W14 W15 X12 X13 X14 X15
0.1 W16 w17 W18 W19 X16 X17 X18 X19
KIN 0.5 w20 w21 w22 w23 X20 X21 X22 X23
1 W24 W25 W26 w27 X24 X25 X26 X27

Los datos obtenidos se procesaron estadisticamente mediante analisis de varianza de una via (ANOVA), y se
realiz6 una prueba Tukey a un nivel de confianza del 95%, utilizando el software de Minitab, para la

elaboracion de gréaficas se utiliz6 GraphPad Prism 9.4.1.
7.4 OBTENCION DE EXTRACTOS DE PLANTULAS

Los tratamientos que mostraron la respuesta de formacion de plantulas, se
subcultivaron en periodos de 2 semanas en el medio suplementado con los RCV
correspondientes, hasta obtener 5 g de plantula seca.

Para cada extracto organico, el material vegetal (planta seca) de cada tratamiento se

tritur6 con mortero y pistilo de porcelana de manera independiente, posteriormente, se
introdujo en un matraz Erlenmeyer y se afiadié solvente organico cubriendo totalmente el

material vegetal, y se dejé macerando 72 h. A continuacién, se filtré por gravedad con papel
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filtro Whatman No. 1, el solvente se someti6 a destilacion mediante el rotavapor con la
finalidad de concentrar el extracto, el cual se recolectd en frascos limpios previamente
pesados, finalmente dejé secar a temperatura ambiente, y el material vegetal fue sometido
nuevamente a una segunda y tercera extraccion.

La extraccion se realiz en polaridad creciente, iniciando con el solvente de hexano,
posteriormente se utilizo acetato de etilo y finalmente metanol. Una vez realizados los tres
ciclos para cada solvente, se pesaron los frascos con el extracto seco, y se determinaron los
rendimientos con la ecuacion 1 (Ramirez-Salcedo et al., 2015).

Ecuacion 1. Rendimiento para extracto de plantula.

o Peso del extracto (g)
Rendimiento (%) = - X100
Peso de plantula seca (g)

Con la finalidad de comparar los compuestos en cada tratamiento se realizaron
cromatoplacas en capa fina (CCF) fase normal reveladas con luz ultravioleta, para cada

solvente (hexano, acetato de etilo y metanol).

7.5 CINETICA DE CRECIMIENTO PARA CALLOS

La cinética se realizé tipo lote por 10 semanas (0-10), para ello se utilizaron 0.5a 0.6
g de callo de 23 d de edad que se sembraron en 25 mL de medio MS suplementado con los
RCV correspondientes en frascos de vidrio tipo Gerber. El crecimiento celular fue medido
cada semana, considerando la biomasa proveniente de 3 frascos, y se determind su peso
fresco y seco por gravimetria. A partir de los pesos de la biomasa seca y fresca (W) obtenidos
por gravimetria se calculo el indice de crecimiento de cada semana utilizando la ecuacion 2
(C. Yan et al., 2015). De los datos obtenidos se obtuvo la media y la desviacion estandar,
ademas se realizd un ANOVA y prueba Tukey a un nivel de confianza del 95%, utilizando

el software de Minitab, y para la elaboracion de graficas se utilizo GraphPad Prism 9.4.1.
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Ecuacion 2. indice de crecimiento.

Wrinat = Winicial

Indice de crecimiento =
Winicial

Se determino la velocidad maxima de crecimiento (umax) realizando una regresion
lineal con la fase exponencial de los indices de crecimiento de la biomasa seca de callo, a
partir de este parametro cinético se calculd el tiempo de duplicacion (tp) utilizando la
ecuacion 3 (Setiaji et al., 2020).

Ecuacion 3. Tiempo de duplicacion.

_In(2)
P

La biomasa seca obtenida de cada una de las semanas de la cinética se triturd de
manera independiente y se sometid a extraccién (utilizando solventes en polaridad creciente)
por sonicacion. Los ciclos de sonicacion fueron de 10 min a temperatura ambiente, y por
triplicado para cada solvente. Finalmente, se obtuvieron los perfiles cromatograficos por
cromatografia en capa fina (CCF) fase normal, reveladas con luz ultravioleta, para cada uno
de los extractos, obteniendo 11 puntos de aplicacion por solvente, que corresponden a las 10
semanas monitoreadas considerando la semana 0.

Los perfiles cromatograficos por CCF de la cinética permitieron identificar la semana
con produccion maxima de compuestos, con base en ello, se subcultivo la linea celular de
callos y su cosecha se realizd en la semana conveniente. Se obtuvieron extractos procedentes
de 50 g de biomasa seca y se determing el rendimiento con la ecuacion 4.

Ecuacion 4. Rendimiento para callo.

Peso del extracto (g)

Rendimi %) = x 1
endimiento (%) Peso de biomasa de callo seco (g) 00
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7.6 DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR DPPH

La actividad de captacion del radical libre DPPH (2,2-difenil-2-picrilhidrazil hidrato,
Sigma-Aldrich Cheime, Steinheim, Alemania) de los extractos analizados se midié mediante
el método de Bondet et al., el cual fue ligeramente modificado (Bondet et al., 1997), y se
determiné espectrofotométricamente. Cuando el DPPH reacciona con un compuesto
antioxidante, se puede donar hidrégeno, se reduce, lo cual ocasiona el cambio de coloracién
de violeta intenso al amarillo claro, estos cambios de color se midieron a 515 nm en un

espectrofotometro de luz ultravioleta/visible (Spectronic Genesys 8, Rochester, EE.UU.).
WO NoNe
'>' . N
N’ . NH

O,N NO, O,N NO,

NO, NO,

Figura 6. Reaccion llevada a cabo entre DPPH y un antioxidante.

La solucidn stock de los extractos se prepararon disolviendo 20 mg de extracto en 1
mL de etanol absoluto, posteriormente se hicieron diluciones para obtener 1000, 100 y 10
ppm de cada muestra, también se obtuvieron las mismas concentraciones para la quercetina
(control positivo). La solucion DPPH en etanol se preparé antes de las mediciones. Se
mezclo 1.5 mL de la solucion DPPH con 0.5 mL de las soluciones muestras, en microcubetas
desechables de 1 cm de longitud, teniendo una proporcion final 3:1 aproximadamente.

Las muestras a 1000, 100 y 10 ppm se mantuvieron en oscuridad durante 90 min a
temperatura ambiente, después, se midio la disminucion de la absorcion. Para el control, se

midié la absorcién de una muestra blanco con la misma cantidad de etanol y DPPH. El
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experimento se realizd por triplicado. La actividad de captacion del radical libre se calculo
con la ecuacién 5 (Dominguez-Villegas et al., 2013).

Ecuacion 5. Porcentaje de captacion del radical libre DPPH.

. , ) AB — AA
%Captacion del radical libre = VT x 100

Donde AB-absorcion de la muestra blanco (t= 0min); AA-absorcion de las soluciones

del extracto o quercetina (t=90 min).

7.7 EVALUACION DEL EFECTO ANTIINFLAMATORIO IN VIVO

Los ratones macho y hembras CD1 adultos (20 = 3 g) se obtuvieron de Animal
Vivarium de PROPECUA S.A., y se mantuvieron en jaulas de plastico durante un periodo
de acondicionamiento de 7 d previo a los experimentos en condiciones de laboratorio (ciclos
de luz/oscuridad de 12 h/12 h; temperatura 25 + 2 °C; humedad 55-80%) con comida Rodent
Chow y agua ad libitum. Los experimentos se realizaron siguiendo los estatutos del Comité
Internacional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (IACUC) y de la Norma
Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999, modificada en 2001), revisada en 2024.

El ensayo se realizé segun lo descrito por (Garcia-Rodriguez et al., 2014). El control
se tratd con TPA (2,5 pg) diluido en acetona en la oreja derecha (Ws) y luego la oreja
izquierda recibié s6lo 25 mL de acetona (Wo0). Los grupos experimentales (machos y
hembras; n=7) recibieron TPA y 30 min después fueron tratados con extracto de acetato de
etilo de la variacion 0.1 mg/L BAP + 1 mg/L ANA, indometacina (0.5, 1 y 2 mg/ oreja) en
la oreja derecha (WSs). La actividad antiinflamatoria se calcul6 en funcion de la diferencia de
peso entre las secciones de oreja (6 mm) a las 6 h, en comparacién con el grupo de control,
mediante la ecuacién 6 (Garcia-Rodriguez et al., 2014).

Ecuacion 6. Porcentaje de inhibicion del edema auricular.
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(Ws —Wo — (Ws =Wy
%Inhibicién = control Mratado 1

WsWo

7.8 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
7.8.1 DIFUSION EN DISCO

Se preparo una solucion stock de 50 mg/mL de cada extracto con 50 mg de extracto
suspendido en 1 mL de su solvente correspondiente, posteriormente a partir de estos
extractos se realizaron diluciones para obtener las concentraciones de 25, 12.5 y 5 mg/mL.
Se utilizaron como controles negativos los solventes (hexano, acetato de etilo y metanol).
Los farmacos de referencia empleados fueron la gentamicina de 80 mg/mL para E. coli
(ATCC 25922), estreptomicina de 500 mg/mL para S. aureus (ATCC 25923) y fluconazol
100 mg/50 mL para C. albicans (aislado de muestra de orina), de todos estos farmacos solo
se utilizd6 un 1 mL para llevar a cabo el ensayo. Las muestras se almacenaron en el
refrigerador a temperaturas de minimo 8°C y maximo 2°C.

Se activaron las cepas en medios liquidos utilizando medio E.C para E. coli, caldo
tripcaseina de soya para S. aureus, y caldo dextrosa y papa para C. albicans. Después de 24
h de incubacién se realizaron lavados con solucién salina al 0.9% para retirar el medio y
posteriormente sembrar en césped los microorganismos en cajas Petri con agar Miller-
Hilton. Para su mantenimiento se sembraron diariamente por estria cruzada en agar MH, se
llevd a cabo la tincion de Gram por cada siembra para asegurar la pureza de la cepa, evitando
su contaminacién durante el proceso.

Tras obtener colonias aisladas de cada cepa, se tomaron de 4 a 5 colonias a disolver
en tubos de ensayo con solucién salina al 0.9% los cuales se verifico su densidad midiendo
la absorbancia con un espectrofotdmetro a 625 nm, la cual tenia que estar en el rango 0.018
a 0.13 equivalente al estandar McFarland de 0.5 (1x108 a 2x108 CFU/mL).
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Con los estandares ajustados se inocularon por césped 5 cajas Petri estériles con agar
MH empleando hisopos de algodon estériles por cada microorganismo. Seguido se afiadieron
los discos de papel filtro Whatman No. 1 de 6 mm con 10 pL de cada extracto y sus
respectivas diluciones, para los controles negativos y positivos se emplearon 3 cajas Petri.
Posteriormente se incubaron por 24 horas a 37°C.

Después de 24 h de incubacion se revisaron las cajas Petri inoculadas a contraluz
para identificar las muestras que presentaron formacion de halos de inhibicion, aquellas que

presentaron se midio el halo por triplicado con un Vernier.

7.8.2 MICRODILUCION EN CALDO

A partir de colonias aisladas de un cultivo de 24 h en una placa de agar de S. aureus
(ATCC 6538), S. aureus resistente a meticilina (SARM) (ATCC 43300) y P. aeruginosa
(aislado clinico), se seleccionaron de 3 a 5 colonias y se colocaron con un asa en un tubo de
ensayo con 5 mL de caldo Muller-Hilton, se continuaron afiadiendo colonias hasta alcanzar
la turbidez de un estandar de 0.5 McFarland; posteriormente se introdujeron 2 mL de la
suspension en 38 mL de solucidn salina (dilucién 1:20), quedando una concentracion final
de 5x10° CFU/mL, con ayuda de la micropipeta se tomaron 0.01 mL de la suspension y se
colocaron en cada pocillo del panel MIC. Los extractos de callo, plantula y planta silvestre
se evaluaron a concentraciones de 500 pg a 31.25 pg/mL, los cuales se disolvieron en DMSO
al 10% y después en caldo Muller-Hilton. Se utiliz6 como farmaco de referencia a la
gentamicina a concentraciones de 40 pg/mL a 0.15 pg/mL. Para el control negativo se utilizd
una solucion de DMSO al 10% (v/v). El ensayo se hizo por duplicado y las placas se
incubaron por 24 h a 37°C. Después se leyo la absorbancia con un sistema de multideteccién

Glomax a 600 nm.
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7.9 COMPARACION DE PERFILES FITOQUIMICOS POR CROMATOGRAFIA
DE GASES ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS (CG-EM)

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas es una técnica que
permite analizar y separar compuestos volatiles y semivolatiles. Con la meta de identificar
compuestos en los extractos de los cultivos in vitro (hexano, acetato de etilo y metanol), una
pequefia muestra fue inyectada en un cromatografo de gases HP Agilent Technologies 6890
equipado con un filtro de masa de cuadrupolo MSD 5973 (HP Agilent), equipado con una
columna capilar HP-5MS (longitud: 30 m; didmetro interior: 0.25 mm; espesor de la
pelicula: 0.25 M). Se utilizo helio (He) como gas de arrastre (1 mL por min a flujo constante).
La temperatura de entrada se ajust6 a 250 °C, mientras que la temperatura del horno fue
inicialmente a 40 °C (se mantuvo durante 1 min) y se aument6 a 280 °C/min. El
espectrometro de masas funcioné en modo de impacto electronico positivo con energia de
ionizacion de 70 eV. La deteccion se realizé en modo de monitoreo selectivo de iones (SIM)
y los picos se identificaron utilizando los iones de fragmentacién. La determinacion de la
composicion metabolica se realiz6 por comparacion de identidad eligiendo aquellos
compuestos que cumplieron con un factor de coincidencia > 80% de acuerdo con la base de
datos NIST version 17 (National Institute of Standards and Technology, siglas en ingles).
Los compuestos identificados se registraron en una tabla considerando su abundancia

relativa en funcion del area bajo la curva determinada por el equipo.

8. RESULTADOS Y DISCUSION

A partir del seguimiento de la metodologia descrita previamente se logro el
cumplimiento de los objetivos pertinentes a este trabajo, en resumen, se presentan los

principales hallazgos obtenidos de los cultivos in vitro, las evaluaciones biologicas y la
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comparacion fitoquimica de las lineas de pléantulas y callo, asi como la cinética de callo

(Figura 7). En los siguientes apartados se describen de manera extensa los resultados.

Desinfeccién de semillas con
NaClO al 1% (20 min)

Germinacion in
vitro a las 48 hrs

Y

Induccién a callo a partir de
explantes (tallo y hoja)

v

Lineas de plantulas: organogénesis

directa (4) e indirecta (3)

|

Linea de callo: hoja con 1

mg/L BAP + 0.1 mg/L 2,4-D

\ J

I']
Y

Antioxidante por
DPPH: extracto acetato
de etilo de X7 (91.4% a

Obtencion de extractos
organicos

[

v

Y

' Y

100 ppm) y extracto
metandlico de callo
(85.3% a 1000 ppm)

Evaluaciones
bioldgicas

 J

I8

Antimicrobiana

Antiinflamatoria por edema
auricurlar inducido por
TPA en ratones CD1:
inhibicién a 0.5 mg/oreja
con extracto acetato de
etilo de X7

Cromatografia

™

v

Disco difusion:
Staphylococcus aureus
(extracto hexano de callo y
metandlico de X7)

8.1 DESINFECCION DE SEMILLAS

A

Microdilucién en caldo:
Staphylococcus aureus y
Staphylococcus aureus
resistente a meticilina

CG-EM: diferencias
entre los cultivos de
plantulas y callo

Cinética de crecimiento: pmax: 2.858 semanas-1,
to: 0.2425 semanas y mayor produccion de
biomasa seca en la semana 6

Figura 7. Resumen de los resultados.

Capa fina:
diferencias entre las
lineas de plantulas y

callo, mayor
acumulacion de
biocompuestos en la

semana 6

Se realizaron tres tratamientos para la desinfeccion de semillas (Tabla 3), los tres

coincidian en el primer lavado de 30 segundos con 70% de etanol. Se observo que al realizar

un lavado con 0.75% de hipoclorito de sodio a 15 min y consecutivamente los tres lavados

de agua destilada (Método A), se contamind todo el lote de semillas (Figura 8.a). Al

aumentar la concentracion al 1% de NaClO vy el tiempo de lavado a 20 min (Método B), no

se presentaba contaminacion, posteriormente a las 48 h germinaban la mayoria de las

semillas sembradas por unidad (Figura 8.b). EI método C consistio en las mismas
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condiciones que el anterior, a diferencia, se afiadié un lavo con antifungico al 1% durante 10

min, sin embargo, presentd contaminacion en todo el lote de semillas. Por lo que se continud

ocupando el método B para germinar las semillas.

Figura 8. Desinfeccion de semillas de L. octovalvis después de 24 horas de cultivo.
a) Lote con ausencia de contaminacion (Método A). b) Lote con presencia de contaminacion
(Método B).

Estos resultados sugieren que la contaminacion puede estar relacionada con la
concentracion y el tiempo de exposicion con el hipoclorito de sodio, por lo que se propone
que el aumento de estos pardmetros favorece la ausencia de contaminacion. De manera
similar otros reportes de diferentes especies han demostrado la influencia del NaClO en la
desinfeccion de semillas, por ejemplo, en la desinfeccién de semillas de Lactuca sativa se
logré un 100% de inhibicion de Cercospora longissim al emplear hipoclorito de sodio al 5%
(Carmello & Cardoso, 2018); para la desinfeccion de semillas de Melanoxylon brauna se
determiné que diferentes tiempos de inmersion del NaClO afectan en la contaminacién, al
maximo tiempo de exposicion de 25 min se redujo significativamente la contaminacion y se
alcanzé la maxima germinacion de un 51.88% (E. R. D. Silva et al., 2019). Por otro lado, el

aumento de la concentracion del hipoclorito de sodio afecta significativamente en la
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germinacion de las semillas junto con el crecimiento de las plantulas (Mohsen et al., 2012;
Yildiz & Ekiz, 2014; Yildiz & Er, 2002),
8.2 PROPAGACION IN VITRO DE PLANTULAS

Se obtuvieron plantulas a partir de las semillas germinadas al segundo dia , hasta la
edad de 15 d se observo su mayor crecimiento, tanto de la longitud de tallo como de raiz,
por lo que se subcultivaron cada 15 d en frascos de diferente tamafio (Figura 9), en los frascos
tipo Gerber y de capacidad de 250 mL se observo el mayor crecimiento a las 3ra semana de
ser subcultivadas, en los frascos Gerber se obtuvieron plantulas con tallo delgado y hojas
pequefias, pero en mayor cantidad, a diferencia de los de mediana capacidad, resultaron

plantulas con hojas mas grandes y tallos méas gruesos.

Dia 10 Dia 15

Figura 9. Evolucion por dias de la germinacién de semillas de L. octovalvis.

Al subcultivar las plantulas en frascos de 500 mL de capacidad se obtuvieron hojas
mas grandes y tallos mas gruesos, ademas estas mostraron homogeneidad en el follaje con
apariencia estable por un mes, por lo que se subcultivaron cada 4 semanas para incrementar
la propagacion y generar el material vegetal suficiente para la induccion a callogénesis

(Figura 10).
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Figura 10. Plantula cultivada en frasco de 500 mL.

8.3 INDUCCION A CALLO

De las plantulas propagadas previamente, se utilizaron los explantes nodo y hoja para
inducir la formacion de callos. El abanico de tratamientos se muestra en la Tabla 5, las
respuestas morfogénicas observadas fueron callogénesis y organogénesis (directa e
indirecta) durante los 40 d de observacidn, en los siguientes apartados se describen y analizan
los resultados de manera extensa.
8.3.1 EFECTO DE LOS RCV SOBRE EXPLANTES DE HOJA Y NODO

En la Tabla 6 se presentan los porcentajes de formacion de callo y plantulas obtenidos
con los diferentes tratamientos utilizados, asi como la respuesta en ambos explantes (hoja y
nodo). Al utilizar Gnicamente la fitohormona BAP a 0.1 mg/L con el explante nodo se formé

un 25% de plantulas, mientras que con el explante hoja y 0.5 mg/L de BAP suministrado al
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medio se obtuvieron ambas respuestas callogenesis (35%) y organogénesis (25 %) (Tabla
6). De manera similar, con 0.1 mg/L de BAP se obtuvo la formacion de callos en Beta
vulgaris L. utilizando explantes de cotiledones (Gdrel etal., 2001), mientras que la
aplicacion unica de esta fitohormona a 0.5 mg/L incrementd la formacion de brotes en
explantes de nédulos de Aquilaria hirta (Nor et al., 2011).

Por otra parte, KIN sola a las diferentes concentraciones evaluadas no presentd
diferencias significativas, estos tratamientos fomentaron la formacion de plantulas a un 30%
con el explante nodo (Tabla 6). Andlogamente, se obtuvo el 83% de regeneracion de
plantulas de Cucumis sativus con 1 mg/L de KIN (Abu-Romman et al., 2015); con raices de
Quercus leucotrichophora L. a la misma concentracién de KIN se lograron tasas de
multiplicacion de 94.4% (Aseesh Pandey & Sushma, 2012); a partir de nodos de Matthiola
incana con diferentes concentraciones de KIN (0.5-2 mg/L) se obtuvieron la formacién de
brotes y raices (Hesar et al., 2011).

Unicamente a la concentracion de 0.5 mg/L de ANA se observo respuesta de
formacion de plantulas con un 25% con el explante nodo (Tabla 6). A esta misma
concentracion se ha obtenido el aumento de raices y plantulas con primordios foliares de
platano, (Hossain et al., 2016), también se obtuvo la m&xima formacion de raices de Punica
granatum L. (Murkute et al., 2004).

Por otra parte, el 2,4-D en ninguna de las concentraciones evaluadas dio respuestas
de callogénesis ni organogénesis (Tabla 6). No obstante, en otras investigaciones se han
obtenido lineas de cultivos de callo con mayores concentraciones de 2, 4-D, en el caso de
Cydonia oblonga Mill. utilizaron el explante hoja y concentraciones de 2.5y 5 mg/L para la
formacion de callo (Morni etal., 2000); también a 0.5-3 mg/L de 2,4-D obtuvieron

porcentajes mayores del 88% de formacion de callos de Paspalum scrobiculatum L. (P. Kaur
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& Kothari, 2004). Por otra parte, a bajas concentraciones de esta fitohormona (0.2 mg/L) se
obtuvieron porcentajes menores de 50% de generacion de callo de Triticum aestivum L.
(Zheng & Konzak, 1999); a su vez, a concentraciones de 0, 0.5y 1 mg/L de 2,4-D con hojas
de Allium sativum se presentan porcentajes de callogénesis menores al 35% (M. A. Haque
et al., 2003); al adicionar 0.8 mg/L de 2,4-D al medio MS con el explante tallo de Launea
taraxacifolia, no presento respuesta de formacion de callo, plantulas ni raices (Ayobola
etal., 2011). Estas investigaciones sugieren que las respuestas morfogénicas van a ser
dependientes de las concentraciones de esta fitohormona junto con la especie que se esté
evaluando.

La combinacion de las fitohormonas BAP y 2,4-D favorecid la respuesta de
callogénesis utilizando el explante hoja en todos los tratamientos evaluados, las mejores
respuestas se presentaron con las combinaciones: 0.1 mg/L BAP + 0.1 mg/L 2,4-D (87.50%);
0.1 mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D (95%); 0.5 mg/L BAP + 0.5 mg/L 2,4-D (95%) y 1 mg/L
BAP + 0.1 mg/L 2,4-D (90 %) (Tabla 6). Semejantemente otros estudios han establecido
cultivos de callo con la combinacion de estas fitohormonas a diferentes concentraciones
(Andaryani et al., 2019; Fazeli-Nasab, 2018; N. K. Sharma et al., 2013; Sundarasekar et al.,
2012).

Mientras que las combinaciones de BAP con ANA presentaron ambas respuestas,
callogénesis con ambos explantes y organogénesis con el explante nodo. Analogamente, la
combinacion de los reguladores del crecimiento vegetal, fomentaron la proliferacion de
brotes por organogénesis indirecta de Chenopodium quinoa Willd. (Gethami & Sayed,
2020), De igual manera, promovieron la regeneracion in vitro de Prunella Vulgaris (Rasool
etal., 2009). También esta combinacion favorecidé la induccién de callos de Lilium

longiflorum con respuestas mayores al 80% (Lestari et al., 2019); al igual que con hojas de
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Catharanthus roseus se obtuvieron callos compactos con estos RCV a diferentes
concentraciones (Rahman et al., 2019).

En cuanto a las combinaciones de KIN con 2,4-D fomentaron mayoritariamente la
formacion de callo con el explante hoja en las combinaciones: 0.1 mg/L KIN + 0.5 mg/L
2,4-D; 0.1 mg/L KIN + 1 mg/L 2,4-D; 0.5 mg/L KIN + 0.1 mg/L 2,4-D; 0.5 mg/L KIN + 0.5
mg/L 2,4-D y 0.5 mg/L KIN + 1 mg/L 2,4-D (Tabla 6). Asimismo, el uso de estas
fitohormonas en diferentes proporciones adicionadas en los medios de cultivo han facilitado
la induccién a callo con el explante hoja de diferentes especies (Handayani et al., 2019;
Hunaish & Almasoody, 202d. C.; Karimian et al., 2014; Sidek et al., 2022).

Finalmente, las fitohormonas KIN y ANA a diferentes concentraciones favorecieron
la respuesta de organogénesis con ambos explantes, sin embargo, el explante nodo fue
presente en mas tratamientos con respuesta (Tabla 6). Entre estos los mejores tratamientos
fueron con 1 mg/L KIN + 0.5 mg/L ANA (83.33%, hoja) y 1 mg/L KIN + 0.1 mg/L ANA
con ambos explantes hoja (58.33%) y nodo (50%). La interaccion de estos RCV en otros
estudios ha mostrado tener una respuesta positiva ante la propagacién de plantulas a partir
de distintos explantes (Kaviani, 2014; Kaviani et al., 2011; Nazirwan et al., 2020; Okere &
Adegeye, 2011).

Tabla 6. Efectos de los reguladores de crecimiento vegetal en la respuesta
morfogénica de hojas y segmentos nodales de L. octovalvis.

Hoja Nodo
RCV (mg/L)
Callo Plantula Callo Plantula
0 0 0.00+0.00 e 0.00+0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00 e
0.1 0.00+0.00e 0.00+0.00 f 0.00+0.00c 25.00+0.00d
BAP 0.5 35.00 + 13.60 bc 25.00+0.00d 0.00+0.00c 0.00+0.00 e
1.0 0.00+0.00e 0.00+0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00 e
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0.1 30.00+11.18 cd 0.00+0.00 f 0.00+0.00c 30.00 + 0.00 cd
KIN 0.5 0.00+0.00e 0.00+0.00 f 0.00+0.00 c 37.50 + 12.50 b
1.0 0.00+0.00 e 0.00+0.00 f 0.00+0.00 c 30.00 + 11.18cd
0.1 0.00+0.00 e 0.00+0.00 f 0.00+0.00 c 0.00+0.00 e
ANA 0.5 0.00+0.00e 0.00+0.00 f 0.00+0.00c 25.00+0.00d
1.0 0.00+0.00 e 0.00+0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00 e
0.1 0.00+0.00e 0.00+0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00 e
2,4-D 0.5 0.00+0.00 e 0.00+0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00e
1.0 0.00+0.00 e 0.00+0.00 f 0.00+0.00¢c 0.00+0.00 e
0.1/0.1 87.50 £12.50 a 0.00+0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00e
0.1/0.5  30.00+11.18cd 0.00+0.00 f 0.00+0.00¢c 0.00+0.00 e
0.1/1.0 95.00+11.18a 0.00+0.00 f 5.00+0.00 b 0.00+0.00 e
0.5/0.1 30.00+11.18cd 0.00£0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00 e
BAP/2,4-D  0.5/0.5 95.00+11.18a 0.00+0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00 e
0.5/1.0 35.00+ 13.69 bc 0.00£0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00 e
1.0/0.1 90.00 = 0.00 a 0.00+0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00 e
1.0/0.5  37.50 £ 12.50 bc 0.00£0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00 e
1.0/1.0  41.00 +12.45 bc 0.00+0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00e
0.1/0.1 00.00+0.00 e 0.00+0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00e
0.1/0.5 0.00+0.00e 0.00+0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00e
0.1/1.0 0.00+0.00e 65.00 £ 0.00 b 0.00+0.00c 0.00+0.00e
0.5/0.1 0.00+0.00 e 0.00+0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00e
BAP/ANA  0.5/0.5 0.00+0.00e 0.00+0.00 f 0.00+£0.00c 0.00+0.00e
0.5/1.0 0.00+0.00 e 0.00 £ 0.00 f 25.00 +0.00 a 0.00+0.00 e
1.0/0.1 0.00+0.00 e 16.00+7.83 e 0.00+0.00c 0.00+0.00 e
1.0/0.5 50.00 £ 0.00 b 3750+£1250¢c 0.00+0.00c 0.00+0.00 e
1.0/1.0 100.00 £ 0.00 a 0.00+0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00 e
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0.1/0.1 0.00+0.00e 0.00+0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00 e
0.1/0.5 1750 +6.85d 0.00£0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00 e
0.1/1.0  37.50 +12.50 bc 0.00£0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00 e
0.5/0.1  37.50 +12.50 bc 0.00£0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00 e
KIN/2,4-D  0.5/0.5 33.33+10.21 bed 0.00+0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00 e
0.5/1.0  37.50 +12.50 bc 0.00£0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00 e
1.0/0.1 0.00+0.00e 33.33+10.21 cd 0.00+0.00c 0.00+0.00 e
1.0/0.5 0.00+0.00 e 0.00+0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00 e
1.0/1.0 0.00+0.00 e 0.00+0.00 f 0.00+0.00¢c 0.00+0.00 e
0.1/0.1 0.00+0.00e 0.00+0.00 f 0.00+0.00c 40.00+0.00 b
0.1/0.5 0.00+0.00 e 0.00+0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00 e
0.1/1.0 0.00+0.00 e 25.00+0.00d 0.00+0.00c 25.00 £ 0.00 d
0.5/0.1 0.00+0.00 e 0.00£0.00 f 0.00+0.00c 31.25+10.83 cd
KIN/ANA  0.5/0.5 0.00+0.00e 0.00+0.00 f 0.00+0.00 c 25.00+0.00d
0.5/1.0 0.00+0.00 e 0.00£0.00 f 25.00 +0.00 a 30.00+11.18 cd
1.0/0.1 0.00+0.00 e 58.33+£10.21b 0.00+0.00c 50.00 + 0.00 a
1.0/0.5 0.00+0.00 e 83.33+10.21a 0.00+0.00c 0.00+0.00 e
1.0/1.0 0.00+0.00 e 0.00+0.00 f 0.00+0.00c 0.00+0.00e

* RCV= Regulador de crecimiento vegetal. Los datos representan media + desviacion estdndar. Los valores con

las mismas letras en las columnas no son estadisticamente diferentes segin la prueba multiple de rangos de Tukey

a un 95% de confianza.

Todos estos resultados corroboran que dependiendo de la combinacion y proporcion

de auxinas y citoquininas expuestas a un tejido vegetal van a determinar el grado de

organogenesis y callogénesis, a su vez estos parametros dependen de cada especie evaluada.

En particular para L. octovalvis principalmente la combinacion de BAP con 2,4-D favorece

la induccidn de callo en hojas, mientras que KIN y ANA favorecen la formacion de plantulas

con segmentos nodales.
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8.3.2 EFECTO DE LOS RCV SOBRE LA CALLOGENESIS
A partir de los tratamientos que mostraron los mayores porcentajes de induccion a
callo (Tabla 7), se continuo con su subcultivo; sin embargo, la mayoria no fueron
reproducibles, en el caso de los tratamientos T1, T2, y T3 se obtuvieron callos de tonalidad
café oscuro que se oxidaban al subcultivarlos, a su vez el tratamiento T5 formo callos verdes
que no eran friables; por otra parte, tnicamente el tratamiento T4 genero callos beige friables
y reproducibles a largo plazo.

Tabla 7. Tratamientos que presentaron callogénesis.

Clave Tratamiento % de formacion Tipo de callo
T1 0.1 mg/L BAP + 0.1 mg/L 2,4-D 87.50 £ 12.50 Café oscuro
T2 0.1 mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D 95.00 £ 11.18 Café oscuro
T3 0.5 mg/L BAP + 0.5 mg/L 2,4-D 95.00 £ 11.18 Café oscuro
T4 1 mg/L BAP + 0.1 mg/L 2,4-D 90.00 = 0.00 Café con verde
T5 1 mg/L BAP + 1 mg/L ANA 100.00 + 0.00 Verde

Después de 6 subcultivos se logro estabilizar la linea de callos T4, resultando callos
beige friables (Figura 11). De manera similar la literatura reporta callos viables a largo plazo
con 1 mg/L BAP + 0.1 mg/L 2,4-D inducidos con explantes de ganglios de Vitis vinifera L.
(Pehlivan et al., 2017). Sin embargo, la induccién de callos de Eleusine coracana con las
mismas fitohormonas, concentraciones y explante no mostrd respuesta de callogénesis
(Venkatesan et al., 2022). Con respecto a la familia Onagraceae se han reportado cultivos de
callos de Oenothera hookeri y O. picensis con 2 mg/L 2,4-D + 2 mg/L ANA (Martinez &
De Halac, 1997). Para Oenothera biennis L. se utilizo la combinacion 0.25 mg/L 2, 4-D + 1
mg/L KIN (Faramarzi Hafez et al., 2016) . En el caso de Lopezia racemosa se establecio el

cultivo de callos con 1.0 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP (Salinas et al., 2014). De modo que
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las concentraciones y combinacién de los RCV para la induccion de callo son independientes

de cada especie.

Figura 11. Desarrollo de callo en explante de hoja con 1 mg/L de BAP con 0.1 mg/L
de 2,4-D.

Una vez establecido el cultivo de callos se realizaron varios subcultivos hasta obtener
suficiente biomasa para llevar a cabo la cinética con la finalidad de identificar la semana de
produccion méxima de biomasa y compuestos por CCF. Posteriormente de su determinacion,
se continuo el subcultivo hasta obtener suficiente biomasa cosechada a la semana maxima

de produccion para conocer el perfil fitoquimico de los extractos de esta linea de callos.

8.3.3 EFECTO DE LOS RCV SOBRE LA ORGANOGENESIS
Partiendo de los tratamientos que formaron plantulas (Tabla 6), se clasifico el tipo de
organogenesis por la morfologia que presentaron; ademas, de todos los tratamientos con esta
respuesta se seleccionaron Unicamente los que mostraron diferencias morfolégicas con la
plantula obtenida sin RCV, es decir que fueron aquellas plantulas que presentaron
diferencias en la coloracién, grosor del tallo, tamafio de hojas y presencia de callo (Figura

12).
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Figura 12. Aspecto de plantulas cultivadas en diferentes medios de cultivo con RCV.
MS: Sin RCV, X7: 0.1 mg/L BAP + 1 mg/L ANA. X17: 0.1 mg/L KIN + 0.1 mg/L ANA.
X19: 0.1 mg/L KIN + 1 mg/L ANA. X21: 0. 5 mg/L KIN + 0.1 mg/L ANA. X22: 0.5 mg/L
KIN + 0.5 mg/L ANA. X24: 1 mg/L KIN. X26: 1 mg/L KIN + 0.5 mg/L ANA.

De los cuales cuatro tratamientos formaron plantulas por organogénesis directa y tres
tratamientos de manera indirecta (Tabla 8), entre estos el explante nodo destaco
mayoritariamente en estos tratamientos y favorecié la organogénesis directa en cuatro
tratamientos (X17, X19, X21 y X24) e indirecta en X22. Con el explante hoja se presenté la
organogénesis indirecta en dos tratamientos (X7 y X26) y solo uno (X19) de forma directa.
Anélogamente la literatura reporta que el nodo en comparacién con la hoja favorece la
regeneracion in vitro de diferentes plantas en presencia de la fitohormona ANA con
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diferentes citoquininas; por ejemplo, en la propagacion de Hylecereus undatus los tallos
mostraron mayor capacidad de regeneracion que el explante hoja al adicionarse 0.1 mg/L
ANA + 2.5 mg/L BAP al medio (Dahanayake & Ranawake, 2012); la mayor frecuencia de
regeneracion de brotes (100%) se presento con tallos de Brassica alboglabra Bailey en
comparacion con explantes de cotiledones e hipocétilos con 2 mg/L BAP en combinacion
con 1 mgl/L ANA, o 4 mg/L 2iP con 0.5 mg/L ANA (Pua et al., 1989). Sin embargo, las
concentraciones de citoquininas y auxinas van a diferir de una especie a otra para poder
alcanzar tasas efectivas de multiplicacion (Gomes et al., 2010).

Tabla 8. Tratamientos que presentaron organogénesis.

Clave Combinacién de RCV % de formacién Explante Tipo de organogenesis
X7 0.1 mg/L BAP + 1 mg/L ANA 65.00+0.00 b Hoja Indirecta

X17 0.1 mg/L KIN + 0.1 mg/L ANA 40.00+0.00c Nodo Directa

X19 0.1 mg/L KIN + 1 mg/L ANA 25.00+0.00d Hoja/Nodo Directa

X21 0.5 mg/L KIN + 0.1 mg/L ANA 31.25+10.83cd Nodo Directa

X22 0.5 mg/L KIN + 0.5 mg/L ANA 25.00+0.00d Nodo Indirecta

X24 1 mg/L de KIN 30.00+11.18¢c Nodo Directa

X26 1 mg/L KIN + 0.5 mg/L ANA 83.33+10.21a Hoja Indirecta

Los datos representan media + desviacion estandar. Los valores con las mismas letras en las columnas no son

estadisticamente diferentes segln la prueba multiple de rangos de Tukey a un 95% de confianza.
8.3.4 ORGANOGENESIS DIRECTA
Los tratamientos X17, X21 y X24 no presentaron diferencias significativas, por lo
que a diferentes concentraciones de KIN y ANA (presente o ausente) con el explante nodo
se obtiene la misma respuesta de formacion de plantulas de L. octovalvis por organogénesis
directa (Tabla 8); la menor respuesta se obtuvo con X19 con un 25% de formacion con ambos

explantes. A pesar de que la mayoria de estos tratamientos no mostraron diferencias en
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cuanto al % de formacion, morfoldgicamente si presentaron diferencias (Figura 13). El
tratamiento X17 gener6 plantulas con mayor cantidad de hojas de tonalidad verde claro y
una menor formacion de raices; X19 presentd6 menor cantidad de hojas de una tonalidad
verde; el tratamiento X21 mostré mayor formacion de raices e incluso presencia de raices
adventicias, su tallo era ligeramente méas grueso que las otras variaciones y su pigmentacion
era de un verde mas oscuro que las demas; en el caso de X24 se formaron hojas variegadas

con la combinacion de verde lima con un verde ligeramente oscuro.

Figura 13. Plantulas obtenidas por organogénesis directa.

Las diferencias morfogénicas pueden deberse a las multiples funciones de las
auxinas, tales como su capacidad para controlar la iniciacion de hojas en el meristemo, la
formacion de tejido vascular durante la venacion de la hoja, estimular la formacién de raices,
guiar las respuestas tropicas y organizar los patrones tisulares dentro del embrién en
desarrollo (Novak et al., 2014; Vanneste & Friml, 2009). Mientras que los bajos porcentajes
de formacién podrian atribuirse a las bajas concentraciones de citoquininas utilizadas, ya
que estas desempefian un papel fundamental en la regeneracion de brotes (Smeringai et al.,

2023).
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De manera similar, para Artemisia scoparia con 1 mg/L KIN + 0.5 mg/L ANA se
obtuvo un 90% de organogénesis directa que generd multiples brotes con hojas de color
verde claro, con 2 mg/L KIN + 1 mg/L ANA se formaron un 18.1% de brotes con abundantes
hojas verdes, y con 2 mg/L KIN se generaron brotes largos con hojas pequefias (Aslam et al.,
2006); en el caso de Phalaenopsis Golden Peoker se obtuvieron brotes por organogénesis

directa con 2 mg/L KIN + 0.5 mg/L ANA con 6.15 brotes por planta (Cruz et al., 2023).

8.3.5 ORGANOGENESIS INDIRECTA

Los tratamientos X7, X22 y X26 lograron la regeneracion de plantulas por
organogenesis indirecta, de acuerdo a su % de formacion (Tabla 8) los tres tratamientos
fueron estadisticamente diferentes, la mejor respuesta con el 83.33% se obtuvo con 1 mg/L
KIN + 0.5 mg/L ANA (X26) con el explante hoja, este tratamiento durante los dias 13 a 21
presento la formacidon de callos y brotes, al dia 21 ya se presentaban plantulas (Figura 14.a).
Con esta combinacién también se logrd la propagacion de manera indirecta de Cucumis
sativus con el explante hoja con un 45.54% de regeneracion de brotes (Alam et al., 2019);
para Coccinia grandis (L.) Voigt se obtuvo un 90% de regeneracion de brotes por
organogenesis indirecta con 0.1 mg/L ANA+ 1 mg/L BAP + 1 mg/L KIN (Thiripurasundari
& Rao, 2012).

La menor respuesta fue con 0.5 mg/L KIN + 0.5 mg/L ANA (X22) con un 25% de
formacion a partir de segmentos nodales, en los cuales al dia 6 ya presentaban la formacion
de callos, posteriormente al dia 21 se observaron los primeros brotes y finalmente a los 39 d
ya se formaba la plantula (Figura 14.b). Por otra parte, al utilizar este tratamiento en
explantes de puntas de brotes de Eustoma grandiflorum se generaron 1.48 brotes por

plantula, sin embargo, se formaron por organogenesis directa (Kaviani, 2014).
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Figura 14. Evolucion de la organogénesis indirecta en explantes de hoja y nodo

tratados con RCV. a) 1 mg/L KIN + 0.5 mg/L ANA (X26). b) 0.5 mg/L KIN + 0.5 mg/L
ANA (X22).

En cuanto a las diferencias morfogénicas de estos tratamientos, se puede observar en
la figura 15, que los tratamientos X22 y X26 generaron plantulas con hojas mas grandes,
mientras que el tratamiento X7 estimulo la elongacion de los tallos y una mayor abundancia
de hojas. Cabe destacar que el tratamiento X7 presento la concentracion mas alta de auxina,
es decir 1 mg/L ANA, por lo que la elongacion podria se consecuencia de esta, ya que las
auxinas influyen en la elongacion de tallos (Gallavotti, 2013). Las otras variaciones
presentaron la misma concentracion de 0.5 mg/L ANA, por lo cual presentan mas similitudes
morfoldgicas, sin embargo, las diferencias entre las concentraciones de citoquininas difiere,
siendo mayor en X26 con 1 mg/L KIN, este aumento podria ser la causa de que el tratamiento
formara callos més notables y que la pigmentacion sea ligeramente mas intensa en las hojas
y tallo que en los otros tratamientos, debido a que las citoquininas participan en el control
de la division celular, el desarrollo de cloroplastos, la diferenciacion de yemas y la iniciacion

de brotes (Brault & Maldiney, 1999).
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Figura 15. Plantulas obtenidas por organogénesis indirecta.

8.4 CINETICA DE CRECIMIENTO DE CALLOS

Para determinar la curva de crecimiento de la linea de callos obtenida con 1 mg/L
BAP + 0.1 mg/L 2,4-D, se utilizaron como parametros el peso de la biomasa fresca y seca
por cada semana, a su vez se realiz6 el sequimiento fotografico de cada punto de la cinética
(Figura 16). Como se puede observar en la curva de crecimiento la fase de adaptacion ocurrié
en la semana cero, a partir de la primera semana se observé el crecimiento exponencial hasta
la sexta semana, en esa misma semana se obtuvo el pico mas alto de produccion de biomasa
seca de 36.96 + 3.24 g/L con un indice de crecimiento de 15.46, posteriormente hubo una
desaceleracion en las semanas siguientes que se mantuvo estable lo que es un indicativo de
la fase estacionaria con indices de crecimiento que fluctuaban de 12.75 a 13.01.

Ademas, la morfologia de los callos mostré cambios durante las diferentes etapas,
en la Figura 16.c se observa que en el transcurso de la fase de crecimiento no hay cambios

en la coloracion de los callos permaneciendo su apariencia beige, sin embargo, hacia la sexta
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semana los callos comenzaron a oscurecerse ligeramente, finalmente en la fase estacionara

comenzaron a oxidarse los callos gradualmente hasta presentar una apariencia marrén.
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Figura 16. Perfil de crecimiento del callo beige de L. octovalvis en medio MS
suplementado con 1 mg/L BAP + 0.1 mg/L 2,4-D. a) Curva de crecimiento. b) Indice de
crecimiento c). Evolucion semanal. Los valores representan la media + desviacion estandar
con n=3.

A partir de la fase de crecimiento se determing la tasa maxima de crecimiento
especifico (umax) la cual fue de 0.42 semana™ (2.98 d) correspondiente a un tiempo de
duplicacion de 1.66 semanas (11.67 d) (Figura 17). En otras investigaciones se han obtenido
diferentes tiempos de duplicacién, por ejemplo, en los cultivos de callo de Taxus baccata
este fue de 9.6 d (Mihaljevi¢ et al., 2002), en suspensiones celulares de Centella asiatica fue
de 4.7 d (Omar et al., 2006) y en cultivos de raices adventicias de Panax ginseng fue de 5.69
d (Le et al., 2019); por lo que este pardmetro podria variar en los diferentes tipos de cultivos

in vitro, asi como en las especies de las que provienen estos cultivos.
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Figura 17. Curva de crecimiento exponencial con regresion lineal.

8.4.1 ANALISIS CROMATOGRAFICO DE CINETICA DE CALLOS

La biomasa de cada punto de la cinética fue extraida con los solventes hexano, acetato
de etilo y metanol. Los compuestos de los cultivos principalmente son de baja polaridad,
debido a que los extractos de hexano muestran mayor abundancia en las cromatoplacas.
Mientras que el extracto de acetato de etilo muestra compuestos de polaridad intermedia en
poca abundancia. Por otra parte, los extractos metandlicos acumulan compuestos con
apariencia de azUcares.

Se obtuvieron las siguientes cromatoplacas para cada extracto (hexano, acetato de
etilo y metanol), utilizando diferentes sistemas de dilucion que iban de menor a mayor
polaridad (Figura 18). En las cuales se observd que en la semana seis se produce una mayor
variedad de compuestos bioactivos que absorben la luz ultravioleta en onda corta y larga, en
cada uno de los extractos obtenidos. Esto podria estar asociado al crecimiento, ya que en la

sexta semana se presentd la mayor produccién de biomasa seca, después en la fase
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estacionaria (semana 7 a 10) se puede contemplar la disminucién de algunos compuestos
activos, lo cual corrobora que esta produccién de compuestos esta asociada al crecimiento y

no al estrés oxidativo por la reduccion de nutrientes.
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Figura 18. Perfiles cromatograficos de biomasa de la cinética de crecimiento de
callos de L. octovalvis.

8.5 EXTRACTOS ORGANICOS DE PLANTULAS

Las plantulas provenientes de los 7 tratamientos de organogénesis (directa: X17,
X19, X21 y X24; indirecta: X7, X22 y X26) se subcultivaron continuamente hasta generar
5 g de biomasa seca, y se obtuvieron sus extractos en polaridad creciente (hexano, acetato
de etilo y metanol) con la finalidad de comparar los perfiles fitoquimicos y asociar los
compuestos quimicos al fenotipo.

La Tabla 9 muestra que los rendimientos de los extractos difieren entre los
tratamientos, siendo de manera general el extracto metanolico el més abundante, seguido del
acetato de etilo y hexano, respectivamente. Lo cual sugiere que las plantulas biosintetizan
compuestos de polaridad alta principalmente.

Tabla 9. Rendimientos obtenidos de los diferentes extractos de las variaciones de
plantulas.

Clave Tratamiento Hexano Acetato de etilo Metanol
MS Control (sin RCV) 4.40% 10.97% 22.35%
X7 0.1 mg/L BAP + 1 mg/L ANA 0.90% 8.75% 16.21%
X17 0.1 mg/L KIN + 0.1 mg/L ANA 1.36% 19.15% 15.17%
X19 0.1 mg/L KIN + 1 mg/L ANA 1.11% 12.60% 14.35%
X21 0.5 mg/L KIN + 0.1 mg/L ANA 1.13% 3.55% 25.88%
X22 0.5 mg/L KIN + 0.5 mg/L ANA 1.26% 4.02% 20.64%
X24 1 mg/L KIN 1.17% 3.47% 26.97%
X26 1 mg/L KIN + 0.5 mg/L ANA 0.60% 4.29% 34.80%

Particularmente en los extractos de hexano, el tratamiento MS (el control) presento

el mayor rendimiento con este solvente de 4.40%, mientras que los tratamientos con RCV
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mostraron rendimientos que oscilaban de 0.6 a 1.36%, esto da indicativo a que la presencia
de estas fitohormonas esté asociada a la disminucion de compuesto de menor polaridad. En
el caso de los extractos con acetato de etilo, se obtuvo el maximo rendimiento con el
tratamiento X17 con un 19.15%. Por otra parte, disminuyeron los rendimientos de las
plantulas al aumentar la concentracién de las auxinas y citoquininas en el medio, esto podria
estar relacionado a la produccion de compuestos de mediana polaridad. Finalmente, la mayor
extraccion de compuestos se obtuvo con el tratamiento X26 con un rendimiento de 34.80%,
por lo que esta combinacion de fitohormonas favorece la produccién de compuestos de alta
polaridad. Como se ha mencionado estas fluctuaciones en los rendimientos de los extractos
podrian atribuirse a los RCV, ya que estos influyen en el crecimiento y desarrollo de las
plantas, por ejemplo las auxinas pueden regular las vias metabodlicas secundarias de las
plantas, como el metabolismo del fenilpropanol, flavonoides y antocianinas (Simdes et al.,
2009), en el caso de las citoquininas su aplicacion exdgena presenta un factor determinante
en la produccién mono y sesquiterpenoides (Danova et al., 2018).
8.6 PERFILES CROMATOGRAFICOS POR CCF

Las cromatoplacas de los extractos con hexano muestran que las plantulas acumulan
compuestos similares, predominantemente eluatos de baja y mediana polaridad, Esto se debe
a que, al aumentar la polaridad del eluyente, se favorece la visualizacion del contenido
fitoquimico de las muestras. Cabe destacar que los tratamientos presentan, tanto en onda
larga como corta, una mayor abundancia de compuestos en comparacién con el control (MS
sin RCV). Ademas, las cromatoplacas indican que los tratamientos X22 y X24 acumulan

compuestos Unicos que no se encuentran en los demas tratamientos (Figura 19).
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EXTRACTOS CON HEXANO

MS X7 X19 X21 X17 X22 X24

X26 MS X17 X19 X21 X17 X22 X24 X26 MS X7 X19 X21 X17 X22 X24

90:10 (Hex:AcEt) 80:20 (Hex:AcF}) 70:30 (Hex:AcEf)

MS X7 X19 X21 X17 X22 X24 MS X7 X19 X21 X17 X22 X24 MS X7 X19 X21 X17 X22 X24

80:20 (Hex:A<E) 70:30 (Hex:AcE!

Figura 19. Cromatografia en capa fina de las variaciones de plantulas obtenidas con
el solvente Hexano, a diferentes sistemas de dilucion. Hex: hexano. AcEt: acetato de etilo.

En cuanto a los extractos de acetato de etilo, como se observa en la Figura 20, las
plantulas almacenan compuestos afines, siendo la mayoria eluatos de polaridad mediana a
alta, ya que, al aumentar la polaridad del eluyente, se facilita la visualizacion del contenido
fitoquimico de las variaciones. Tanto en onda larga como en onda corta, los extractos con
RCV son similares al control, excepto por las muestras X21, X22 y X24, los cuales en onda

corta revelan compuestos ausentes en los demas tratamientos.
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EXTRACTOS CON ACETATO DE ETILO

MS X7 X17 X19 X21 X22 X24 X26 MS X7 X17 X19 X21 X22 X24 X26 MS X7 X17 X19 X21 X22 X24 X26

80:20 (Hex:AcEf) 70:30 (Hex:AcEt) 90:10 (DCM:Met)

MS X7 X17 X19 X21 X22 X24 X26 MS X7 X17 X19 X21 X22 X24 X26 MS X7 X17 X19 X21 X22 X24 X26

70:30 (Hex:AcEl) 90:10 (DCM;:Met)

Figura 20. Cromatografia en capa fina de las variaciones de plantulas obtenidas con
el solvente acetato de etilo, a diferentes sistemas de dilucién. Hex: hexano. AcEt: acetato de
etilo. DCM: diclorometano. Met: metanol.

Finalmente, las cromatoplacas de los extractos metandlicos (Figura 21) evidencian
que las plantulas, tanto con fitohormonas adicionadas al medio como su ausencia, acumulan

compuestos semejantes de polaridad alta.
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EXTRACTOS CON METANOL

MS X7 X17 X119 X21 X22 X24 X26 MS X7 X17 X19 X21 X22 X24 X26
MS X7 X17 X19 X21 X22 X24 X26

80:20 (DCM:Met.) 50:50 (DCM:Met)

"f" '

MS X7 X17° X139 X2) X22 X24 X26 | MsS X7, X17 X19 X21 X22 X24 X26 | MS X7.X17 X19 X21 X22 X24 X26

| rocoMmad) | 80m@omMe) | 5050 ca)

Figura 21. Cromatografia en capa fina de las variaciones de plantulas obtenidas con
el solvente metanol, a diferentes sistemas de dilucion. Hex: hexano. AcEt: acetato de etilo.
DCM: diclorometano. Met: metanol.

8.7 ANALISIS FITOQUIMICO DE EXTRACTOS POR CG-EM

Se analiz6 el perfil cromatografico por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas de los extractos de cultivos in vitro (hexano, acetato de etilo y
metanol), de los cuales se encontraron compuestos reportados con actividades bioldgicas, lo
que sustenta las actividades bioldgicas identificadas en nuestro estudio. Los resultados estan
basados en una similitud superior al 80% de acuerdo con la libreria NIST. Los
cromatogramas de todas las muestras evaluadas se encuentran en el Anexo 11.2. Las claves
de las muestras analizadas se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10. Claves de las diferentes muestras analizadas.

Clave Tratamiento Tipo

MS Control (Sin RCV) Plantula
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X7 0.1 mg/L BAP + 1 mg/L ANA Plantula

X17 0.1 mg/L KIN + 0.1 mg/L ANA Plantula
X19 0.1 mg/L KIN + 1 mg/L ANA Plantula
X21 0.5 mg/L KIN + 0.1 mg/L ANA Plantula
X22 0.5 mg/L KIN + 0.5 mg/L ANA Plantula
X24 1 mg/L KIN Plantula
X26 1 mg/L KIN + 0.5 mg/L ANA Plantula
CH Extracto de hexano (1 mg/L BAP + 0.1 mg/L 2,4-D) Callo
CA Extracto de acetato de etilo (1 mg/L BAP + 0.1 mg/L 2,4-D) Callo
CM Extracto metanolico (1 mg/L BAP + 0.1 mg/L 2,4-D) Callo

8.7.1 PERFILES CROMATOGRAFICOS DE PLANTULAS

En la Tabla 11 se encuentran los 20 compuestos detectados de los extractos con
hexano de las muestras (MS, X7, X17, X19, X21, X22, X24 y X26) de plantulas, de los
cuales los compuestos 2, 3, 12, 13, 14, 15, 16 y 17 se hallaron en todas las muestras de
plantulas variando unicamente en el contenido. Los compuestos que se detectaron en mayor
abundancia fueron el compuesto fendlico a-tocoferol (12) con un 20.49% en el extracto de
X24 (figura 22), y el fitoesterol y-sitosterol (15) con un 21.94% en el extracto de X21. Cabe
destacar que estos compuestos han presentado actividades biologicas, a-tocoferol ha sido
reportado como antiinflamatorio (Reiter et al., 2007) y y-sitosterol como antimicrobiano
(Shubham et al., 2024).

Tabla 11. Compuestos detectados por CG-EM de los extractos de plantula obtenidos

con hexano.

RT Abundancia (%)
N° Compuesto Formula

(min) MS X7 X177 X119 X21 X22 X24

X26
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1 D-manosa CeH120s 15.754  1.66 - - - - - - -
2 Fitol CxoHsO  17.613 4.28 5.04 853 6.40 1369 3.94 8.61 3.86
3 Fitol, acetato CaxH400, 17.514  8.90 8.14 786 4.68 6.91 3.52 3.78 4.39
Acido n-
4 CieH320, 18.874 - - 3.64 0.25 - - 0.33 -
hexadecanoico
5 Palmito de isopropilo  CioH3s0,  19.308 - - - - - 0.26 - -
6 Acido oleico CigH340,  20.536 - - 2.07 - - 0.78 - -
Acido formico, éster
3,7,11-trimetil-
7 CiH260,  20.713 - - - - - - - 4.19
1,6,10-dodecatrien-3-
il
8 Escualeno CaoHso 28.642 8.26 - 948 454 1426 7.79 1847 492
9 a-tocospiro A CaoHs5004  28.997 - - 123 1.85 - - - -
10 a-tocospiro B CaoHs500s  29.04 - 1.15 0.83 - 0.28 1.10 - 1.98
11 y-tocoferol CaHas0, 3142 0.28 - - 0.63 - 114 055 6.65
12 a-tocoferol CaoHs500, 32432 10.27 211 6.69 8.77 1.55 402 2049 6.47
13 Campesterol CaHisO  33.897 1.52 199 211 218 244 1640 1.71 1.14
14 Estigmasterol Ca9H1s0 34.33 1.92 6.39 482 506 1523 3.25 3.78 2.78
15 y-sitosterol CpHseO 35335 648 1890 886 1297 21.94 681 1493 6.90
16 pB-sitosterol CaoHs500, 35.762 145 212 065 3.13 0.74 0.89 0.73 0.30
17 Lupeol CaoHs00  36.701  0.12 0.71 056 0.26 1.36 1.34 0.67 0.37
18 Betulina CaoHs500.,  37.963  0.54 - - - - - - 0.09
19 Betulinaldehido CaoH4g0,  37.943 - 1.37 073 0.6 - - - 0.79
20 1-heptatriacotanol Cx7H,6O 40557  1.02 0.63 6.58 1.39 - - 1.27 16.81
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Figura 22. Cromatograma del extracto hexanico de X24 (1 mg/L KIN).

En los extractos obtenidos con el solvente acetato de etilo se detectaron 10
compuestos (Tabla 12), la mayoria de estos también se presentaron en los extractos con
hexano. De manera Unica se encontrd la presencia del compuesto neoftadieno (22) en el
control (Sin RCV). Por otra parte, el extracto de X7 presentd la mayoria de compuestos
detectados (Figura 23), de manera Unica presento al acido oleico (6), estigmasterol (14), y-
sitosterol (15) y betulina (18), los cuales son de relevancia ya que se ha reportado su
actividad como antitumoral, antiinflamatorio, antioxidante y antimicrobiano (Carrillo et al.,
2012; Glnther et al., 2021; S. Haque et al., 2014; P. Huang et al., 2023; N. Kaur et al., 2011
Naikwadi et al., 2022; Ren et al., 2021).

El compuesto con mayor abundancia fue el fitol con un 14.42% en el extracto X21,
es importante destacar que el fitol posee efectos ansioliticos, citotdxicos, antioxidantes,
inductores de la autofagia y la apoptosis, antinociceptivos, antiinflamatorios,
inmunomoduladores y antimicrobianos (Islam et al., 2018).

Tabla 12. Compuestos detectados por CG-EM de los extractos de plantula obtenidos

con acetato de etilo.

RT Abundancia (%)
N° Compuesto Formula

(min) MS X7 X17 X19 X21 X22 X24 X26
1 D-manosa CsH1206 15.878 - - - - 1.59 - 1.61 -
21 Neofitadieno CxoHss  17.613 0.09 - - - - - - -
3 Fitol, acetato CoH400, 17.968 - 0.55 0.28 0.11 1.45 1.64 1.03 1.25
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6 Acido oleico  CigH30, 18.861 - 0.28 - - - - - -

2 Fitol CaoHs0O  20.221 - 0.18 0.14 0.04 1442 - - -
12 a-tocoferol CooHs5002  32.432 - 0.10 0.02 0.02 - - - -
14 Estigmasterol CaoHasO  34.363 - 0.03 - - - - - -
15 y-sitosterol CagHs00  35.329 - 0.16 - - - - - -
18 Betulina C30H5002  35.88 - 0.02 - - - - - -
16 B-sitosterol C2oHs002  36.774 - 0.01 005 0.04 - - - -

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33 34 35 36 37 38 30 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 S50 51 52 53 54 55
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 23. Cromatograma del extracto con acetato de etilo de X7 (0.1 mg/L BAP +
1 mg/L ANA).

Por otra parte, los cromatogramas de extractos metandlico no mostraron claridad en
la deteccion de compuestos (Figura 24), es importante mencionar que el fundamento de la
cromatografia de gases se basa en detectar analitos capaces de volatizarse, por lo que es
comun que los extractos polares no sean adecuados para analizarse por esta técnica. Sin
embargo, fue posible detectar 6 compuestos (Tabla 13), entre estos el compuesto con mayor
abundancia fue celobiosa (25) con un 15.05% y se detectd en el control (Sin RCV); mientras
que el compuesto con relevancia bioldgica fue 5-hidroximetilfurfural (tratamiento X22,
5.66%), el cual pose actividades como antioxidante y antiproliferativo (Zhao et al., 2013).

Tabla 13. Compuestos detectados por CG-EM de los extractos de plantula obtenidos
con metanol.

RT Abundancia (%)
N° Compuesto Férmula

(min) MS X7 X17 X19 X21 X22 X24 X26
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Ciclopentano, 1-acetil-
22 C7H100,  8.962 - - - - - 274 159 251
1,2-epoxi-

4H-Piran-4-one, 2,3-
23 dihidro-3,5-dihidroxi-6-  CgHgO4 9.442 - - - - - 4.69 - -

metil-

24 5-Hidroximetilfurfural CsHsO3 11.517 - - - - - 5.66 - -

25 Celobiosa CioH2011 1398 1505 - - - - 2.53 - -

7-hidroxi-3-(1,1-
26 dimetilprop-2- C1aH140s  21.889 - - 224 - - - - -

enil)cumarina

Acido 6,9,12-
27  octadecatrienoico, éster CysHzsO2,  23.308 - - 252 - - - - -

fenilmetilo, (2,2,2)-
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Figura 24. Cromatogramas de extractos metanolicos. a) MS. b) X22.

Por lo tanto, los extractos hexanicos, acetato de etilo y metandlicos de plantulas
contienen en su mayoria compuestos fenolicos, terpenoides, esteroles y azufrados, con
actividades reportadas como antinflamatorios, antioxidantes y antimicrobianos (Tabla 14).

Tabla 14. Actividades bioldgicas reportades de los compuestos detectados por CG-
EM de todos los extractos de plantulas.

N° Compuesto Tratamiento Actividad Referencia
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MS, X7, X17, X19,

Antioxidante, antiinflamatorio,

2 Fitol (Islam et al., 2018)
X21, X22, X24 'y X26  antimicrobiano, citotoxico, etc.
Acido n- Antioxidante, antibacterial y (Aparna et al., 2012; Ganesan
4 X17, X19y X24
hexadecanoico antiinflamatorio. et al., 2024)
(Cai et al., 2011; Carrillo
) Antioxidante, antiinflamatorio y
6 Acido oleico X7, X17 'y X22 et al., 2012; Santa-Maria et al.,
antitumoral
2023)
MS, X17, X19, X21, Antioxidante, antiinflamatorio,
8 Escualeno (Lou-Bonafonte et al., 2018)
X22, X24 y X26 antitumoral, citotoxico
X7, X17, X21, X22y
10 a-tocospiro B Citotdxico (Yuan et al., 2014)
X26
MS, X19, X22, X24 'y (S.-W. Huang et al., 1994;
11 y-tocoferol Antioxidante y antiinflamatorio
X26 Reiter et al., 2007)
MS, X7, X17, X19, (S.-W. Huang et al., 1994;
12 a-tocoferol Antioxidante y antiinflamatorio
X21, X22, X24 'y X26 Reiter et al., 2007)
Antibacterial, antioxidante,
MS, X7, X17, X19, (Freitas Da Silva et al., 2023;
13 Campesterol antiinflamatorio y
X21, X22, X24 y X26 Nazir et al., 2023)
anticancerigeno
Antioxidante, antimicrobiano,
MS, X7, X17, X19, (Alawode et al., 2021; Bakrim
14 Estigmasterol antiinflamatorio, antidiabético,
X21, X22, X24 y X26 et al., 2022)
anticancer, entre otras.
MS, X7, X17, X19, (Balamurugan et al., 2011,
15 y-sitosterol Antidiabético y antiinflamatorio
X21, X22, X24 y X26 Naikwadi et al., 2022)
MS, X7, X17, X19,
16 [-sitosterol Antiinflamatorio (Liao et al., 2018)

X21, X22, X24 'y X26
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17 Lupeol

MS, X7, X17, X19,

X21, X22, X24 'y X26

Antiprotozoario,
antiinflamatorio, antitumoral,

antimicrobiano, entre otras.

(Gallo & Sarachine, 2009;
Gupta et al., 2012; N. Sharma

et al., 2020)

18 Betulina

MS, X7y X26

Antioxidante, antiinflamatorio,

antimicrobiano y antitumoral

(Glnther et al., 2021; S.
Haque et al., 2014; P. Huang

etal., 2023; Ren et al., 2021)

19 Betulinaldehido

X7, X17, X19y X26

Antitumoral

(P. Huang et al., 2023)

24  5-Hidroximetilfurfural

X22

Antioxidante y antiproliferativo

(Zhao et al., 2013)

8.7.2 PERFILES CROMATOGRAFICOS DE CALLOS

Los extractos obtenidos de la linea de callo establecida con 1 mg/L de BAP + 0.1

mg/L de 2,4-D, produjeron al menos 16 compuestos identificables en los distintos extractos

obtenidos (Tabla 15). En todos los extractos de callo se detectd la presencia del acido n-

hexadecanoico (4), &cido oleico (6) y y-sitosterol (15) (ver Figura 25). La mayor variedad

de compuestos detectados se obtuvo con los extractos de acetato de etilo (Figura 12.b); no

obstante, el compuesto con mayor abundancia se hall6 en el extracto metanodlico, 5-

hidroximetilfurfural (24) con un 39.89% de abundancia (Figura 25.c), el cual es relevante

por sus propiedades como antioxidante y antiproliferativo (Tabla 15), otro compuesto

importante es la azafrina ya que presenta actividad como cardioprotector (S. Yang et al.,

2018)

Tabla 15. Compuestos detectados por CG-EM de extractos de callo con hexano

(CH), acetato de etilo (CA) y metanol (CM).

N° Compuesto

Férmula

Abundancia (%)

RT (min)

CH

CA CM
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4H-Piran-4-one,2,3-dihidro-3,5-
23 CsHsOq4 9.205 - - 15.50
dihidroxi-6-metil-

25 Celobiosa C12H22011 9.218 - 3.08 0.83
24 5-Hidroximetilfurfural CsHsO3 10.723 - - 39.89
28 6-oxoheptanoato de metilo CgH1403 12.043 - 0.28 -
29 Desulfosinigrina C10H17NO6S 14.145 - 0.72 -

1 D-manosa CsH1206 14.749 - 4.32 14.86
5 Palmito de isopropilo C19H3302 19.308 0.84 - -
30 Acido palmitoleico Ci6H3002 20.267 0.74 - -

4 Acido n-hexadecanoico C16H3202 18.881 111 11.74 5.56
6 Acido oleico CisH3402 21.889 2.85 4.87 2.09
31 7-Dehidrodiosgenina Co7H1003 31.565 9.89 11.96 -
32 Azafrina C27H3804 32.005 - 2.23 -
20 1-Heptatriacotanol Ca7H760 34.31 1.20 - -
14 Estigmasterol CagHag0 34.876 1.35 6.76 -
15 y-sitosterol Ca9Hs00 35.171 17.42 12.80 2.27
16 B-sitosterol Ca9Hs5002 36.262 - 0.59 -
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Figura 25. Cromatogramas de extractos de callo con: a) hexano, b) acetato de etilo
y ¢) metanol.

8.7.3 COMPARACION DEL CONTENIDO FITOQUIMICO

Respecto al contenido fitoquimico de los cultivos in vitro obtenidos, se encontro por
CG-EM que tanto los extractos de plantula como de callo biosintetizan compuestos tales
como el &cido oleico, acido n-hexadecanoico, estigmasterol, palmito de isopropilo, y-
sitosterol y f-sitosterol. Este ltimo también se ha reportado en el extracto etanolico de la
planta silvestre, no obstante, se identificaron otros compuestos mediante cromatografia en
columna de gel de silice, entre ellos el acido oleandlico, acido 2a-hidroxi ursolico, &cido
tormentico, daucosterol, matol, luteolina, quercetina, apigenina, brevifolincarboxilato de
metilo, acido gélico, 3, 4, 8, 9, 10-pentahidroxidibenzo[b, d]pirano-6-ona (12) y éacido
elagico (J. Yan & Yang, 2005). También se ha encontrado la presencia del &cido gélico,
galato de etilo, corilagina y acido eldgico en el extracto hidroalcohdlico de hojas de L.
octovalvis por HPLC (Morales-Ferra et al., 2023).

A pesar de que no se identificaron los mismos compuestos que se han reportado para
la planta silvestre, se encontraron otros con relevancia bioldgica tales como el lupeol,
campesterol y betulina, de los cuales se ha reportado su actividad como antioxidante,

antiinflamatorio, antimicrobianos y antitumoral (ver Tabla 14).

8.8 EVALUACIONES BIOLOGICAS DE EXTRACTOS

A partir de los extractos obtenidos de las variaciones de plantulas y del cultivo de
callos, se evaluaron sus posibles actividades como antioxidante, antiinflamatorio y
antimicrobiano. Estas evaluaciones fueron llevadas a cabo en diferentes instituciones, la
actividad antioxidante se realizo en colaboracion con la Dra. Valery Dominguez Villegas en

el Laboratorio de Investigacion Farmaceéutica de la Facultad de Quimica de la UAEM; la
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actividad antiinflamatoria se efectud en colaboracion con el Dr. Gabriel Alfonso Gutiérrez
Rebolledo en el Laboratorio de Toxicologia de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas
del IPN; la actividad antimicrobiana se concluyd en dos partes disco difusion vy
microdilucion en caldo, la primera se colabor6 con la Dra. Virginia Mandujano Gonzalez en
el Departamento de Biologia Molecular de laUTC, y la segunda con la Dra. Crystal Columba
Palomares en el Laboratorio de Quimica de Productos Naturales de la Facultad de Farmacia

de la UAEM.

8.8.1 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Se determino la actividad antioxidante de extractos de hexano, acetato de etilo y
metanol de callo y de plantula cultivada in vitro suplementada con 1 mg/L de ANA y 0.1
mg/L de BAP (X7), en comparacion con la quercetina como agente antioxidante estandar,
mediante el ensayo DPPH.

Los extractos de hexano de callo no revelaron actividad de eliminacion del radical
DPPH a ninguna de las concentraciones probadas; el extracto de acetato de etilo presentd
una captacion 48.9% del radical libre a la concentracion mayor de 1000 ppm, a menores
concentraciones no presento actividad; sin embargo, entre estos extractos, el metanoélico fue
el que obtuvo la mayor eliminacion del radical libre con un 85.3% a 1000 ppm del extracto
(Tabla 16). El extracto de plantula X7 de acetilo dio el mayor porcentaje de actividad de
91.4% a 100 ppm, a mayor concentracién su actividad disminuyo a un 65.06% (Tabla 16).

Tabla 16. Evaluacion de la actividad antioxidante mediante el ensayo DPPH a partir
de extractos de callo y plantula a diferentes concentraciones.

Muestra Concentracion (ppm) Act. Antioxidante (%)
10 92.2+0.10
Quercetina 100 95.6+0.35
1000 97.5+0.00
10 10.4+0.00
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Extracto acetato de etilo 100 91.4+0.00*

X7 1000 65.06+0.00

10 -21.6+0.00

Extracto hexano callo 100 -11.7+0.00
1000 1.4+0.00

) 10 -23.4£0.00

Extracto accaeltlz:l)to de etilo 100 11.2+0.00
1000 48.9+0.00

10 14.7+0.00

Extracto metanol callo 100 18.1+0.00
1000 85.3+0.00

Los datos presentados son la media (£) con la desviacion estandar, de 3 replicaciones por muestra.

Por lo tanto, las plantulas X7 biosintetizan compuestos antioxidantes, cuya actividad
fue sobresaliente a la concentracion de 100 ppm y compiten con el control quercetina. Cabe
sefialar, que el modelo DPPH es sensible a la deteccion de compuestos fendlicos, terpenos,
terpenoides y fitoesteroles (Gulcin & Alwasel, 2023). De manera que, esta actividad podria
atribuirse a la presencia de compuestos como el fitol, acido oleico, a-tocoferol, estigmasterol
y-sitosterol, B-sitosterol, que se detectaron en el extracto de acetato de etilo por CG-EM.

En otro orden, las plantulas presentaron mayor actividad que los extractos de callo
de L. octovalvis, mientras que para la planta silvestre se ha reportado un 80% de captacion
del radical libre DPPH a 1080.84 + 6.07 uM trolox equivalente/mg de peso seco del extracto
metanolico de hojas (Yakob et al., 2012). Por lo que, la mayor produccion de compuestos

con potencial antioxidante se da en el cultivo de plantulas.
8.8.2 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

8.8.2.1 ENSAYO DE DIFUSION EN DISCO

Ningun extracto presentd actividad antimicrobiana contra las cepas E. coli y C.
albicans en el ensayo de disco difusion. No obstante, contra S. aureus (ATCC 25923) el
extracto hexanico de callo a diferentes concentraciones present6 la formacion de halos de

inhibicidn, siendo la mayor respuesta a 50 mg/mL con halos de 16.07 mm (Tabla 17); sin
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embargo, en comparacion con las concentraciones 25 y 12.5 mg/mL no presentaron
diferencias significativas. El extracto metandlico de plantula a la mayor concentracion
presentd halos de 8.39 mm.

Tabla 17. Actividad antimicrobiana (mm) de extractos de cultivos in vitro de L.
octovalvis contra diferentes patégenos.

. ., Patdgeno

Tratamientos Concentracion E_coli S, aureus C albicans

Hexano (-) 1mL - - -

Acetato de Etilo (-) 1mL - - -

Metanol (-) 1mL - - -

Gentamicina (+) 80 mg/mL 23.12+1.15 - -

Estreptomicina (+) 500 mg/mL - 37.74£1.27° -
Fluconazol (+) 100 mg/50 mL - - 25.58+1.25

50 mg/mL - 16.07+1.30° -

Ext. Hexano de 25 mg/mL - 15.01+0.73 -

callo 12.5 mg/mL - 15.12+1.87" -

5 mg/mL - 14.1441.31° -

50 mg/mL - - -

Ext. Acetato de 25 mg/mL - - -

Etilo de callo 12.5 mg/mL - - -

5 mg/mL - - -

50 mg/mL - - -

Ext. Metandlico de 25 mg/mL - - -

callo 12.5 mg/mL - - -

5 mg/mL - - -

50 mg/mL - - -

Ext. Hexano de 25 mg/mL - - -

plantula X7 12.5 mg/mL - - -

5 mg/mL - - -

50 mg/mL - - -

Ext. Acetato de 25 mg/mL - - -

Etilo de plantula X7 12.5 mg/mL - - -

5 mg/mL - - -

50 mg/mL - 8.39+1.47¢ -

Ext. Metandlico de 25 mg/mL - - -

plantula X7 12.5 mg/mL - - -

5 mg/mL - - -

-: No presentaron actividad. Datos presentados como la media (£) con la desviacién estandar. VValores
con la misma letra en las columnas no son estadisticamente diferentes de acuerdo con la prueba Tukey a un

95% de confianza. n=5 de 2 repeticiones independientes.

En el caso de la planta silvestre L. octovalvis, se ha reportado que los extractos de
hoja, tallo y raiz con diferentes solventes (n-hexano, acetato de etilo, metanol al 80%),

inhiben el crecimiento de S. aureus, mientras que Unicamente los de hoja inhiben a E. coli,
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por otra parte, el extracto metandlico de hojas a 100 y 50 mg/mL forma halos de inhibicion
de 15 mm para C. albicans (Tabla 18). Estos resultados en comparacién con los cultivos in
vitro, difieren ya que los extractos de planta silvestre presentaron mayor actividad contra
diferentes cepas, por el contrario, a los extractos de plantulas y callos que solo presentaron
actividad contra S. Aureus, sin embargo, los halos de inhibicion de fueron mayores en el
extracto hexanico de callos a 50 mg/mL (16.07+1.30), que los reportados para la planta
silvestre (Tabla 18), lo cual podria indicar que los cultivos in vitro biosintetizan diferentes
compuestos a los de la planta silvestre, y en el caso de los cultivos de callo se producen
mayores compuestos con actividad antimicrobiana contra S. aureus.

Tabla 18. Actividad antimicrobiana (halo de inhibicion en mm) reportada por otros
autores para extractos de L. octovalvis.

Concentracion Patégeno
Tratamiento Referencia
(mg/mL) E. coli S. aureus C. albicans
- 13 15 (A.C.O.Silvaetal.,
100
2013)
Extracto metandlico de
- 11 15 (A.C.O.Silvaetal.,
hojas 50
2013)
20 12.0+0.4 7.8+1.7 / (Yakob et al., 2012)
Extracto de acetato de 20 10.6+0.5 9.12+1.2 / (Yakob et al., 2012)
etilo de hojas
Extracto hexanico de 20 7.0+£0.0 7.0£0.0 / (Yakob et al., 2012)
hojas
Extracto metandlico de 20 - 7.0+0.6 / (YYakob et al., 2012)
tallos
Extracto metandlico de 20 - 10.5+0.7 / (YYakob et al., 2012)
raices

-2 No presento actividad. /: No se evaluo.
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8.8.2.2 ENSAYO MICRODILUCION EN CALDO

De manera complementaria al ensayo anterior, se midi6 la actividad antimicrobiana
de los extractos de los cultivos in vitro y planta silvestre (Tabla 19), con el modelo
microdilucion en caldo, utilizando las cepas: S. aureus (ATCC 6538), S. aureus resistente a
meticilina (ATCC 43300). y P. aeruginosa (aislado clinico).

Tabla 19. Claves correspondientes a los tratamientos evaluados para actividad
antimicrobiana.

Clave Tratamiento
A Extracto hexanico de plantula X7
B Extracto de acetato de etilo de plantula X7
C Extracto metandlico de plantula X7
D Extracto hexanico de callo
E Extracto de acetato de etilo de callo
F Extracto metandlico de callo
G Extracto de acetato de etilo de planta silvestre

En la Figura 26 se encuentra el panel CMI correspondiente a la cepa S. aureus, en la
cual se visualiza que el tratamiento B, C, F y G inhibieron el crecimiento a todas las
concentraciones evaluadas (500, 250, 125, 62.5 y 31.25 pg/mL). En cuanto a las demaés
muestras, el tratamiento A presento actividad en las concentraciones 500 a 62.5 pg/mL;
mientras que la muestra E solo inhibid el crecimiento a la mayor dosis de 500 pg/mL, y el

tratamiento D no presento actividad a ninguna dosis.
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Figura 26. Placa de microdilucién correspondiente a S. aureus. +: Control positivo
con gentamicina. -: control de crecimiento. C.E: control de esterilidad.

En el caso de la cepa S. aureus resistente a meticilina el tratamiento A inhibi¢ el
crecimiento a todas las dosis evaluadas; por otra parte, la muestra G presento actividad a casi
todas las dosis excepto a 31.25 pg/mL. El tratamiento B y C inhibieron el crecimiento a 500
y 250 pg/mL. En cuanto a los extractos de callo, el D no presento actividad, el tratamiento
E Unicamente a las dosis 500 y 250 pg/mL y con el F fue a las concentraciones 500 a 125

pg/mL (figura 27).
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Figura 27. Placa de microdilucion correspondiente a S. aureus resistente a meticilina
+: Control positivo con gentamicina. -: control de crecimiento. C.E: control de esterilidad.

En la figura 28 se puede observar que ningun extracto presento actividad contra P.

aeruginosa a las diferentes dosis evaluadas.

Figura 28. Placa de microdilucion correspondiente a P. aeruginosa. +: Control
positivo con gentamicina. -: control de crecimiento. C.E: control de esterilidad.

De acuerdo con estos resultados se estimaron las CMI de cada uno de los extractos
evaluados (Tabla 20), de los cuales se obtuvo la menor concentracion de 31.25 pg/mL para
S. aureus con los extractos de acetato de etilo y metanol de plantula, extracto metanélico de
callo y de acetato de etilo de planta silvestre. En el caso de SARM la menor concentracion
se observo con el extracto de hexano de plantula a 31.25 pg/mL.

Tabla 20. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de los extractos evaluados.

CMI (ug/mL)
Clave Tratamiento
S. aureus SARM P. aeruginosa
+ Gentamicina <0.78 12.5 <0.78
A Extracto de hexano de plantula 62.5 31.25 SE
B Extracto de acetato de etilo de plantula 31.25 250 SE
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C Extracto metandlico de plantula 31.25 250 SE

D Extracto de hexano de callo SE SE SE
E Extracto de acetato de etilo de callo 500 250 SE
F Extracto de metandlico de callo 31.25 250 SE
G Extracto de acetato de etilo de planta silvestre 31.25 62.5 SE

SE: Sin efecto. SARM: S. aureus (resistente a meticilina ATCC 43300). S. aureus (6538). P.

aeruginosa (aislado clinico).

En contraste, se han reportado las CMIs de los extractos metandlico con diferentes
partes de la planta silvestre L. octovalvis (Tabla 21) para S. Aureus y P. aeruginosa. De los
cuales reportaron la menor CMI para S. Aureus de 250 pug/mL con el extracto metanolico de
raices de la planta silvestre, mientras que los extractos metanolicos de los cultivos in vitro
presentaron una menor CMI de 31.25 pg/mL. No obstante, los extractos de plantula y callo
no presentaron actividad contra P. aeruginosa a diferencia de los extractos de la planta
silvestre que, si tuvieron actividad, lo cual evidencia que los cultivos in vitro producen
compuestos diferentes a los de la planta silvestre, sin embargo, biosintetizan en mayor
cantidad o diferentes compuestos antimicrobianos contra S. Aureus en comparacion con la
planta silvestre.

Tabla 21. Concentraciones minimas inhibitorias (CMI) reportadas por otros autores
de extractos de L. octovalvis.

CMI (pg/mL)
Tratamiento Referencia
S. aureus P. aeruginosa

(A. C. O. Silvaet al., 2013; Yakob

Extracto metandlico de hojas 500 125

etal., 2012)
Extracto metandlico de tallos 1000 500 (Yakob et al., 2012)
Extracto metandlico de raices 250 62.5 (Yakob et al., 2012)
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8.8.3 ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

Se evalud el efecto antiinflamatorio in vivo del extracto con acetato de etilo de
plantulas X7, mediante el modelo de edema auricular inducido por TPA utilizando las dosis
de 0.5 y 1 mg/oreja en machos y hembras, las cuales mostraron diferencias significativas
respecto a la indometacina, teniendo un mayor efecto de inhibicién del edema con los
extractos de plantula X7 (Tabla 22). El tratamiento con 2 mg/oreja con extracto de plantula
con una inhibicion del 42.35% del edema en ratones machos y 45.23% en hembras, no fue
estadisticamente diferente a la misma dosis con indometacina; sin embargo, a las dosis de
0.5 y 1 mg/oreja en machos y hembras, si fueron estadisticamente diferentes a la
indometacina, teniendo un mayor efecto de inhibicion del edema con los extractos de
plantula, y entre estos no mostraron diferencias (Figura 29), por lo que se podria utilizar la
menor dosis de 0.5 mg/oreja y se tendria el mismo efecto que con la dosis de 1 mg/oreja
tanto como en ratones machos como hembras.

Tabla 22. Actividad antiinflamatoria de los extractos de plantulas sobre el desarrollo
del edema inducido con TPA en ratones CD1.

Tratamiento Dosis Formacion edema auricular (mg) DE,,
(mg/oreja) Machos Hembras (mg/oreja)
Control TPA - 24.18+0.99 22.38+0.64 -
05 21.64+0.02"" 20.20+0.25""
' 10.50%) (9.72%)
(
: 18.90+0.34™ 17.96+0.38™ Machos: 1.76
1
Indometacina (21.80%) (19.71%) Hembras: 1.84
’ 13.80+0.65" 13.03+0.63"
(42.93%) (41.76%)
05 17.42+1.20™ 17.38+0.36™
' (27.96%) (22.34%)
Extracto de plantula 1 18.76+0.88™" 15.830.69™ Machos: > 2
X7 (22.42%) (29.29%) Hembras: > 2
’ 13.94+0.78° 12.26+0.81°
(42.35%) (45.23%)

Datos presentados como la media (£) con error estandar (e.e.), datos en paréntesis indican el porcentaje

de inhibicion del edema respecto al grupo control TPA sin tratamiento, para cada sexo. Analisis estadistico
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ANOVA dos vias, prueba post hoc SNK (p < 0.05), se calcularon en funcion del intervalo de confianza al 95%

(IC95%). * vs 2 mg/oreja. * vs 1 mg/oreja. 2 vs control TPA. ® vs indometacina. n=7
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Figura 29. Actividad antiinflamatoria de los extractos de plantulas sobre la
formacion del edema auricular inducido con TPA en ratones hembra y macho CD1.

Con base en estos resultados, se destaca que las plantulas X7 exhiben un notable
efecto antiinflamatorio. El perfil fitoquimico obtenido mediante CG-EM respalda estos
hallazgos, ya que se identificaron compuestos mayoritariamente con propiedades
antiinflamatorias en el extracto de acetato de etilo de X7. Entre estos compuestos se incluyen
el acido oleico, a-tocoferol, betulina, B-sitosterol, estigmasterol, fitol y y-sitosterol.

Es importante sefialar que no se ha evaluado esta actividad en extractos de la planta
silvestre L. octovalvis, lo que hace que estos resultados sean relevantes, ya que por primera
vez se establecen cultivos de plantulas con RCV de esta especie que podrian ser

potencialmente productores de compuestos bioactivos.
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9.

CONCLUSIONES

Se logro establecer un protocolo de desinfeccion para semillas de L. octovalvis mediante
un tren de tratamiento con detergente liquido, etanol al 70%, NaCIO al 1% y tres lavados
con agua destilada.

Se obtuvo una linea de cultivo de callos productores de compuestos antioxidantes y
antimicrobianos a partir del explante hoja de L. octovalvis con 1 mg/L BAP+ 0.1 mg/L
2,4-D, con tp de 11.67 d y una pmax de 2.98 d! y una produccion maxima de biomasa
seca en la 6ta semana.

Las fitohormonas ANA + KIN/BAP promovieron la organogénesis directa en segmentos
nodales, y la organogeénesis indirecta en hojas de L. octovalvis. Las plantulas obtenidas a
partir de estos tratamientos produjeron predominantemente compuestos con propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas.

Los cultivos in vitro y la planta silvestre biosintetizan compuestos diferentes.

Las plantulas con 1 mg/L ANA + 0.1 mg/L BAP mostraron mayor actividad antioxidante
(91.4% a 100 ppm del extracto con acetato de etilo) y antimicrobiana (contra S. Aureus y
SARM, con una CMI de 31.25 pg/mL) que los extractos de callo. Ademas, el extracto de
plantulas a 0.5 mg/oreja presentd un notable efecto antiinflamatorio semejante al del

farmaco control (indometacina) a 1 mg/oreja.

10. PERSPECTIVAS

Evaluar la actividad antioxidante, antimicrobiana y antiinflamatoria de todas las
variaciones de pléantulas obtenidas, asi como la evaluacion de las plantulas sin

fitohormonas.
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e Caracterizar el contenido fitoquimico de los cultivos in vitro por cromatografia en
columna.

e Evaluar la actividad antioxidante, antimicrobiana y antiinflamatoria de los compuestos
purificados.

e Elicitar el cultivo de callos para obtener una mayor produccion de compuestos bioactivos
especificos, a partir de estos establecer un cultivo de células en suspension para aumentar

los rendimientos y a futuro escalonar a biorreactor.

11. ANEXOS

11.1 EVENTOS DE DIVULGACION
Eventos académicos en los que se particip con esta investigacion:
e 182 Reunion Internacional de Investigacion en Productos Naturales organizada por la
Asociacién Mexicana de Investigacion en Productos Naturales en colaboracion con la

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo y celebrada en mayo del 2023.

e Jornada a puertas abiertas de la Maestria en Medicina Molecular organizado por la
Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos y celebrado en
octubre del 2023.

e 3° Congreso Internacional de Biotecnologia Aplicada CIBTA 2023 organizado por la

Universidad Tecnoldgica Corregidora y celebrado en noviembre-diciembre del 2023.

e XXVIII Simposio del Departamento de Ciencias de la Salud organizado por la
Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Iztapalapa y celebrado en noviembre del

2023.
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e 192 Reunidn Internacional de Investigacién en Productos Naturales organizada por la
Asociacién Mexicana de Investigacion en Productos Naturales en colaboracion con la

Universidad Autonoma del Estado de Morelos y celebrada en mayo del 2024.

11.2 CROMATOGRAMAS DE LOS EXTRACTOS EVALUADOS POR CG-EM

Cromatogramas obtenidos de los extractos hexanicos de las variaciones de plantulas:
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