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RESUMEN

Lophophora williamsii, planta suculenta de la familia Cactaceae y comUnmente
[lamada “peyote”, tiene importancia antropolégica (etnohistorica) como recurso boténico
fundamental de cohesion, de distintos y numerosos grupos indigenas de México y los
Estados Unidos de América. Dentro de la practica experimental y clinica de la siquiatria, el
uso de la mescaina (principal sicotropico del peyote) a sido importante en el estudio
genera de las sicosis, y en e tratamiento particular de la esquizofrenia. EI empleo de
cultivos in vitro para la propagacion de plantas, y la posible produccion de metabolitos
secundarios en esta especie, se constituyen en la alternativa experimental de este trabajo,
cuyo objetivo fundamental es el estudio del establecimiento del cultivo de células en
suspension de la especie.

De cultivos de callo preexistentes, inducidos de botones o coronas de peyote, y
mantenidos en medio MS con 5 mg/ L del fitorregulador 2-ip que induce la produccién de
brotes, se indujeron y mantuvieron tempora mente suspensiones celulares de la especie. La
escasa friabilidad y gran resistenciadel materia caloso, motivo la decision de implementar
y desarrollar técnicas de fragmentacion del material vegetal, cuya aplicacion provoco
inicialmente serios problemas de oxidacion y turbidez; estos se resolvieron de manera
eventual, con la duplicacién de la concentracion del recurso carbono y de antioxidantes (60
g/ L de sacarosa + 200 y100 mg/ L de &cido citrico y ascorbico, respectivamente), y
posteriormente de forma definitiva, con el uso dd tratamiento enzimético (celulasa +

macerozima) con filtrado de mallay la utilizacion del homogenizador.
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Estas técnicas lograron uniformizar € tamafio del agregado celular, estabilizando
adecuadamente la suspension y ademas, reduciendo la concentracién de sacarosaen 40% y
la de antioxidantes a su valor base. En conclusion, se lograron en lo general condiciones
estables, que permiten el establecimiento permanente de la suspension, gracias a una
progresiva eficienciaen las técnicas de fragmentado del material calloso.

Por lo que respecta a comportamiento de la cinética de crecimiento de la
suspension, iniciamente el cultivo se mantuvo con el medio y el fitorregulador idénticos al
del crecimiento del callo (medio MS Sigma 5519 + 2-ip como RCV); el promedio de las
mediciones de peso fresco y seco se mantuvieron relativamente constantes con el transcurso
del tiempo, evidenciando un crecimiento de biomasa muy lento. Con el proposito de inducir
un crecimiento conspicuo del material vegetal, se agregd la auxina 2,4-D en una relacion
auxina/citosina de 2.5; sin embargo, la medida no prospero, pues el indice de crecimiento
para esta suspension que es inicialmente de 9 % se reduce después a 5%, situando sus
pardmetros cinéticos todavia muy lejos de un crecimiento abundante y sostenido, tal como
lo revela su bagja tasa de division celular, caracterizada con una velocidad especifica de
crecimiento muy lenta (1 = 5.4 x 103 dias™) y, por lo tanto, de un tiempo de duplicacién
muy grande (td = 124.8 dias). Resumiendo, la cinética de crecimiento de la suspension

muestra que bajo estos parametros experimental es su crecimiento no es permanente.
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ABSTRACT

Lophophora williamsii, succulent plant from the Cactaceae family, commonly
called “peyote”. It has antropological (etnohistoric) importance as fundamental botanical
resource for the cohesion of diverse and numerous indigenous groups in Mexico and the
United States of America.  Within the experimental and clinical practice of Psychiatry, the
use of mescain (main psychotropic found in the “peyote”) has been important in general
research on psychosis, as well as in the particular treatment of Schizophrenia. The use of
in vitro culture for the propagation of plants, and the possible production of secondary
metabolites in the peyote, constitute the experimental alternative of this study, which
fundamenta objective is to make research on the establishment of cell cultivation in
suspension of this type of plant.

From preexistent desdifferenciated tissue made from peyote buds or peyote crowns,
and kept in MS medium with 5mg/L of the kinetin 2-ip, which induces the production of
buds, cell suspensions of the species were induced and maintained temporally. The poor
friability and great resistance of callous material, motivated the decision of implement and
development fragmentation techniques of the vegetable material. Initidly, their application
of these techniques caused serious oxidation and disturbed problems; these problems were
eventually solved, through the duplication of the concentration of the carbon resource and
antioxidants (60 g/L of sucrose + 200 and 100 mg/L of citric and ascorbic acids,
respectively), and later on were definetely resolved through the use of enzimatic treatment

(cellulose + macerozim) with a sieve and the use of the homogenizator.
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These techniques were able to uniform the size of the cell aggregate, stabilizing
appropriately the suspension and almost eliminating, in an evident way, the problems
mentioned above. In addition to this, the sucrose concentration was reduced in 40% and
the antioxidants concentration was reduced to base value. To conclude, in genera, it was
possible to get stable physicochemical conditions that alow the permanent establishment
of the suspension, thanks to a progresive efficiency in fragmentation techniques applied to
peyote’s callous material.

Regarding the behavior of growth kinetics of the suspension, initidly the culture
was kept with the MS medium and the kinetin identical to use for callous growth (MS
Sigma 5519 medium + 2-ip as VGR); the average of the fresh and dry weight
measurements were relatively constant in time. What became evident was the fact that
there was a very slow biomass growth. Trying to induce a conspicuous growth of plant
material, 2,4-D auxin was added in a 2.5 auxin/citosinin ratio; however, this treatmen did
not produced positive results, because the growth rate for this suspension was initially 10%,
but later on this level was reduced to 5%, and these kinetic parameters are still positioned
very far away from what it is considered a sustained and abundant growth. This can be
observed due to the poor rate of cell division, characterized by a specific speed of growth
that comes out to be very slow (u= 5.4 x10° days™), and therefore, it has a long time of
duplication (td = 124.8 days). In summary, the kinetic of growth of the suspension shows

that under these experimental parametersits growth isnot permanent.



GLOSARIO

Adrenérgico o simpatimimeético.- Sustancias que simulan las acciones de la noradrenalina

(norepinefring) y adrenalina (epinefrina), sobre el sistema nervioso simpatico.

AIA .- Acido indolacético

ANA .- Acido naftal enacético

AMP .- Adenosinmonofosfato

CAM .- Metabolismo &cido crasuléceo

2ip.- N — isopentilaminopurina

2,4-D.- Acido 2, 4 — Diclorofenoxiacético

Entedgeno.- Principio activo natural, sintético o semisintético, cuya aplicacion provoca
estados alterados de conciencia, rel acionados con el misticismo y/o ladivinidad.
Esquizofrenia.- Sicosis caracterizada por |a ruptura de la relacion con e mundo exterior y
por una marcada regresion, con una pérdida de la capacidad de distinguir entre estimulos
internos y externos.

Friabilidad.- Propiedad de algunas estructuras que las hace facilmente disgregables.

IBA .- Acido indolbutirico

Kin.- Cinetina

Medio MS.- Medio de cultivo Murashige & Skoog (1962)

Micrdfilo.- De hoja pequeia

Midriasis.- Dilatacion de las pupilas

W.- Velocidad especifica de crecimiento

Rcn.- Relacion carbono/nitrogeno



RCV .- Reguladores de crecimiento vegetal o fitorreguladores

Rosetdfilo.- De hojas acomodadas en forma de roseta

Sicosis.- Perturbacion siquica que se caracteriza por la percepcion distorsionada de la
realidad y por la carencia de conciencia de estar enfermo

Sicosis téxica.- Estado de sicosis originado por la aplicacion de un principio activo natural,
sintético o semisintético

Sicotrépico.- Sustancia que actla a nivel de la region de la corteza cerebral en la que se
encuentran las funciones de la sique

td.- Tiempo de duplicacion
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I.INTRODUCCION




1. 1. Género Lophophora

El género Lophophora, con las especies L. williamsii y L. diffusa (figura 1) se
caracteriza morfol 6gicamente por plantas pequefias, sin espinas, verde-grisaceas 0 verde-
azulosas y con apariencia de cabeza; la parte superior 0 corona es suculenta y clorofilica,
midiendo poco més de 8 cm de didmetro y dividida radialmente por 13 a 15 costillas
redondeadas. Cada tubérculo tiene una pequefia areola plana, de cuya punta surge un
mechén de pelo de 2 cm de largo; especificamente L. williamsii es de color azul-verdoso
con 4 a 14 costillas y surcos bien definidos; sus areolas estén distantes entre si de 0.9 al1.5
cm, circulares y de 2 a4 mm de didmetro; las flores acampanul adas varian de 1 a2.5 cm de
longitud y de 1 a 2.2 cm de anchura, casi siempre de color rosa con tinte amarillento
(Bravo, 1978).

La zona geografica de distribucion del género va desde los 20° 54’ hasta los 29° 47’
de latitud norte. Dentro de los Estados Unidos de América, L. williamsii se encuentraen la
region de Rio Grande, Texas, d este de la ciudad de Laredo. En México se extiende entre la
Sierra Madre Occidenta y la Oriental, hastala poblacion de Saltillo, Coahuila. Justo al sur
de esta ciudad € rango de esta especie se estrecha y posteriormente se interrumpe,
expandiéndose nuevamente a este dentro de las estribaciones de la SierraMadre Oriental y
a oeste del estado de Zacatecas, extendiéndose a sur del estado de San Luis Potosi donde
su distribucién termina. La especie L. diffusa estarestringida a la gran regién desértica del
estado de Querétaro, en un areade cercade 775 km totalmente aislada de la poblacion de L.

williamsii por atasy escarpadas montafias (Anderson, 1980) (figura 2).



Figura 1. Las dos especies representativas del genero Lophophora: arriba, L. williamsii;

abgjo, L. diffusa.
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Figura 2. Zona mexicana geogréfica de distribucién de L. williamsii (en gris), y de L.

diffusa (en negro). (Anderson, 1980)



1. 2. Esbozo monografico de L. williamsii (LEMAIRE) Coult (Cactaceae)

Esta especie botanica, nombrada cominmente como peyote, es conocida con cerca
de 20 nombres comunes digtintos, por aproximadamente el mismo nimero de etnias
diferentes tanto de M éxico como de los Estados Unidos de América (Evans, 1982); ademés,
este nombre comun es aplicado a 13 miembros de esta familia (Cactéceas), principal mente
del género Ariocarpus, y aln aejemplares de familias distintas tales como las Compuestas,
Crasuléceas, Leguminosas y Solanaceas. En la actualidad, Anderson indica que gracias a
los trabgjos de Jan G. Bruhn y Bo Holmsted, se conoce y acepta que el peyote es una
cactacea clasificada dentro del género Lophophora, junto con otro cacto (L. diffusa)
semejante a @, y cuyas diferencias definitivas se encuentran en € contenido y tipo de
alcaloides que poseen (Anderson, 1980).

Con respecto a su ecologia, € peyote se encuentra en el bioma desértico de
temperaturas cdlidas de Chihuahua. Dicha region se clasifica, segin Rzedowski, en dos

subdivisiones (Rzedowski, 1978) (figura 3):

Desierto de matorral micréfilo.- Con matorrales que han perdido las hojas o que
poseen hojas muy peguefias, por ejemplo: Larrea tridentata (arbusto de creosota),

Prosopis laevigata (mezquite) y Flourensia cernua (arbusto de alquitran).

Desierto de matorral rosetéfilo.- Con plantas cuyas hojas se orientan en forma de

roseta, como Agave lechuguillay Yucca filifera.



Figura 3. Vistas del bioma desértico de temperaturas cdlidasen donde habitael peyote
(L. williamsii). Real de Catorce, San Luis Potosi.
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Otraclasificacion de laregion la ofrece Cornelius H. Muller, que ladenomina como
Desierto Chihuahuense de Matorral (Anderson, 1980). Los suelos de este lugar son
originalmente de piedra o roca de limo con un pH bésico (de 7.9 a 8.3); se caracterizan por
tener mas de 150 ppm de calcio, cerca de 6 ppm de magnesio, estar fuertemente
carbonatados y presentar algunas trazas de amoniaco. El andisis de este suelo resulta
negativo parael fierro, cloruros, sulfatos, manganeso y duminio. El contenido de fosforo y
€l potasio se presenta en un rango muy amplio, pero en algunas localidades estan en trazas
mientras que en otras no se hallan para nada (Anderson, 1980). En resumen, puede
concluirse que ambas especies de Lophophora habitan las zonas secas y pedregosas,
generalmente sobre suelos cacareos, de las regiones desérticas de Chihuahua, Coahuila,
Zacatecas, San Luis Potosi y Querétaro

En todas las localidades anteriores, € peyote se encuentra cominmente asociado a
ciertas especies de plantas en un porcentgje especifico, por ejemplo en un 75% de los sitios
visitados se encontraba con L. tridentata, con Opuntia leptocaulis y P. laevigata en un
70%, con A. lechuguilla y F. cernua en 50%, y con Y. filifera y Hematocactus spp en un
40%. (Anderson, 1980).

El peyote es tolerante a un amplio espectro de condiciones climaticas, asi por
ejemplo el rango de precipitacion en el que se le encuentra va de 175.5 mm apoco més de
556.9 mm por afo; las temperaturas maximas que soporta varian de 29 a 40 °C, mientras
gue las minimas se halan entre los 1.9 a 10.2 °C. Ademas, usando €l [lamado indice de
aridez modificado (Soto y Jauregui, 1978), que relaciona entre si a la precipitacion con la
temperatura, Lophophora exhibe un amplio rango de aridez que va de las 64 hasta las 394

unidades.



En cuanto a su fisiologia y bioquimica, el peyote es una planta xerofila suculenta
almacenadora de agua, por o gue resulta sensible a potenciales hidricos negativos y por o
tanto, un organismo gue evita o resiste la sequia pero no la tolera. Esta capecidad de
mantener un potencia hidrico positivo, se debe en primer lugar a su metabolismo écido
crasulaceo (CAM) (Naobel y col., 2002) (Saisbury y Ross, 1991). EI CAM, que es una
variante del ciclo C4 que impide la pérdida de H>O y CO; por fotorrespiracion, separa la
incorporacion de este gas y del ciclo de Calvin en el tiempo. Asi de este modo redliza la

fotosintesis con una pérdidaminimade agua (Voet y Voet, 1992) (figura4).

CO,+ H,0 «— H' + HCOs OSCURIDAD
(estomas abiertos)
2H" Pi 2H"
glicdlisis / '\_
ALMIDON » PEP OXALACETATO \ > MALATO ACIDO MALICO
NAD* NADH +H* NAD* !
A lavacuola
LUZ DE DIA
(estomas cerrados)
ACIDO MALICO7—> MALATO7T> OXALACETATO 7T> CO, +PEP
T 2H* NADP* NADPH + H*
! W PIRUVATO + CO, \
|
Delavacuola NADP* NADPH + H* Al Ciclo de Calvin
7<, PIRUVATO + CO, —
NAD NADH + H*

Figura4. Modelo de lafijacion de CO; en plantas CAM.
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Gracias también a su cuticula excepcionalmente gruesa y a cierre de estomas
durante el dia, las suculentas, y en especial |as cactaceas, tienen unatasa de pérdida de agua
muy baja, por lo que pueden existir por largos periodos sin recibir agua. Otra adaptacion de
este tipo de organismos, es la acumulacion de ciertos compuestos organicos tales como
disacéridos y aminoécidos, con el proposito de reducir el potencial osmético de las células.
Dicho fenémeno se conoce como guste osmético u osmoregulacion (Madusudhan,1995).
Otra adaptacion comun de las plantas del desierto es la produccion de aelopaticos, es decir,
sustancias que restringen la germinacion o el crecimiento de otras plantas que compiten por
el agua (Salisbury y Ross, 1991). En este sentido, la elaoracion de alcaloides (entre ellos la
mescalina) con funcién neurotransmisora en L. williamsii, posiblemente sea una medida de
defensa contra mamiferos depredadores, causando en estos desorientacion y
descoordinacion motora, haciéndoles vulnerables a otros enemigos naturales (Winck,

1987). Estos metabolitos secundarios producidos por el peyote se clasifican en dos grupos:

Grupo A.- Alcdoides solubles en éter (anhalonina, peyotina y lophophorina),

representando un 2 % del producto.

Grupo B.- Alcaoides poco solubles en éter y facilmente solubles en cloroformo, como
la mescalina que se presenta en una proporcion de noventa por mil; laanholinidinay la

anhalamina, cadauna con veinte por mil del producto (Evans, 1982) (figura5).



CH,O
CH,O CH,0 3
) N coo
NH ~ CH,O
CH,O CH;0 CH, * “ :” ‘
OH  CH, CH,0

Peyonina
Anhalonidina Peyotina l

| CH,O

|

i NH,
i CH,O

: CH,O

l Mezcalina

CH,O
! cH,0 CH,0 2 ,
N N NH
o
| ~cH,  CH,O CH, CH,
OH

OH

T0—0

Lofoforina Anhalidina Anhalamina
ototor

o) CH,O
NH N(CH3), ‘
CH,O N CH,O HO .‘
| CH, |

' © CH,O
e Anhalina !
Anhalonina
! CH,O
} Succinimida de mezcalina

Figura 5. Férmulas estructurales de alcal oides presentes en €l peyote.

En cuanto a su cultivo, el peyote es facilmente cultivable como planta de ornato,
aunque obtener una planta adulta a partir de su semilla exige mucha paciencia, ya que para
desarrollar un gemplar cuyo diametro alcance 1.5 cm, pueden pasar mas de 5 afios. No
obstante, mediante la técnica de injertos de plantul as sobre raices de répido crecimiento, el
indice de crecimiento usualmente se triplica o cuadruplica. Las condiciones edafol gicas
para € cultivo no son dificiles de conseguir, ya que hay que asegurar una adecuada
cantidad de calcio, un suelo ligeramente basico y proveer un buen drengje; el riego puede

ser frecuente (una vez cada cuatro o siete dias) durante el verano, pero muy poco o hadaen

el invierno (Anderson, 1980).



Otra forma de cultivo, mediante propagacion de calos provenientes de plantas

silvestres, sera expuesta en la seccion de metodologia.

1. 3. Biosintesis de aminoacidos aromaticos y catecolaminas

El botanico norteamericano R. Evans Schultez menciona que en € peyote, méas de
30 principios activos han sido encontrados en sus tejidos, refiriendo que estos son
alcaloidesde dostipos: lasisoquinolinas y las feniletilaminas (Evans, 1982).

Las primeras sustancias se caracterizan por poseer un anillo bencénico fusionado a
otro piridico, y a semganza de otros acaloides arométicos aucindgenos, pero de nucleo

inddlico, son también compuestos heterociclicos (Morrison y Boyd, 1992) (figura6).

N N
|

H

ISOQUINOLINA INDOL

Figura 6. Semejanza entre anillos heterociclicos que funcionan como base estructural de

alcaloides en algunas plantas.

Con respecto al segundo tipo de sustancias, y desde el punto de vista farmacol égico,
la feniletilamina es considerada como la estructura base de la actividad adrenérgica o
simpatomimeética (Trendelemburg, 1993) (figura 7), presente también en agunas aminas

fisiol 6gicamente activas (catecolaminas)
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talescomo laL-Dopa, |a dopamina, la norepinefrinay la epinefrina (Wurtman, 1995), todos
ellos con la estructura comun del fenol dihidroxilado Ilamado catecol (figura 8), y cuyo
precursor origina , a igual que el de la mescalina, es el aminoacido aromatico tirosina,
mediante su transformacion en L-Dopay posteriormente en dopamina.

Labiosintesis de tirosina, que como otros aminoéacidos dietéticos son precursores de
aminas con actividad neurofisiologica (Underfrien,1960) (Tabla 1), se representa en la

figura9.

CHzCH>NH; HO Hz-CH-NH;
COOH

FENILETILAMINA TIROSINA

Figura 7. Semejanza entre la feniletilamina y la tirosina. La primera es base estructural de
la actividad adrenérgica; la segunda es precursor de catecolaminas con el mismo tipo de

actividad (Trendelemburg, 1993).
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HO CH2 — CH — NH; HO CH3CH,— NH;
I
COOH
L-DOPA DOPAMINA
OH
HO
HO CATECOL HO
HO CHOH-CH-NH, ~ HO CHOH- CH,-NHCH
NOREPINEFRINA EPINEFRINA

Figura 8. Catecolaminas con actividad adrenérgica Como se observa, su estructura base es

el catecol.

Tabla 1. Relaciones entre precursores y aminas fisiol 6gicamente activas.

Aminoécido dietético (Precursor) Amina
Tirosina L-Dopa, Dopamina, Norepinefrina y Epinefrina
Triptofano Serotoninay Triptamina
Histidina Histamina
Acido Glutamico Acido gamma aminobutirico (GABA)

Tomado de Goth, A. Farmacologia Médica. Ed. Interamericana. 52 Edicion. México, 1971.

Los precursores iniciales de la sintesis de los aminoécidos aromaticos son dos: el
fosfoenolpiruvato (PEP), triosa proveniente de laglucdlisis, y la eritrosa-4-fosfato (E4P)
tetrosa intermediaria de la ruta de las pentosas fosfato. Inicial mente ambos monosacaridos
se condensan en una heptulosa cuyo largo nombre se abrevia como DAHP, € cua se
integraen un anillo glucosidico para eventualmente transformarse en corismato, punto de

13



ramificacion para la sintesis, por un lado y a través del antranilato y el indol entre otros
intermediarios, del aminoécido triptéfano; y por € otro y a través del prefenato, de la
tirosinay lafenilalanina (Umbarger, 1978) (Kishore y Shah, 1988).

Debe agregarse que el fosfoenolpiruvato (PEP), no es necesario
exclusivamente a inicio de toda la biosintesis, sino que también se adiciona en formade un
radical enolpiruvil (serie D en la figura 9), para formar el intermediario inmediato del
corismato (Tyler, 1978).

La tirosina sintetizada puede sufrir descomposicion a fumarato y
acetoacetato, o bien, mediante una hidroxilacion produce la primera catecolamina de la
serie, es decir L-Dopa, importante compuesto que en subsiguientes reacciones origina a la
dopamina, norepinefrina y epinefrina. La sintesis de L-Dopa es regulada por la tirosina
hidroxilasa, enzima limitante de su produccion (Cooper y Bloom, 1982; Pasantes y

col.,1991) (figura 10).
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T
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©
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= via de compuestos lineales

= via de anillos glucoliticos

|| loce epnenee

= via de anillos aroméaticos

1= Corismato mutasa

2 = Prefenato deshidratasa

3 = Aminotransferasa

4 = Fenilalanina hidroxilasa

5 = Prefenato deshidrogenasa
6 = Aminotransferasa

7 = Antranilato sintasa

8 = Triptéfano sintasa

* 111, * IV y * V = Aminoécidos arométicos

Figura 9. Via metabdlica de sintesis de aminoécidos aromaticos. Adaptado de (Voet y

Voet, 1992).
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TIROSINA - —QD—> FUMARATO + ACETOACETATO

Ly

L-DOPA

MESCALINA@——---=-------- DOPAMINA — 5 NOREPINEFRINA — 3 EPINEFRINA
3 4

@ = Degradacion de tirosina = Sintesis de mescalina

@ = Sintesis de catecolaminas

1 = Tirosina hidroxilasa
2 = Aminoacido aromatico hidroxilasa
3 = Dopamina b-hidroxilasa

4 = Feniletanolamina N-Metiltransferasa

Figura 10. Sintesis de catecolaminas a partir de tirosina.

De la serie B en la figura 10, la dopamina se transforma en mescalina (3, 4, 5,
trimetoxifeniletilamina) a través de la hidroxilacién y metilacion de tres intermediarios
(figura 11) (Luckner, 1990), pero también es viable como predecesora de la sintesis de las

dos Ultimas catecolaminas de la serie C.
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HO HO HO

® v @ v
HO CHy~CH, ——e HO C—CH —— « HO— N—C—cH
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Dopamine Norepinephrine Epinephrine
CHLO CHLP, CHO
D 5 WS Ho{y%_i”z . %}_c
H
NH, HO 2 CHO Ny
3-Methoxy-4-hydroxy- 3-Methoxy-45_-dihydroxy- )
phenylethytamire phenylethylamine 35-Dimethoxy-4-hydroxy-
phenylethylamine
CHLO J
CHPO CH2"C|H2
NH
CHO 2

Mescaline

Figura 11. Biosintesis de derivados de |a Dopamina, entre ellos lamescalina.

1. 4. Acumulacion de metabolitos secundarios en plantasy cultivosin vitro

Para el biotecndlogo, €l cultivo de células vegetaes es de gran interés, como una alternativa

para la obtencion de compuestos quimicos a partir de gjemplares vegetales, reduciendo su

tiempo de cultivo. Para cumplir con este objetivo se han empleado diferentes estrategias,

tales como la optimizacion del medio de cultivo (Schmidt y col., 1988), la manipulacion

genética (Bell, 1994), seleccion de lineas celulares atamente productoras, presencia 6

ausencia de factores ambientales (Albrecht y Sandmann, 1994) y aspectos quimicos 6

bioldgicos (Ramos-Vadivia y col., 1997). Los metabolitos secundarios son extraidos de

diferentes tejidos de proteccidn de | as plantas, |os cuales poseen estructuras complejas.
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En estos casos es necesario el fraccionamiento de los fitoquimicos, involucrando un
gran numero de etgpas que son modificadas, dependiendo de la especie en cuestion y del
tipo de compuestos por separar. Cada etapa presenta caracteristicas particulares debido a
compuestos de interferencia durante la extraccion. En el cultivo de células vegetales, los
procesos de fraccionamiento son modificados y adaptados, para que los compuestos de
interés estén adecuadamente disponibles para su extraccion. En el caso de la obtencion de
alcaloides, se han empleado combinaciones de solventes polares y no polares para €
fraccionamiento de los extractos. Posteriormente, se utilizan técnicas de cromatografia en
columna y/o capa fina para su deteccion, y de cromatografia en liquidos 6 gases para su
eventual cuantificacion; por g emplo, la separacion de compuestos de U. tomentosa se ha
realizado a partir de su corteza, empleando técnicas de fraccionamiento para la obtencion
de alcaoides y triterpenos glicosidados (Aquino y col., 1989). Pretendiendo alin mas
precision, la identificacion de los fitoquimicos se ha efectuado también por resonancia
magnéticanuclear (Matosy col., 1986; Xu y col., 1988).

1. 5. Crecimiento celular y produccion de metabolitos secundarios

Diversas son las variables y sus efectos a considerar durante el crecimiento celular y
la elaboracion de metabolitos secundarios: concentracion de nutrientes y fitorreguladores,
iluminacién, temperatura y agitacién, son de las més relevantes. Dos son los elementos
guimicos més importantes como nutrientes paralos cultivos:

El nitrégeno.- Este elemento es utilizado por la planta en altas concentraciones.

Durante el cultivo es afiadido & medio en forma de saes de nitrato 6 amonio,

pero su asimilacién es principalmente como i6n nitrato en concentraciones

aproximadasde 1 a5 nM por célula, ingresando aesta por mecanismos de bombas
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de protones (Na', H" 6 K*). Dentro de la célula, los nitratos sufren reduccion a nitritos
incorporandose como glutamina, siempre y cuando se encuentre disponible glutamato
como el esgueleto carbonado. La asimilacion del nitrato esta regulada por factores
diversos tales como la iluminacién, concentracion de CO,, citocinina presente, tipo de
fuente de carbono, presencia de compuestos oxidantes y de compuestos nitrogenados
como el amonio (Crawford, 1995).

El carbono.- S bien escierto que existen cultivos celulares que se mantienen de manera
autotrofica, el uso de una fuente externa del elemento facilitael crecimiento celular y la
produccion de metabolitos de interés. En este sentido, son la glucosay la sacarosa los
méas ampliamente usados por su capacidad de asimilacion, aungque en concentraciones
que exceden el 5% de estos carbohidratos, puede presentarse represion catabolica e
inducir la produccion de polisacaridos, por ejemplo almiddn, incrementando el peso de

labiomasa (Fowler, 1982).

Los fitorreguladores.- También conocidos como reguladores de crecimiento vegeta
(RCV), lamadificacion del medio de cultivo en su concentracion y tipo, a permitido en
una gran diversidad de especies un significativo incremento, tanto en la produccion de
biomasa como en la acumulacion de metabolitos secundarios (Ddrnenburg y Knorr,
1995). En general, la actividad bioldgica de los fitoguimicos es comprobada en base a el

efecto benéfico o perjudicial proporcionado alacélula (Aquinoy col., 1991).
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2ANTECEDENTES
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2. 1. Cultivo de células vegetalesy RCV
Gracias a descubrimiento, produccion y utilizacion de los reguladores

de crecimiento vegetal (RCV), el método de micropropagacion vegetal a
través del cultivo de células en medio sélido o liquido, es una realidad. Estos
fitorreguladores empleados en concentraciones adecuadas, permiten la
viabilidad del desarrollo y proliferacion de las células presentes en el tegjido
meristematico (Street, 1977). De estas sustancias, las mas utilizadas para este
tipo de cultivos son las auxinas y las citocininas.

Las primeras son compuestos de origen natural o artificial, que provocan en
estructuras diferenciadas de las plantas tales como talos jovenes, coledptidos, raices y
hojas, una elongacion relacionada con e fendmeno de fototropismo; ademas, pueden
inhibir el crecimiento de las ramas laterales en el individuo. A nivel celular y por sus
mecanismos de accidn, incrementan |a flexibilidad de lapared vegetal, facilitando el acceso
de nutrientes a interior de la célula y aceleran la sintesis proteica, promoviendo el
crecimiento. Las auxinas se almacenan en bgjas concentraciones asociadas a glicosidos, de
los que se liberan y activan por medio de mecanismos de control celular para estimular el
crecimiento (Taizy Zeiger, 1990).

Con respecto a las citocininas, estos compuestos aceleran la division celular
induciendo la morfogénesis de brotes y raices; estimulan la ramificaciéon y la maduracion
de cloroplastos; tienen control sobre la senescencia y ademés, producen aumento de la
resistencia al estrés por humedad, altas temperaturas y salinidad. De manera general, estas
sustancias son derivados del AMP y se encuentran involucradas en e desarrollo y
crecimiento de la planta, siendo la cinetina un tipico representante del grupo (Kaminek,

1992).
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2. 2. Establecimiento decallo
Un callo es el crecimiento in vitro de una estructura vegetal amorfa, por lo general
clorofilica, que se forma a partir de un fragmento de tejido, colocado sobre un soporte
sdlido con un medio de cultivo adecuado, y en cuyo desarrollo pueden observarse distintas
etgpas o fases:
La induccion constituye la activacion del metabolismo, caracterizandose por un tamafio
constante de célula. La duracion de esta fase varia con e estado fisiologico de las
células del explante, la presencia de fitorreguladores, y con las condiciones fisicas y
ambientales empleadas en € cultivo .
La desdiferenciacion y la division celular se definen por los cambios en el tamafio,
estructura y metabolismo de las células, siendo su proposito la formacion de la
estructura vegetal amorfa, es decir, el callo mismo. El callo presenta un crecimiento
exponencia de naturaeza radial, con una duracion aproximada de 3 a 4 semanas antes
de alcanzar la fase estacionaria. Por otro lado, en el transcurso del proceso de
desdiferenciacion, las células vegetales conservan la capacidad de mantener activas
todas sus funciones metabdlicas, de manera indistinta a tejido de su procedencia,
[lamandose totipotencia aesta condicién (Steward y col., 1964).
Otras caracteristicas importantes, aungue no sean fases o etapas del cultivo in vitro,
tienen que ver con procesos de naturaleza selectiva, tal como la presencia de grupos
celulares que manifiestan variaciones genotipicas y/o fenotipicas, fendmeno conocido
como variacion somaclonal. Otro asunto relevante que dtera las condiciones del
cultivo, son lamuerte y oxidacion de regiones de la estructura calosa,
asi como la contaminacion por el crecimientoy desarrollo de microorganismos
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(hongos y bacterias, principamente). Por Ultimo, es preciso mencionar gue la induccién
originada a partir de los diferentes tejidos vegetaes del explante, permite seleccionar a
eventua cultivo celular que exprese in vitro, las caracteristicas deseadas que deberan
permanecer estables bajo condiciones nutricionales y ambientales dadas (Murashige, 1974).
2. 3. Suspensiones celular es

Una suspension celular puede definirse, como un conjunto de células individuales
y/o agregados celulares de tamario variable (1 a 2 mm, por lo general), que crecen y se
desarrollan en un medio liquido dentro del cua se hallan dispersas, y que se encuentran
incubadas a temperatura y agitacion constantes. En su elaboracion se emplean inicialmente
callos facilmente disgregables 6 friables (Constantin y col., 1982).

Durante su desarrollo, las células presentan las mismas fases de crecimiento
obtenidas en el cultivo de callos (adaptacion 6 fase lag, crecimiento exponencia y fase
estacionaria), pero en un tiempo presuntamente més corto, ya que los fendmenos de
transferencia de masa facilitados por una adecuada aireacion y agitacion, posibilitan una
mayor velocidad de crecimiento, a incrementarse la disponibilidad de gases y nutrientes
(Lane, 1982). Posteriormente, los cultivos en suspension son mantenidos bajo un régimen
de subcultivos, preferentemente durante la etgpa de crecimiento exponencial; empleando
medios y condiciones adecuadas, es posible el establecimiento y desarrollo de nuevas
lineas celulares, procesos que la técnica de crioconservacion de este tipo de material, por si
misma, no puede ofrecer. Por lo tanto, para los estudios de investigacion deben tenerse en
cuenta el numero de resiembras, yaque a paso del tiempo las células tienden a envejecer y
disminuir vitalidad metabdlica (Street, 1977).
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Una condicion que resulta importante mantener, como en el caso de cultivo de
calos, es e control y, si es posible, la eliminacién definitiva de la contaminacion por
microorganismos. Por Ultimo, para considerar establecida una suspension celular, deben
especificarse por 1o menos los siguientes parametros. medio de cultivo, condiciones
ambientales, el tamafio del indculo y la velocidad especifica de crecimiento (m) (Quintero,

1981).

24



3. JUSTIFICACION
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Existen a menos tres consideraciones de peso, que sustentan la importancia del

desarrollo de investigacion biotecnoldgica, dirigida a recurso L. williamsii o peyote. La
naturaleza etnohistorica, clinicay conservacionista de aguellas, queda de manifiesto en la
siguiente resefia:
3. 1. Etnohistérica.- Son numerosos y distintos los grupos indigenas, que utilizan el peyote
en sus ceremonias y fiestas. Entre ellos se encuentran los coras, tepehuanos, mexicanos y
huicholes; incluyendo también a los yaquis, mayos, tepecanos y nahuatlacas, todos €llos
pertenecientes ala familia linglistica yutoazteca (Palafox, 1978).

Por ejemplo, los huicholes celebran ciertas ceremonias de iniciacion infantil, que
persiguen la culturizacion del nifio con respecto a la tradicion del peyote, ademéas de una
representacion subjetiva de la geografia de 1o sagrado, a través del vigje a legendario pais
del Divino Venado-Peyote 6 WirikUta, ubicado geogréficamente en el dto desierto norte-
centra de San Luis Potosi (Anguiano y Furst, 1987), y en el que se recolectan grandes
cantidades del cacto (figura 12). Estas tradiciones rituales, dan cohesion e identidad a
grupo huichol, basandose en los mitos originarios del peyote, que se encuentran en el centro
mismo de la culturaintelectual de este pueblo, proporcionandole asi un plano cognocitivo y
espacia transmitido de una generacion a otra (Myerhoff, 1974), a través de los cantos
shamaénicos (figura 13).

3. 2. Clinica.- Los principios activos del peyote, principalmente la mescalina, son de
naturaleza sicotropica, es decir, que actian a nivel del sistema nervioso centrd,
especificamente sobre regiones determinadas de la corteza cerebral. Estos compuestos
pueden producir sicosis toxicas que sugieren una base quimica de las enfermedades
mentales y, por tanto, el tratamiento quimioterapéutico de estas (Kely, 1969). La mescalina,
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como ya se menciond, tiene una estructura similar a las aminas simpatomiméticas (Cohen,
1967) y su uso terapéutico, clinico y experimental, se realiza para el tratamiento de la
esquizofrenia (Friend, 1965); (Rinkel y Denber, 1958). Algunos de los efectos fisiol6gicos

y sobre el comportamiento que provoca este acaloide, se presentan en latabla 2:

Figura 12. Colecta de ejemplares de peyote por los huicholes en San Luis Potosi (Anguiano

y Furst, 1987).
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Figura 13. Shaman huichol cantando durante una actividad ceremonial (Anguiano y Furst,

1987).

Tabla 2. Efectos fisioldgicos y sobre el comportamiento de la mescalina

Region Efectos de la Mescalina

Comportamiento: Incremento de la iniciativa y la respuesta
emocional; incremento de la reactividad
a estimulos sensoriales, excitacion y alerta.

Musculo esquelético: Incremento del tono muscular y la actividad
locomotora. Excitacién motora.

Respiracion: Activacion
Sistema auténomo: Midriasis; elevacion de la presion sanguinea

y taquicardia; retraccion de la membrana
nictante e hipertermia.

Adaptado de Rinkel, M. Y Denber, C. B. H. Chemical Concepts of Psychosis. Mc Dowell/ Obolensky/ New
York . USA, 1958.
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3. 3. Conservacionista.- El peyote es un recurso que, desde el punto de vista ecolégico y

de su distribucién biogeografica, presenta un envidiable rango de adaptabilidad a
condiciones climéticas diversas, que le han permitido lograr un gparente éxito evolutivo.
No obstante, debido a sus propiedades alucindgenas y como entedgeno atamente valorado,
el ser humano lo ha sometido a una intensa y extensa accion depredadora, que ha
provocado una drastica reduccion y perturbacion en las poblaciones de la especie, a tal
grado que en la actualidad se encuentra bajo proteccidon especial por una norma oficia

ecologica (NOM-059-Ecol-1994; Diario Oficia delaFederacion, 1994).
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4.0BJETIVOS




4. 1. Objetivo general
Establecer cultivos de células en suspension de L. williamsii, a partir del callo

cultivado de la especie.

4. 2. Objetivos particulares
Determinar las condiciones adecuadas de crecimiento de las células en suspension,
considerando la medicion de variables utilizadas (produccion de biomasa, Rcn,
fragmentacion, etc.) en un régimen de cultivos celulares de L. williamsii.
Caracterizacion cinética del cultivo de células en suspension. Célculo de parametros
cinéticos (velocidad especifica de crecimiento y tiempo de duplicecion) para la

suspension, en estas condiciones.
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5. MATERIALES Y M ETODOS
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5. 1. El material vegetal y su procedencia

Los ejemplares de peyote usados para el desarrollo de callos, fueron colectados en
laregion de Rio Verde, San Luis Potosi. Estas plantas se cortaron de la parte superior del
cacto (zona parenquimatosa) y con bisturi a la flama, segin se muestra en lafigura 14. Los
botones o coronas obtenidos, constituyen los explantes cuyo tratamiento se resefia en los

puntos siguientes.

LINEA DE
CORTE

BOTON
O
CORONA

Figura 14. Dibujo de gjemplar de peyote, mostrando el boton o corona después del corte.
Este fragmento o explante constituye la region clorofilica del cacto.
5. 1. 1. Desinfestacion de explantes

La induccion de callo y el mantenimiento del mismo se llevd a cabo
segun la metodologia reportada por Buendia (2000). En general, esta técnica
inicia con la desinfestacion, que consiste en someter a material a un
tratamiento de inmersion en alcohol, hipoclorito de sodio y detergente, cuyo
objeto es la absoluta limpieza superficial del explante evitdndo asi su
contaminacion, prepardndolo para el corte de
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segmentos del tamafio necesario, que mas tarde se siembran e incuban en medio de cultivo

sdlido. Lafigura 15 esquematiza la técnica mencionada:

Fuera de la campana de flujo laminar:

Obtencién de explantes (coronas o botones)
a partir del corte de los ejemplares

!

Eliminar pelos y espinas

Lavado de explantes en dos ocasiones con agua
corriente y jabdn, agitando durante 10 minutos en
cada ocasion
Inmersion en recipiente con agua corriente

durante 10 minutos

!

Sumergir el explante durante 2 minutos

Dentro de la campana:

en una solucion estéril de alcohol al 70%

!

Repetir durante 10 minutos en una solucion estéril

de hipoclorito de sodio al 10% + 2 gotas de Tween 20

Limpiar el material de la solucién anterior

con 5 lavados de agua destilada estéril
Figura 15. Técnica de desinfestacion del material vegetal
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5. 1. 2. Formulacién de medio de cultivo y fitorreguladores para la induccion y

mantenimiento del callo.

El sembrado se continta dentro de la campana por medio de | as siguientes acciones.
Después de eliminar por decantacion el agua destilada estéril, se corta el explante con
bisturi ala flama, obteniendo segmentos de costilla de aproximadamente 1 cm®.

Cada segmento o implante se siembra en medio de cultivo sblido, colocado en frascos
de vidrio estériles.

El medio de cultivo base utilizado es el de Murashige & Skoog (MS, Sigma 5519),
(tablas 7, 8 y 9 de anexo 1). El anterior, adicionado con sacarosa a 3%, 8 g/L de Agar
(Sigma) como gelificante y carbono activado como antioxidante, constituyen el medio
(MSc) para el cultivo de cdlo (tabla 4). La tabla 3 muestra la combinacion de

fitorreguladores y sus efectos sobre el callo de peyote.

Tabla 3. Efecto de fitorreguladores en la produccién y desarrollo de
callo de peyote. (Buendia, 2000).

Citocinina (mg/L) Auxina (mg/L) Observaciones
2P(B) e Callo (+); Brotes (++)

BAP (1.0) ANA (1.0) Callo (-); Brotes (-)
Kin (4.0) AlA (2.0) Callo (++); Brotes (-)

(-) = Falta de respuesta; (+) = Respuesta escasa,; (++) = Respuesta abundante.

Como se gpreciaen latabla anterior, la combinacion de fitorreguladores que lograla
mejor induccion de callo, es la que corresponde a kinetinay AlA, constituyendo el medio

con 2-ip el mas adecuado para su mantenimiento.

35



Tabla4. Medios de cultivo utilizados

a) Paracultivo de callo de peyote (MSc): Medio base + 8 g de agar + 250 mg
de carbon activado + 5 mg de 2-ip-NaOH.

b) Parainduccién de suspension (MSs”): Medio base + 5 mg de 2-ip-NaOH.

c) Para mantenimiento de suspension (MSs'): Medio base + 5 mg de 2-ip-
NaOH, parala 12 corrida+ 2 mg de 2-4D-HCI, parala 22 corrida.

5. 2. Induccién y mantenimiento de suspensiones
En la estimacion del tamafio de indculo se usd un disefio unifactoria de efectos
fijos, para las estimaciones de crecimiento, variacion de biomasa y azlcares totales, se
utilizd el unifactoria con efectos aeatorios (Montgomery, 1991) realizando 1 réplica por
cada tipo de suspension (A 'y B). Por Ultimo, se hicieron dos réplicas para la cuntificacion
de azlcares totales. Los datos estadisticos y los andlisis de varianza se resefian en los
Anexos. Es importante mencionar que, debido a la escasez del materia vegetal, no fué
posible una metodol ogia de replicacion adecuada para todas | as estimaciones.
5.2. 1. Selecciéon decallo
Son tres | os criterios para determinar la calidad del callo de resembra:
a) Grado de friabilidad.- En esta caracteristica se observaron tres niveles:
Cadlo duro, no se fragmenta al contacto del bisturi
Cdlo que se fragmentaa contacto del bisturi
Cdlo que se fragmentapor si mismo
b) Grado de oxidacion.- Aqui también se trata de tres niveles:
Cdllo translucido, presentando coloracién blanca, verdosa 6 ambas

Cdlo opaco, con coloracién amarillenta o arenosa

Callo opaco, con coloracién marrén o negra
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¢) Ausenciade brotes.- En lo posible, se buscay usa material sin brotes.
5.2. 2. Medio decultivo y combinacién de RCV para la induccion

En las dos corridas experimentales para lograr la induccién, se usd e medio MSs°
derivado del disefiado por Murashige y Skoog (1962) (Gamborg y Phillips, 1995) para
mantenimiento de callo de peyote (tabla 4), pero sin agar ni carbono activado, ya que se
trata de un medio liquido. En la primera corrida, la concentracion de sacarosa fué de 3%
(30g/L) una relacion carbono/nitrogeno (R on) = 15. En la segunda, se agregé una
concentracion doble del recurso carbon (6 % o 60 g de sacarosa/L), duplicando también la
de antioxidantes (acidos ascorbico y citrico) y laRen = 30. En ambas corridas de induccion
se utilizo lacitocinina 2-ip como fitorregulador (tablall, anexo 5).
5. 2. 3. Condiciones del cultivo de induccion

Para determinar las condiciones ambientales del cultivo, se consideraron como
criterio de seleccion los datos de su micropropagacion por callo, asi como los de la
literatura (Tabla 5), seleccionando: temperatura de 25 + 2°C; 16 h. de luz por 8 de
oscuridad; pH de 5.8 y agitacion de 100 rpm. Parafijar el pardmetro de aireacion, se gjusto
el volumen del medio en 30 mL, es decir, entre el 20 y 25% con respecto a volumen total
del recipiente (Pérez y Ramirez, 1999), (tabla 11, anexo 5).
5. 2. 4. Estimacion del tamafio de in6culo

En la induccion se considerd un tamafio de indeculo por relacion en porcentaje de
peso/volumen (p/v); dicharelacion se hizo oscilar entre el 5y 20% (Pérez y Ramirez, 1999;
Zhong y Yoshida, 1995; Gomez y Goma, 1986). En las corridas de induccién, se probaron

las proporciones deindculo de 2.5, 5, 10 y 15% plv, (tabla 11, anexo 5).
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En ambas se grafico tamafio de indculo vs densidad Optica a 660 nm; dicho método
se eligi6 debido al lento crecimiento de la especie, y como medicion indirecta de biomasa a
partir del material suspendido; las lecturas fueron tomadas a los 15 dias de transcurrido el
inicio de cada corrida, y en cada una de ellas se sembraron siete matraces de 125 mL por
cada proporcion deindculo, es decir, de 0.75, 1.5, 3y 4.5 g respectivamente.

Tabla 5. Tabla comparativa de medios, condiciones de cultivo y combinacion

de fitorreguladores, para €l establecimiento de suspensiones celulares.

Medio Concentracion Relacion Agitacion Temp. pH RCV Referencia

Sacarosa (g/L ) CIN (rpm) (°C)
Ty 30 14.45 100 25+2 58 24D+K  Rogjasy cal.,
40 19.27 " " 1999
60 28.91 " "
NN 20 28.57 110 25+2 58 24D+K  Rojasycal.,
1999
MSA; 20 19.23 100 25 58 2,4D+K  Chatuverdi y
Srivstava,
1976
MS 30 31.85 90 25 58 24D+K  Madhusudhan
2,4-D + AlA 1995
LS 30 14.45 75 25 5.8 2,4D+ Zhongy

6BA  Yoshida, 1995

*pH gustado después de la esterilizacion del medio

5. 2. 5. Fragmentacion de callo

Dada la naturaleza rigida y poco friable del callo, asi como a la presencia
relativamente abundante de brotes, inicialmente se realizaron cortes con bisturi del nimero
22. Despues, la fragmentacion se realizO por macerado y tratamiento enzimético del
material calloso, con € proposito que hiciera viable la elaoracion de agregados
multicelulares de tamafio uniforme, con el objeto de estabilizar fisicogquimicamente a la
suspension. Este método se resume en la figura 16. Finalmente, y paralograr en definitivaa
la suspension, el calo se fragmentd por medio de un homogenizador electromecanico
Biospec modelo 133/1281-0, (figura17).
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5. 2. 6. Seleccion de medios de cultivo y combinacion de fitorreguladores para el
mantenimiento de la suspension.

Se llevaron a cabo también dos corridas, usandose el medio de cultivo MSs" (tabla
4). Para la primera corrida, el medio para el mantenimiento es adicionado con 2-ip y
gjustada la Rey = 20, ya que se redujo la concentracion de sacarosa 39.90 g/L; de esta
manera se prepararon tres suspensiones (A, B, y C) (tabla 12, anexo 5), siguiendo las
técnicas de fragmentado de la figura 16. La segunda corrida se elabord segin la técnica de
fragmentado expuestaen la figura 17, adicionando ademas de la citocinina citada, la auxina
2,4-D. Se gustala Ren @ 17.62, pues la concentracion de sacarosa disminuyé hasta 35g/L,
reduciéndose también |a de antioxidantes a su valor base (tabla 9). Con ello se elaboro la
suspension D, de la que se obtienen los pardmetros cinéticos de crecimiento (tabla 12,
anexo 5)
5.2.7. Condiciones del cultivo de mantenimientoy resiembras

Parala primera corrida de mantenimiento, fueron las mismas que para lainduccion:
indculo del 12% en relacion p/v (3.7g de cdlo en 30 mL de medio); pH de 5.8; 16 horas de
luz por 8 de oscuridad; 100 rpm de agitaciéon y 25 + 2 °C de temperatura. Las resembras se
efectuaron solo en la primera corrida 'y para las tres suspensiones (A, B y C), de acuerdo a
latabla 6. Todas ellas se efectuaron en matraces de 125 mL (7 matraces para cada una de
las 4 lecturas de cada suspensién), pero la Ultima se hizo exclusivamente para las
suspensiones A y B, utilizando para esta ocasion y solo para la suspension B, un tamiz de
acero inoxidable marca Mont-Inox del No. 18, hecho en México, y con 10° mm de abertura
de mala Para estas suspensiones se midieron los pesos fresco y seco, representando
gréficamente su variacion con respecto al tiempo.
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El peso seco se obtuvo del filtrado obtenido dentro de la campana de esterilizacion,
el cua se introdujo en cajas de Petri estériles para deshidratarlo en un horno a 35°C y
durante 96 horas. La biomasa total se grafico contra €l tiempo, restando a valor del peso
seco el del papel filtro previamente tarado.

En la segunda corrida no hubo resiembras, midiéndose €l peso seco y realizando la
gréfica de cinética correspondiente. Para este caso, se usaron 28 matraces de 125 mL con
12% de indculo en relacion plv, es decir, 4 matraces para cada una de | as siete lecturas (O,
8, 16, 24, 32, 40 y 45 dias). En tota fueron 28 matraces con 30 mL y 3.75 g de callo cada
uno deé€llos.

Por ultimo, en la preparacion de todos los medios, se emplearon soluciones stock
concentradas 10x para los macronutrientes y 100x para los micronutrientes y vitaminas del
MS, todas dlas conservadas en refrigeracion a 4°C; ademés, € agua desionizada empleada
en lapreparacion de soluciones y medios de cultivo, fué tratada en un purificador Barnstead

Easy Pure L F, fabricado por Barnstead Thermolyne en Dubuque, lowa, E U A.



CALLO

C Agregado 0 SUSPENSION
fragmento

a

M = Corte y compresion mecanica (maceracion).

a = Con decantacién pero sin tamizado. Tratamiento con celulasa +
macerozimaal 0.1y 0.5%, respectivamente* (Hurtado y Merino, 2000).
b = Con decantacién y tamizado. Se integrala misma solucion enzimatica anterior.
¢ = Sin decantacion ni tamizado. Se integra la misma solucién enzimatica anterior.
* Lasolucion enzimatica se integra alas tres suspensiones, mediante filtro
Millipore y membranade nitrocelulosa de 0.22 mm.

Figura 16. Técnicainicial de fragmentacion de callo.

Callo

~~

H
[ Agregados 1
}

H = Homogeneizado de callo con homogenizador Biospec

a = Tratamiento con celulasa + macerozimaal 0.1 y 0.5% respectivamente,

solucion incorporada usando un filtro Millipore y membrana de 0.22 nm

Figura 17. Técnicade fragmentacion de callo.
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Tabla 6. Resiembras por tipo de suspension

Suspension Resiembras Periodo (Dias) Edad* (Dias)

A 3 57,10 43
B 1 8 35
C 1 10 50

*A partir de la Ultimaresiembra

5. 2. 8. Microscopia de agregados celulares en suspension

Se efectuaron observaciones microscopicas, de los agregados de dos tipos de
suspensiones (A y B), de la primera corrida de mantenimiento. Para ello, se usd un
microscopio optico de contraste de fases marca Olimpus CH30 R F-100, fabricado en Japon
por Olympus Optical CO., LTD, y peliculaKodak de 35 mm en ASA 200 y 400.
5. 3. Crecimiento de suspensiones celulares
5.3. 1. Indice de crecimiento

Se determind usando la ecuacion siguiente (San Miguel y col., 2003):

1.C. % =[(Psi—Psi)/Ps] x 100

Donde:
I.C. % = Indice de crecimiento porcentual

Ps: = Peso seco final Ps; = Peso seco inicial

S6lo se calculd para la suspension B de la 12 corrida de mantenimiento. Para la
obtencion del peso seco inicia, se filtré el material de 7 matraces de 125 mL preparados
para este fin. El filtrado se redizé al inicio de la tltima resiembra, deshidratandose a 35°C
por 96 h.

42



5. 3. 2. Par@metros cinéticos

La velocidad especifica de crecimiento puede expresarse como: m= (t™) [In (X, /
Xn1)], expresada en dias™. Donde X es el peso seco de calos o suspensiones. Tomando la
ecuacion y graficando In (X, / X,1) contra tiempo, se obtendra una linea recta (m> 0)
durante la etagpa de crecimiento exponencid. La pendiente de la recta se usd para obtener la
velocidad especifica de crecimiento (m).

El tiempo de duplicacién fue calculado con base a la mobtenida en la cinética de
crecimiento celular, empleando la férmula td = In 2/my expresandose en dias. Ecuaciones
equivalentes para caracterizar cinética de crecimiento son utilizadas por autores como
Bailey y Ollis (1986) y Quintero Ramirez (1981). Estos parametros fueron calculados para
lasuspension D de mantenimiento.

5. 3. 3. Determinacion de azGcarestotales

Se llevo a cabo empleando el método del Fenol-Sulfarico segin Timell y col.
(1956): a1 mL de muestrapreviamente diluida, sele adicionan 1mL de fenol a 5% + 5 mL
de H,SO, concentrado, colocandolo cuidadosamente por las paredes y con agitecion.
Después de 20 min de reaccién la absorbancia es leida a 480 nm en un espectrofotometro
Beckman DU-650 (Beckman, Fullerton, E U A). Lacurvade caibracion se realizo a partir
de soluciones de sacarosa de distintas concentraciones (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90
y 100 mg/mL). Laecuacion de lacurvade calibracion fue ¢ = 0.016 b + 0.009, donde ¢ es

laabsorbancialeidaa480 nm, y b la concentracion de sacarosaen mg/mL (Anexo 3).



5.4. Alcaloides libres
5.4.1. Alcaloideslibresen cultivos de callo

El cultivo de callo para el aislamiento de alcaloides libres fue iniciado a partir de
segmentos de costilla, que fueron desinfestados en cloro comercia (Cloralex) a 10%,
lavados en agua esterilizada y cultivados en medio M S adicionado con sacarosa (3.0%),
AlA (2.0 mg/L), Kin (4.0 mg/L) y agar (0.8%). La incubacion se llevo a cabo a 25°C con
un fotoperiodo de 16 h de iluminacion y 8 de oscuridad. Después de tres subcultivos se
procedi6 a la extraccion de acaloides a partir de 13.9 g de callo liofilizado (Liofilizadora
Labconco, EUA), que fue sometido a una extraccién con metanol en Soxhlet por 48 — 72 h,
el disolvente se evaporo a sequedad en rotovapor. El extracto se disolvid en una solucién de
acido sulfarico al 2% y después se realizaron lavados consecutivos con hexano (3 x 100);
se basificé con NaHCO; hasta alcanzar un pH entre 8 y 9, seguida de una extraccion con
diclorometano (3 x 100) y se sec6 con NaSO, para evaporar €l disolvente libre de
humedad, obteniéndose 54.6 mg de un residuo conteniendo los acaoides libres que se
disolvié en acetona y se aplicd en una placa preparativa de 20 x 20 cm de 2.0 mm de
espesor. Esta se colocd en una camara cromatogréfica con un sistema de elusién de
diclorometano — etanol 9: 1; la placa se revel6 con luz ultravioletay se extrajo la banda con

Rf de 0.9 (Figura 18) (Lechugay col., 2000).



Callo (células) de L. williamsii liofilizado (13.9 g)

Extraccion en Soxhlet con MeOH por 48 — 72 h

|

Evaporacion y disolucion en H,SO4 al 2%

|

Extraccion con Hexano 3 x 100 mL

|

Alcalinizar con NaHCOz al 5% apH=8-9

|

Extracciéon CH,Cl, 3 x 100 mL y secar con Na,SOq4

|

Evaporar CH,Cl, en rotovapor. Residuo de 54.6 mg

|

Placa preparativa CH,Cl, — EtOH 9:1

|

Extraccion de la banda Rf = 0.9

|

Revelador: Dragendorff

Figura 18. Procedimiento de extraccion de los a caloides libres de los cultivos

decalloy de células en suspension de L. williamsii (Lechugay col., 2000)
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5. 4. 2. Alcaloideslibres en cultivo de células en suspension

Se utiliz6 labiomasa en peso seco (5 g) aisladade cultivo de la suspension D, para
la determinacion de los acaoides libres, siguiendo la misma metodologia que para €l
cultivo de callo, obteniéndose 12. 5 mg de residuo.
5.4. 3. Cromatografia en capa fina de los alcaloideslibres

Fueron empleados cromatofolios Al de silicagel 60 Fzs4 para cromatografia en capa
fina con un espesor se capa de 0.2 mm (Art. 5554 Merck). La purificacion del extracto se
[levd a cabo con placas de silicagel 60 Fzs4 para cromatografia preparativa de 20 x 20 cm
con un espesor de capade 2.0 mm (Art. 5717 Merck). Se usd como eluyente una mezcla de

diclorometano — etanol (9:1) y como revelador el reactivo de Dragendorff.
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6. RESULTADOSY DISCUSION
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6. 1. Fragmentacion de material calloso y oxidacion en suspensiones iniciales.

El materia calloso para inducir las suspensiones celulares, como se muestra en la
tabla 3, s mantenia con una formulacién de fitorreguladores de 2-ip exclusivamente,
circunstancia que favorece la gparicion de brotes con su consecuente diferenciacion y
organogeénesis. Establecida esta condicién general del material, se decidié proceder a la
fragmentacion mecanica del mismo, proceso que origind severos problemas de turbidez y
oxidacion, en las suspensiones iniciales de induccion. En la figura 19 se muestran dos
matraces correspondientes a indculo del 15% (4.5 g). Como puede observarse, existe una
marcada diferencia en las condiciones de ambas suspensiones, pues el matraz C12 presenta
claros signos de material necrosado, con unacoloracion parda-rojiza y/o negra, que también

es notable como coloracién de laturbidez presente en esta suspension.

=
|

Matraz C12 Matraz C22

Figura 19. Comparacion entre suspensiones de induccion. El matraz C12

muestra claros signos de necrosis y oxidacion.



El matraz C22, como se ve en la figura citada, tiene una suspensién casi sin
turbidez, muy transparente, y con solo algunos fragmentos que muestran relativamente
escasa necrosis, resultando condiciones fisicoquimicas mas favorables o adecuadas para el
cultivo celular. Esto se logro por laduplicacion de la concentracion del recurso carbono (30
a 60 g de sacarosa /L) y la de antioxidantes (de 100 a 200 mg de &cido citrico /L y de 50 a
100 mg de &cido ascorbico /L) en el medio de cultivo, seleccion motivada por ser &cidos
debiles y buenos antioxidantes. El aumento en la concentracién de estas sustancias, redujo
la actividad de agua y la concentracion de oxigeno disponible, reduciendo tempora mente
con €llo, la produccion y oxidaciéon de metabolito, aunque para una estimacion mas fina del
fendmeno de oxidacion, seria Util 1a aplicacion de la técnica de cuantificacion de fendlicos
totales, desarrollada por Swain y Hillis (1959).

La comparacion entre ambos tipos de suspensiones, hizo evidente la necesidad de
lograr mayor eficiencia en la fragmentaciéon del calo, con el fin de producir agregados
celulares finos, acordes a las necesidades de intercambio de agua, gases y nutrientes entre el
material vegetal y su medio. Fué de esta manera que se desarrollaron las técnicas de
fragmentacion, con tratamiento enzimético y filtracidn, resefiada en la figura 16, y la del
uso del homogenizador presentadaen lafigural7.

El empleo inicial del tamiz y, posteriormente del homogenizador, permitieron la
produccion de agregados celulares finos o pequefios (aproximadamente de 1mm?),
eliminando los problemas de turbidez y oxidacion por un lado, y reduciendo las
concentraciones del recurso carbono en casi 40% (de 60 a 35 g de sacarosa /L) y la de

antioxidantes a su concentracion base (ver tabla 9, Anexo 1).
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Sin embargo, la fragmentacién del callo origind ciertos inconvenientes, pues la
agresividad de las técnicas empleadas sobre el material, dié como resultado una
suspension atamente estresada con agregados celulares mixtos, es decir, con células
completas y de protoplastos sin pared vegetal, condicion que favorecié |a contaminacion de
los cultivos (aproximadamente del 38%).

6. 2. Tamaiio del in6culo

Como s puede goreciar en la gréfica de la figura 20, correspondiente a la
determinacion del nivel de indculo, el més adecuado para la induccion del cultivo es el de
15% (4.5 g de callo). Sin embargo, para este punto en especia y para esta suspension
exigten problemas de turbidez y oxidacion, como se vera mas adel ante. Los resultados de la
grafica en la figura 21, corresponden ala 22 corrida de induccion, y muestran también que
el nivel de inéculo mas adecuado es el del 15%, aunque en este caso losde 10 y 12.5%, se
aproximaron a aquel en su valor promedio. En este sentido, Gomez y Goma (1986)
exponen que, en general, avalores iniciales més atos de indculo se presenta un crecimiento
y consumo de recursos mas rapido, aunque estos resultados corresponden a proceso de
fermentacién acidogénica, redizada por el indculo de una poblacidon heterogénea y mixta

de microorganismos.
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Figura 20. Grafica que muestra la seleccion del nivel de inéculo (12 corrida).

Notese como el punto de 4.5 g, rompe la tendencia de los tres anteriores.
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Figura2l. Gréfica que muestra la seleccion del nivel de indeculo (22 corrida).

Notese que los niveles del 10y 15 % (3 y 4.5 g) son muy cercanos.
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Comparando las gréficas de ambas corridas, es evidente que en la 12 (figura 20), €l
interval o de valores de la asorbancia es mucho mas amplio que el de lafigura21 (de 0.058
a0.222 y de 0.042 a 0.117, respectivamente). Esta discrepancia, considerando la tendencia
de los tres primeros puntos en ambas corridas, se debe al punto atipico correspondiente al
nivel de inéculo del 15 % (15%) de la 12 corrida, cuya diferencia con respecto a punto
precedente es de hasta 13 décimas. Este valor tan dto de absorbancia se debe alaturbidez y
oxidacion tan intensas de los fragmentos de callo en ésta.

6. 3. Microgr afias de agregados celular es en suspension

El empleo del microscopio revela algunas de las caracteristicas de los fragmentos
contenidos en las suspensiones A, B y C. En la figura 22, cada fotografia esta identificada
con un nimero (del 1 a 6) y con unaletra (A, B o C), ademés de exponer entre paréntesis
el aumento de cada imagen; el nimero corresponde a de cada fotografiay laletraa tipo de
suspension En estas pueden observarse estructuras tales como:

Las fotografias 1 A y 5 C muestran los agregados altamente fibrosos obtenidos del
material calloso, revelando a nivel microscopico la escasa o nula friabilidad de dicho
material.

Las imagenes numeradas como 2 y 3 C, permiten observar algunas de estas fibras
extendidas, asi como estructuras globosas d parecer provenientes de un parénguima ya
diferenciado. Lafoto 4 B expone la vista de algunos agregados celulares, mientras que la 6
B ofrece la imagen de estructuras de crecimiento secundario de tejido de conduccion

(posiblemente floema).
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La diferenciacion de estructuras expuesta en las imagenes, revela que el material
calloso empleado tal vez no era el més adecuado para los propdsitos del cultivo de la
suspension, y que posiblemente aguel cultivado con la combinacién de fitorreguladores Kin
y AlA s o seria, pues presentaria menos brotes que el que contenia 2ip (tabla 3) (Buendia,

2000).
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Figura 22. Vistas microscopicas de los agregados celulares de

suspensiones de mantenimiento (A, B y C). Descripcion en el texto.




6. 4. Peso fresco, peso seco y crecimiento de biomasa.

Con respecto ala 12 corrida de mantenimiento (suspensiones A, B y C), esta Ultima
suspension, por su tratamiento de fragmentacion equivalente a usado para la induccién,
presenta como resultado los mismos inconvenientes ya sefidlados (necrosis de material
vegetal y oxidacion de metabolitos). Sin embargo, fue Gtil como testigo en su comparacion
con las suspensiones A y B, que se elaboraron con las técnicas de fragmentacion expuestas
en la figura 16. Como se observa en la figura 23, la suspension A (decantada pero no
tamizada) aln tiene agunos fragmentos necrosados, mientras que la B (decantada y

tamizada) se encuentralimpiade oxidacion y turbidez.

Suspension B Suspension A

Figura 23. Comparacion entre e material vegetal contenido en las

suspensiones de mantenimiento A y B.
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Tal parece que el empleo del tamiz, con el propdsito de uniformizar el tamafio de
los fragmentos o agregados a 1mm?®, resuelve en gran medida las condiciones adecuadas
para el cultivo. Yaque lasuspension C no resulto viable, se realizaron estimaciones de peso
fresco y peso seco de las suspensiones A y B (figuras 24 y 25), y de cantidad total de
biomasa en las mismas, obteniendo las graficas de las figuras 26 y 27, las que muestran que
el peso seco del filtrado en las suspensiones A y B, permanece relativamente constante con
el transcurso del tiempo, pues se observa que la biomasa fluctta en un rango muy pequefio

(de 10 a20 mg) con € transcurso del tiempo.

Curva de crecimiento delL. williamsii
Suspensiéon A
—&—Peso Fresco
2.5 - —aA— Peso seco
S —— 3
2 -
— 1.5 1
=
E
£ g
E——%— &% — 3
0.5 4
0 L} L} ) 1
8 16 23 32
Tiempo (Dias)

Figura 24. Curva de crecimiento de L. williamsii en la suspension A de mantenimiento.
Como se observa, no existe un incremento significativo de biomasa, ya que el peso (fresco
Y Seco) permanece constante con € transcurso del tiempo.
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Curva de Crecimiento de L.
williamsii
Suspensién B |[—®—Peso Fresco

25 1 —=—Peso Seco
E 1.5 -
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£ 1 -
0.5 4
| 3 =——— . 8
0 L} L} L} 1
8 16 23 32

Tiempo (Dias)

Figura 25. Curva de crecimiento de L. williamsii en la suspension B de mantenimiento. Lo
mismo que la anterior: no se aprecia un incremento significativo en el peso fresco y seco

de la suspension a paso del tiempo.

Variacion de Biomasa de L.williansii .
S 5 7
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270 |
D ot |
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Figura 26. Variacion de biomasa en la suspension A de mantenimiento. La
fluctuacion de biomasa se realiza en un rango muy estrecho.
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Variacién de Biomasa delL. williamsii
Suspension B

70 1

60 1

50 1

40 1

30 1

EBioma=za [mg]

20 1

10 -

0 T 1
0 20 40
Tiempo (Dias)

Figura 27. Variacion de biomasa en la suspension B de mantenimiento. Al
igual que la anterior, la fluctuacion de biomasa se realiza en un rango
pequefio.

L os resultados mostrados en estas gréficas, sugieren que € crecimiento del material
vegetal de las suspensiones es muy lento, o que conduce a pensar que e decantado y/o
tamizado del material vegetal, reduce el nivel de indculo necesario, influyendo en la
velocidad de la cinética de crecimiento o, considerando otra dternativa, posiblemente es
necesaria la adicion de un nuevo RCV tal como una auxina que, en combinacion con la

citosinaya presente, modifique e incremente el crecimiento de los agregados en suspension.

58



6. 5. Indice porcentual de variacion de biomasa de la suspension de mantenimiento
Este pardmetro se calculd para el peso seco de la suspension B de mantenimiento,

resultando la gréfica de la figura 28 la que, en congruencia con los datos y tendencias

expuestas en las gréficas anteriores, también muestra un indice de crecimiento porcentual

muy pequefio, no superior al 9 %, y el cual decrece con € tiempo hasta el 5%.

Indice de Variacion de Biomasa
nsion B

15 Suspensio
U
S
o l T
E 8-
kS
E i
8 o T 1
O
2 1[I
o 4
(&)
2
=

2 _

0

8 16 23 32
Tiempo (Dias)

Figura 28. Indice porcentual de variacion de biomasa de la suspension B

de mantenimiento.

Ya que el indice porcentual de crecimiento decrece, confirmando la tendencia ya
descrita, se decidié agregar el RCV 2, 4-D a la segunda corrida de mantenimiento,

el aborandose la suspension D.
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6. 6. Velocidad especifica de crecimiento y tiempo de duplicacion.

Estos pardmetros se midieron para la suspension D de mantenimiento, con una
relacion auxina/citocininade 1 a2.5. Aunque bien es cierto que la actividad auxinicadel 2,
4-D inhibe la produccién de alcaloides, y que ademés es la auxina sintética con mayor
tiempo de permanencia en la célula antes de su degradacion con riesgo de provocar
intoxicacion, se eligio porque su mayor permanencia podia asegurar, en interaccion con la
citocinina correspondiente (en este caso e 2-ip), una firme y continua division celular. La
gréfica de la figura 29 presenta la curva de crecimiento del peso seco de la suspension D.
Es de importancia mencionar que durante el tiempo de crecimiento en esta suspension, los
agregados celulares mantuvieron un tamafio relativamente uniforme, de acuerdo al obtenido

por la técnica de homogenizacion.

Curva de Crecimiento deL. williamsii
Suspension D

1.95 - D

1.9
=
) 1.85
S
@ 1.8
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o
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=

1.7 ]

1.65 r T )

0 20 40 60
Tiempo (Dias)

Figura 29. Curvade crecimiento de L. williamsii en la suspension D.
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Analizando la gréfica anterior, de la curva puede sefidlarse lo siguiente: lafaselag o
de adaptacién dura aproximadamente 8 dias, la exponencial vade los 8 a 16, lalogaritmica
desde los 16 hasta los 32 dias, y la estacionaria transcurre de los 32 a los 40 dias. Los
parametros cinéticos que se calcularon parala curva de esta suspension (D), son: velocidad
especificade crecimiento () = 5.4 x 107 dias™; tiempo de duplicacion (td) = 126.8 dias.

Como se observa, aln cuando las condiciones fisicoquimicas de la suspension
(homogenizacion del tamafio de agregado y ausencia de material necrosado y oxidado) sean
adecuadas para e mantenimiento de la misma, la cinética de crecimiento todavia no logra
establecerse con parametros adecuados, ya que lavelocidad especifica alin es muy reducida
mientras que el tiempo de duplicacién es muy grande. Esta aparente falta de respuesta a
crecimiento, del material vegetal en suspension, puede deberse a factores o consideraciones
diversas y complejas, tales como la relacion auxinalcitocining, la relacion C/N, el tipo y
concentracion de fitorreguladores asi como la adicion de sales y nutrientes no considerados
(proporcién Ca™/ Mg*™ y glucosa, por eiemplo).

6. 7. Consumo de azUcar es totales

Como se aprecia en la figura 30, la concentracion de azlcares totales disminuye con €l
transcurso del tiempo, indicando un consumo del recurso carbono por € material vegetal de
la suspension. Aparentemente, a inicio de la cinética hay un aumento en la concentracion
de azlcares totales, dato que no es congruente si se espera un consumo del recurso carbono
por parte de los agregados celulares suspendidos. Sin embargo, si se recuerda que aquel
recurso esta constituido exclusivamente por sacarosa, entonces existe una gran posibilidad
de que el punto en cuestion, esté informando acerca de la hidrélisis de este disacarido en
glucosay fructosa, aumentando asi la concentracion de azlcares totales reducidos.
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Figura 30. Consumo de azlicares totales por L. williansii

De esta curva es importante también mencionar, que el consumo del recurso es
continuo hasta aproximadamente los 40 dias, tiempo que, seguin la duracion de la cinética
de crecimiento considerada, corresponderia a inicio de la fase estacionaria y a posterior
establecimiento de la fase de desaceleracion, cuyos tiempos concuerdan en esta grafica
(figura 30) con una disminucién casi total del consumo de azlcar. Madhusudan (1995)

encuentra resultados similares en cultivos de Capsicum frutescens y Daucus carota.
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6. 8. Alcaloideslibres en los cultivos

A partir de 13.9 g de cdlo fresco liofilizado, seguido de un proceso de extraccion en
medio &cido y con disolventes, se obtuvo una fraccion de acaloides libres (54.6 mg). Esta
se sometio a una cromatografia preparativa en capa fina encontrdndose una banda con Rf de
0.9 a ser eluida la placa con mezcla de diclorometano — etanol 9:1, la que mostro resultado
positivo a alcaloides al ser expuesta a reactivo de Dragendorff. La identidad quimica de los
compuestos detectados se desconoce debido a que no fue posible importar los estandares
para su comparacion, aungue probablemente una de las manchas se trate de mezcaling, el
alcaloide mayoritario en L. williamsii, o sus analogos. El hecho de que la banda con Rf de
0.9 revelara con € reactivo de Dragendorff muestra evidencia de que el callo obtenido
después de tres subcultivos retiene la capacidad de acumular acaloides tal como lo hace la

planta silvestre (Figura 31).

Figura 31. Placas cromatogréficas de la fraccion de alcaloides libres de callos
de L. williamsii. La placa de la izquierda muestra la mancha del extracto sin
purificar y la placa de la derecha la mancha (Rf = 0.9) de los alcaloides libres
purificados en placa preparativa.
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La cromatografia en capa fina de la fraccion de alcaloides libres obtenida de las células de
la suspension celular D liofilizadas (12.5 mg) fue negativa a ser expuesta al reactivo de
Dragendorff ya que no se revelaron manchas, 1o que puede indicar que el cultivo de células
no retenga la capacidad de acumular alcaloides o que la concentracion de los alcaoides en
la muestra no sea detectable con esta técnica. Aunque no se ha reportado un efecto negativo
en la produccion de los alcaloides derivados del aminoécido tirosina como la mezcalina,
cuando se utiliza en el medio de cultivo alaauxina 2,4-D; si se hareportado que la auxina
2,4-D inhibe a la enzima descarboxilasa del triptofano, por ello los alcaloides del tipo
inddlico no se pueden producir en especies que producen este tipo de al caloides cuando se

establecen cultivos in vitro suplementada con 2, 4-D.



[.CONCLUSIONES
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Si se considera que para establecer un cultivo de células en suspension, es necesario
lograr como minimo los requisitos a continuacion enlistados:

Cultivo in vitro de células aisladas o0 en pequefios agregados

Distribucion de aquellos en un medio nutritivo liquido y en constante movimiento

Homogeneidad rel ativamente alta

Altatasa de division celular

Entonces, del trabajo experimental desarrollado, pueden desprenderse las siguientes

conclusiones:
1. El tipo de material calloso empleado, debido a su relativa ata presencia de brotes y
escasa friabilidad, no resultd el més adecuado para la induccion y establecimiento de la
suspensiéon. Por tal motivo se recomienda probar € uso de calos establecidos y
desarrollados con otros fitorreguladores, ta como Kin (cinetina) y AIA (&cido
indolacético), que podrian favorecer lafriabilidad del material calloso o que, posiblemente,
permita evitar la fragmentacion del material, con la consecuente reduccion del riesgo de
estrés y contaminacion del mismo.
2. Dado el material calloso utilizado, el desarrollo en la eficiencia de la técnica de
fragmentacion, favorece la induccion y establecimiento de suspensiones que muestran
condiciones de cultivo estables, logrando por una parte, la reduccion de las dtas
concentraciones iniciales del recurso carbono y de antioxidantes, y por la otra, la obtencién
de agregados celulares pequefios de tamafio méas uniforme u homogéneo. No obstante, la
agresividad de la técnica de fragmentacién origina un alto riesgo de contaminacion,

elevando rel ativamente sus niveles (30 a 35%).
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3. La baja velocidad especifica de crecimiento () asi como el largo periodo de tiempo de
duplicacién (td), revelan una baja tasa de division celular, condicién que no permite un
establecimiento permanente, del cultivo de agregados celulares en suspensiéon de L.
williamsii.

Ahora bien, ya que se trata de una especie de cactacea cuyo crecimiento también es
muy lento en condiciones naturales, y contemplando & seguimiento experimental del
proyecto, se recomiendan |las siguientes actividades:

Cultivar callo de peyote con un minimo desarrollo de brotes, buscando el propésito

de reducir o eliminar el maltrato del material vegetal.

Probar otras concentraciones de la relacion auxina / citosina empleada en este

trabajo, y por lo tanto, de més tratamientos de estos fitorreguladores.

La relacion carbono/nitrégeno (Rc/ n) Y la de los iones calcio/magnesio (CalMg)
puede resultar interesante, pues dado que en condiciones naturales esta relacion
ionica es de 25, quiza su guste durante la formulacién del medio aunado a un
aumento en la concentracion de nitrégeno y fosfatos, estimule el crecimiento de los
agregados celulares. Estas acciones, més algunas encaminadas hacia la medicion
del pH y de viabilidad celular, serian adecuadas para resolver definitivamente, el

establecimiento de la suspension celular.
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ANEXO 1. Medio de cultivo base (MS) (Sigma5519)

a) Tabla7. Férmulade macronutrientes y sacarosa

Compuesto Concentracion
(mglL)
NHsNO; 1650
KNO; 1900
CaCl 2%2H->0 440
KH,PO, 170
Sacarosa 30000

b) Tabla 8. Formula de micronutrientes

Compuesto Concentracion
(mg/L)
M nSO4>4H20 22.3
ZnSO4>7H20 8.6
NaMo00O42H,0 0.25
CuS0O,*%6H,0 0.025
CoCl»6H,0 0.025
FeSO,¥H0 27.8
NaEDTA2H,O 37.3
HsBOs 6.2
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c) Tabla9. Formula vitaminica y de antioxidantes

Compuesto Concentracion
(mg/L)
Myo-inositol 10.0
Tiamina-HCI 0.5
Piridoxina-HCI 1.0
Ac.Nicotinico 0.5
Ac. Citrico 100
Ac. Ascorbico 50
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ANEXO 2. Relacion Carbono / Nitrégeno (R cn)

De acuerdo a las concentraciones por litro de sacarosa y de macronutrientes
nitrogenados, la R ¢, n de 15.03 (12 corrida) y 30.07 (22 corrida) para la induccion de la

suspension, se obtuvieron de la siguiente manera:

a) 12corrida

Sacarosa(sac.) =309 KNO;=19¢g NH;NO;=1.65¢g

gC=30gsac. (144gC/342gsac.)=12.63gC
gN=1.9g KNO;3(14gN /101 gKNQOs3) =0.263g N
gN=1.65gNH4NO; (28gN/80gNH4NO3) =0.577gN

g N roraL = (0.263 + 0.577) = 0.840 g N

Rc/n=12639gC/0.840g N =15.03

b) 22 corrida:

Dado que la concentracion de sacarosa es del doble pero la de nitratos permanece

constante, entonces:

gC=2526¢g gN=0.840

Rc/n=25269C/0.840g N =30.07
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ANEXO 3. Determinacion de la concentracion de azlcares totales reducidos.
1) Procedimiento:

A 2 ml delamuestrao € estandar se adiciond 1 mL de solucién de fenol a 5% , se
mezclé muy bien y agregd rapidamente por la pared del tubo 5 mL de écido sulfarico
concentrado; se mezcld una vez més y se dejaron en reposo las muestras durante 10 min.
Posteriormente, las muestras fueron colocadas en bafio Maria a 30 °C durante 20 min. y
después se leyeron en el espectofotometro a 480 nm. De la misma manera que con las
muestras se elaboré un blanco con agua destilada. Se realizdé una curva estandard por
triplicado con sacarosa (Sigma S-5390), en las concentraciones de 0 a 100 mg /mL. Por
ultimo, se obtuvo la grafica de una curva de calibraciéon de absorbancia vs concentracion,

cuyaecuacion se muestra mas adel ante.

2) Tabla 10. Datos de la curva de calibracion de absorbancia vs

concentracion:
Concentracion Absorbancia
(mg/mL) (a 480 nm)

U 0.0002
10 0.1713
20 0.3461
30 0.4575
40 0.6951
50 0.8358
60 0.9482
70 1.1597
80 1.3472
90 1.4566
100 1.6187
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3) Graficade la curvade calibracion.

Absorbancia (a 480 nm)

1.8
1.6
1.4 7
1.2 7

0.8
0.6
0.4 1
0.2 1

y =0.016 x + 0.009
R? = 0.998

20 40 60

Sacarosa (mg/mL)

80

100

120
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ANEXO 4. Desarrollo Estadistico (Analisis de varianza, Medias y Desviaciéon Estandar).

Programa usado: NCSS 2001 and PASS Trid

.- ANOVA:

Leyenda:

F. V. = Fuente de variacion G. L. = Grados de libertad
C. M. = Cuadrado Medio P> = Probabilidad

Significanciade Alfa= 0.05

F. V. G.L. C. M. P>
a) Nivel de inoculo
a 1. 12 Corrida 27 7.40x10°* 0.0001
a 2. 22 Corrida 27 6.46 x 10 ~* 0.00064
b) Peso fresco
b. 1. Suspension A 21 9.28x107° 0.00026
b .2. Suspensién B 23 9.99x 10> 0.0001
) Peso seco
c.1. Suspension A 21 5.43x10° 0.0037
c.2. Suspension B 23 356x10°° 0.0004

d) Crecimiento de biomasa
d.1. Suspension A 21 54.20 0.0146
d. 2. Suspension B 23 35.64 0.0028
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F.V. G. L. C. M. P>

e) indice de crecimiento

Suspension B 23 2.03 0.0004

f) Curvade crecimiento

Suspensién D 27 7.04x107° 0.0001

g) AzUcares totales

Suspension D 65 5.37x 1072 0.0001

Il.- Mediasy Desviacion Estandar :

Leyenda: M = Media D. E. = Desviacion Estandar

a) Nivel deindculo  0.75 1.5 3.75 4.5

a. 1. 12Corrida
Media 5.84 x 10 2 8.58 x 102 8.91 x 10 2 222x1071
D.E. 1.50 x 10 2 211x 1072 1.59 x 10 2 4.50 x 10 ~2

a. 2. 22 Corrida
Media 4.27 x 10 2 9.14 x 10 2 1.02x 1071 1.19x 107!
D.E. 749x10°8 3.90x 1072 2.60x 102 1.79 x 10 2
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b) Peso fresco

b. 1. Suspensién A

Tiempo 8
Media 2.29
D.E. 450x 1073

b .2. Suspensién B

Tiempo 8
Media 2.01
D.E. 3.19x 1073

) Peso seco

c.1l. Suspension A

Tiempo 8
Media 0.60
D.E 742%x1073

c.2. Suspension B

Tiempo 8
Media 0.39
D.E 546 x 103

16

2.30
1.38 x 10 2

16

2.07
1.59 x 10 ~2

16

0.59

6.67x 10

16

0.38
6.74x 103

83

23

2.32
6.20x 1073

23

2.06
593x10°°

23

0.58

817x1073

23

0.38
5.44x 1073

32

2.30
1.06 x 10 ~2

32

2.05
1.03x 102

32

0.58

7.30x 1073

32

0.38
6.12x 1073



d) Crecimiento de biomasa

d. 1. Suspension A

Tiempo 8
Media 272.16
D.E 7.52

d. 2. Suspension B

Tiempo 8
Media 63.71
D.E 5.46

e) indice de crecimiento

Suspension B

Tiempo 8
Media 9.01
D.E 1.23

16

264.83
6.67

16

60.33
6.74

16

7.50
1.62

23

268.60

8.17

23

50.50
544

23

5.49
1.35

32

256.25
7.12

32

92.25
6.12

32

5.32
1.49



f) Curvade crecimiento

Suspension D

Tiempo (dias) 0 8 16 24 32 40 45

Media 1.72 1.72 1.73 1.81 1.89 1.90 1.89

D.E 1.04x107% 6.37x107® 750x107%® 655x10°° 1.02x10°%® 6.71x10"® 9.88x10°°

g) AzUcares totales

Suspension D

Tiempo (dias) Media D. E.
0 29.42 18.40 x 10 ~2
5 36.73 39.89x 102
10 30.76 19.36 x 102
15 31.27 15.69 x 10 2
20 26.99 25.15x 10 2
25 26.80 20.46 x 10 ~2
30 23.58 19.65 x 10 ~2
35 21.33 14.83 x 10 ~2
40 19.82 27.35x
45 20.14 10.01 x 102
50 19.66 29.24x 10 2
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ANEXO 5. Tablas de medios de cultivo de induccién y mantenimiento

a) Tabla 11. Comparacioén por corrida de los medios de induccion

Corrida Medio Concentracion Rédacién Agitacion Temp. pH RCV Referencia
Sacarosa CIN (rpm) (°C)

(9/L)

Murashigey

a M S 30 15 100 25+2 58 2-ip Skoog, 1962
1 Gamborgy

Phillips, 1995

_ Murashigey

& M s 60 30 100 25+2 58 2-Ip Skoog, 1962
Gamborgy

Phillips, 1995

* Se duplicatambien la concentracion de antioxidantes

d) Paraambas corridas: Fotoperiodo de 16 h de luz por 8 h de oscuridad

e) Pardmetro de aireacion gjustado entre el 20y 25% con respecto al volumen total del recipiente (Perez y Ramirez, 1999)

f) Paraambas corridas se estimo el tamafio de indculo en relacion % de peso/volumen, oscilando dentro del intervalo de 2.5 a20% (Perez y
Ramirez, 1999; Zhongy Y oshida, 1995; Gomez y Goma, 1986). Se graficd tamafio de indculo vs densidad Opticaa 660 nm; |as lecturas se
tomaron alos 15 dias de inicio de cada corrida, paralas proporciones de 0.75 g, (2.5%); 1.5 g, (5%); 3.0 g, (10%) y 4.5 g, (15%).
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b) Tabla 12. Comparacion por corrida de los medios de mantenimiento

Corrida Medio Concentracion Relacion  Agitacion Temp. pH RCV Suspension
Sacarosa (g/L) CIN (rpm)  (°C)
1a M Sst 39.90 20 100 25+2 58 2-ip A, B, C
% M St 35 17.62 100 25+2 58 2ip+24D D

* Se reduce la concentracién de antioxidantes asu valor base
1. Paraambas corridas: Fotoperiodo de 16 h de luz por 8 h de oscuridad
g) Parametro de aireacion gjustado entre el 20 y 25% con respecto al volumen total del recipiente (Perez y Ramirez, 1999)

h) Inéculo del 12 % en relacion p/v
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