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RESUMEN

El cultivo in vitro de células y tejidos, es una de las alternativas para la identificacién de nuevos compuestos o para
incrementar la produccion de compuestos ya conocidos que sean de utilidad para la humanidad. El presente
trabajo tuvo como objetivo producir biomasa de las especies Morinda royoc L, Psidium guajava L y Morus alba L.
empleando distintos sistemas de cultivo in vitro y determinar el perfil metabdlico en la biomasa producida in vitro
y plantas en invernadero o campo mediante la técnica combinada de cromatografia liquida-espectrometria de
masa.. En Morinda royoc el cultivo de brotes fue el sistema de cultivo in vitro mas factible para la produccion de
biomasa con mayor contenido de materia seca comparado con el cultivo de callos y células. Los rendimientos de
los extractos en todas las especies fueron siempre mayores en los sistemas de cultivo in vitro en comparacién con los
obtenidos en plantas en campo. Los perfiles de compuestos detectados en plantas de invernadero y brotes in vitro
fueron similares en Morinda royoc, mientras que en Psidium guajava y Morus alba no mostraron similitud. Se pudo
demostrar que el cultivo in vitro es una fuente potencial para la identificacion y produccion de nuevos compuestos.
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ABSTRACT

The in vitro plant cell and tissue culture is an alternatives to identify new compounds or to increase production of
well-known compounds useful for humankind. The aim of this work was to produce biomass of Morinda royoc L,
Psidium guajava L var ‘EEA18-40’ and Morus alba L var ‘Criolla’ species. Different regeneration systems were
used. Besides, profile of metabolites production in the in vitro cultured biomass and plants from field was
determined by means of the combined techniques of liquid chromatography and mass spectrophotometer. In
Shoots culture by in vitro culture system was more feasible for the production of biomass with bigger content of dry
matter in Morinda royoc, compared with cells and callus system. Yields of extracts were always bigger in the in vitro
culture systems than those obtained from field plants. Profiles of compounds detected in plants coming from
greenhouses and in vitro cultured shoots were similar in Morinda royoc. Although, in Psidium guajava and Morus
alba were different. Results demonstrated that in vitro culture is a potential source to identify and to produce new
compounds.
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Los compuestos activos obtenidos de plantas son
ampliamente utilizados en la industria farmacéutica
y cada dia es mayor el numero de plantas y
metabolitos de interés. No obstante, la calidad y la
cantidad de los compuestos obtenidos a partir de
plantas colectadas en ambientes naturales o en
campo son muy variables y estan influenciadas por
condiciones ambientales tales como el clima, la
época, el tiempo y el suelo (Harborne, 2000).

Al utilizar el cultivo in vitro se independiza la
produccién de metabolitos de estos factores externos
y permite disponer de condiciones controladas en el
proceso de produccién y extraccién, ademas de
posibilitar la obtencién de nuevos compuestos no
presentes en la planta madre (Massot et al., 2000).

Dos métodos fundamentales de cultivo de tejidos han
sido utilizados para la produccién de metabolitos
secundarios de plantas: el cultivo de células y el
cultivo de 6rganos (Bourgaud et al., 2001). Muchos
de los compuestos producidos durante el cultivo de
células no se producen en las plantas intactas (Moreno-
Valenzuela et al., 1998; Tisserat y Vaughn, 2001).

El cultivo de 6rganos representa una alternativa
interesante para la produccién de productos
secundarios de plantas. Dos tipos de érganos son
considerados generales para estos objetivos: cultivo
de brotes y raices (Baiza et al., 1999). El cultivo de
brotes (cultivos de tejidos de rapida proliferacion) ha
sido investigado como fuente de aceites esenciales
y alcaloides (Vanek et al., 2005).
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Las técnicas analiticas tales como la cromatografia
han permitido el descubrimiento de mas moléculas
(Verpoorte y Alfermann, 2000). La cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) es utilizada para
la determinacién de mezclas organicas complejas y
es desde hace muchos afios la mas aplicada para
el estudio de compuestos naturales (Weekwerth et
al., 2004; Le Gall et al., 2005).

El presente trabajo tuvo como objetivo producir
biomasa de las especies Morinda royoc L, Psidium
guajava L y Morus alba L. empleando distintos
sistemas de cultivo in vitro y determinar el perfil
metabolico en la biomasa producida in vitro y plantas
en invernadero o campo mediante la técnica
combinada de cromatografia liquida-espectrometria
de masa.

Para la produccién de biomasa in vitro se siguieron
tres sistemas de cultivo: multiplicacién de brotes en
medio de cultivo semisélido que se desarroll6 en las
tres especies en estudio y la induccién, multiplicacion
de callos y establecimiento multiplicacién de
suspensiones celulares solamente en la especie
Morinda royoc.

Para la preparacion de las muestras y obtencion de
los extractos se colectaron hojas de ramas jovenes
de plantas cultivadas en campo (Psidium guajava,
Morus alba) o plantas de casa de cultivo (Morinda
royoc), hasta obtener 10g de masa fresca foliar.
Ademas, se tomaron las muestras de la biomasa
producida in vitro (brotes, callos y suspensiones
celulares).

La determinacién de metabolitos secundarios en las
distintas muestras se realiz6 en la compaiiia
AnalytiCon (Potsdam, Alemania), mediante técnicas
de cromatografia liquida y espectrofotometria de
masa (HPLC-ESI-MS).

El extracto se obtuvo a partir de 1.5g de masa seca
de cada una de las muestras, utilizando como
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tampén de extraccion Eter metil terbutil/metanol
(MTB-Ether/Metanol) y posteriormente 10mg.ml*del
extracto fueron disueltos en dimetilsulféxido (DMSO).

Las muestras fueron inyectadas automaticamente y
separadas utilizando una columna de fase reversa
(C18, Phenomenex, USA) y gradiente 5 a 50% de
acetonitrilo. Los compuestos eluidos de la columna
fueron detectados mediante un detector de diodo
(Diode Array Detector) a 210-600 nm.

Los rendimientos de los extractos en todas las
especies en estudio fueron siempre mayores en los
sistemas de cultivo in vitro en comparacion con los
obtenidos en plantas en campo o casa de cultivo
(Tabla 1). Los mayores rendimientos en el proceso
de extraccién de la biomasa producida in vitro
pudieran estar asociados a las condiciones
controladas en que se desarrolla el proceso, lo cual
trae consigo una mayor homogeneidad y calidad del
material vegetal.

En la especie Morinda royoc donde se comparan
diferentes sistemas de cultivo in vitro se comprobé
gue a medida que el nivel de diferenciacion celular
era menor (brotes, callos y suspensiones celulares)
se incrementd el rendimiento y la calidad de los
extractos.

En los perfiles de los compuestos analizados en
Morinda royoc a pesar de que hubo diferencias al
detectarse picos de sustancias diferenciales para
todas las muestras, se encontré una mayor similitud
en los perfiles de metabolitos entre las muestras de
las hojas de plantas en campo y los brotes in vitro,
asi como similitud entre los callos y las suspensiones
celulares. Las diferencias observadas en los perfiles
entre hojas de campo-brotes in vitro y callos-
suspensiones celulares puede explicarse por las
distintas fases de desarrollo, organizacién de tejido
y diferenciacién celular, lo que implica una regulacion
diferencial de regulacion génica y por consiguiente
diferencias en los compuestos obtenidos en los
distintos sistemas de cultivo.

Tabla 1. Rendimiento de los extractos obtenidos de cada una de las muestras de plantas en campo o invernadero

y de la biomasa producida in vitro.

Especies Sistemas de cultivo Masa seca (g) Extracto (mg) Rendimiento (%)
Plantas en casa de cultivo 14 240.59 172
Brotes in vitro 13 310.27 239
M. royoc Callos 19 547.89 28.8
Suspensiones celulares 0.8 347.43 434
Plantas en campo 1.7 202.53 119
P.guajava Brotes in vitro 11 248.51 22.6
Plantas en campo 13 206.67 15.9
M. alba Brotes in vitro 12 260.25 21.7
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En la especie Morinda royoc se lograron aislar en
las muestras de las plantas en casa de cultivo
iridoides con actividad biolégica conocida. En los
brotes in vitro se encontraron 19 compuestos que
no se encontraron en las hojas de plantas de casa
de cultivo. En el cultivo de callos y suspensiones
celulares fue donde se encontré el mayor nimero de
compuestos identificados, los cuales no se aislaron
en las hojas de las plantas en campo ni en los brotes
in vitro. Entre los compuestos encontrados estan
los aminoéacidos, glicésidos flavonoides y
cardiotonicos, antraquinonas y otras sustancias
como la artemisinina de gran interés farmacéutico.

La morindina es un compuesto especifico del
género Morinda y se identificé en el cultivo de
callos y en suspensiones celulares.

Se comprobd que en el cultivo de callos y
suspensiones celulares se obtiene un amplio
espectro de sustancias, superior a los obtenidos en
las muestras de hojas de plantas en campo y brotes
in vitro, es decir en tejidos menos especializados la
gama de compuestos producidos fue superior.
Ademas, fue posible detectar compuestos no
identificados hasta el momento, en brotes, callos y
suspensiones celulares.

En la especie Psidium guajava las muestras de hojas
de plantas en campo y los brotes multiplicados in
vitro presentaron perfiles de expresién
completamente distintos. El nimero de compuestos
detectados en las muestras de las hojas de plantas
en campo fue superior al de los brotes in vitro, sin
embargo, en este sistema de cultivo se encontraron
23 compuestos no identificados en plantas en
campo.

La mayoria de los compuestos identificados en
ambas muestras pertenecen al grupo de los
triterpenos, saponinas y acidos considerados
sustancias antioxidantes y pudieran tener un efecto
en el fortalecimiento del sistema inmunolégico y
disminuir el riesgo de tumores malignos (Jiménez,
2001; Suntornsuk, 2002).

En Morus alba al igual que en Psidium guajava y
contrario a lo observado en Morinda royoc, los perfiles
de compuestos detectados en las muestras de hojas
de plantas de campo y brotes multiplicados in vitro
fueron diferentes. En las muestras de hojas
provenientes de las plantas en campo, fue superior
la gama de compuestos encontrados al compararlos
con las muestras de los brotes in vitro. En los brotes
in vitro se encontraron 24 nuevos compuestos que
no aparecen en las muestras de plantas de campo,
entre ellos compuestos aromaticos tipicos del género
Morus.
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En todas las especies en estudio fue posible
mediante el cultivo in vitro la identificacion de
compuestos que no se expresan en muestras de
hojas de plantas en campo o casa de cultivoy ala
vez fue detectada una amplia gama de compuestos
nuevos, que no fue posible identificar y que
constituyen una fuente importante de nuevas
moléculas con posible funcion biolégica.
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