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RESUMEN

Bursera fagaroides es una especie vegetal utilizada tradicionalmente en México por sus
propiedades medicinales, destacando la presencia de lignanos con actividad citotdxica en su
corteza. No obstante, la extraccion a partir de la corteza compromete la supervivencia de los
ejemplares y los rendimientos son limitados. El objetivo de este trabajo fue establecer y
caracterizar cultivos de callos y células en suspension de B. fagaroides como fuentes
alternativas de compuestos bioactivos. Se logro la induccion de callos friables a partir de
explantes de hoja utilizando el medio B5 suplementado con reguladores de crecimiento
vegetal (4 mgL™" de 2,4-D, 1 mgL" de ANA y 1 mgL™" de Zeatina). El incremento en la
biomasa cuantificada en peso seco (gL™) de los callos permitieron identificar las diferentes
fases de crecimiento celular a partir del cual se observo una fase exponencial comprendida
entre los dias 14 a 42 con una p=0.059 dias™ y un td=11.76 dias, con un rendimiento maximo
de biomasa de 0.94 en dia 28. Con respecto a los cultivos en suspension se obtuvieron con la
combinacion de 4 mgL™ de 2,4-D y 2 mgL™" de cinetina, con un punto de maximo
crecimiento celular de 1.19 en el dia 15 con un p=0.153 dias™ y td=4.51 dias. Los estudios
fitogquimicos del extracto de diclorometano de la biomasa del callo permitieron identificar
por primera vez en esta especie la produccion de escopoletina (10.7 pg g™ de peso seco), asi
como de fitoesteroles como y-sitosterol y estigmasterol. Paralelamente, en las hojas de la
planta silvestre se identificaron yateina, acetilpodofilotoxina y 7°,8’-dehidropodofilotoxina.
En las pruebas de actividad citotoxica, la linea de carcinoma de préstata PC-3 fue mas
sensible al extracto CH,Cl, de la planta silvestre (ICso de 12.6 + 4.6 pgmL ™), mientras que

la linea de carcinoma cervical HeL.a mostré mayor sensibilidad
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frente al extracto CH2Cl, del cultivo de callos (ICso de 72 £ 5 pgmL™). Estos resultados

demuestran que el cultivo de tejidos in vitro representa una plataforma viable y sostenible

para la produccién de metabolitos secundarios con potencial farmacolégico.

II



40
41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

ABSTRACT
Bursera fagaroides is a plant species traditionally used in Mexico for its medicinal properties,

notably the presence of cytotoxic lignans in its bark. However, extraction from the bark
compromises the survival of the plants, and yields are limited. The objective of this study
was to establish and characterize biotechnological cultures of callus and suspension cells of
B. fagaroides as alternative sources of bioactive compounds. Friable callus was successfully
induced from leaf explants using B5 medium supplemented with plant growth regulators (4
mgL'2.4-D, 1 mgL' ANA, and 1 mgL" Zeatin). The increase in biomass quantified as dry
weight (gL ') of the calli allowed for the identification of different phases of cell growth,
revealing an exponential phase occurring between days 14 and 42 with a p of 0.059 day ! and
a td of 11.76 days, with a maximum biomass yield of 0.94 on day 28. Regarding suspension
cultures, the combination of 4 mgL™" of 2,4-D and 2 mgL™" of kinetin yielded a peak cell
growth of 1.19 on day 15, with a p of 0.153 days™ and a td of 4.51 days. Phytochemical
studies of the dichloromethane extract of callus biomass allowed for the first identification
in this species of scopoletin production (10.7 pg g dry weight), as well as phytosterols such
as y-sitosterol and stigmasterol. Concurrently, yateine, acetylpodophyllotoxin, and 7°,8’-
dehydropodophyllotoxin were identified in the leaves of the wild plant. In cytotoxic activity
assays, the wild plant extract was more sensitive against the PC-3 prostate carcinoma cell
line (ICso of 12.6 + 4.6 pgmLt), while the callus culture extract showed greater sensitivity

against the HeLa cervical carcinoma cell line (ICso of 72

I
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+ 5 pgmL™?). These results demonstrate that in vitro tissue culture represents a viable and

sustainable platform to produce secondary metabolites with pharmacological potential.
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México es reconocido como un centro de biodiversidad para el género Bursera, cuyas
especies han sido fundamentales en la medicina tradicional para el tratamiento de
inflamaciones, tumores y verrugas. Dentro de este género, Bursera fagaroides destaca por su
capacidad de sintetizar lignanos, moléculas de gran interés biotecnoldgico debido a su
potente actividad citotoxica y efectos antitumorales. Sin embargo, la obtencidén de estos
compuestos enfrenta retos significativos: los métodos convencionales dependen de la
extraccion de la corteza, lo que provoca dafios irreversibles a los arboles y una baja
disponibilidad de biomasa debido a factores como la baja tasa de germinacion y la

deforestacion de sus habitats naturales (12 y 13 ref).

Ante esta problematica, el cultivo de células vegetales se presenta como una alternativa
sostenible y renovable que permite la produccion controlada de metabolitos secundarios sin
comprometer las poblaciones silvestres. La biotecnologia vegetal aprovecha la totipotencia
de las células para generar biomasa capaz de sintetizar compuestos idénticos a los de la planta
madre o incluso inducir la produccién de nuevas moléculas, como las fitoalexinas, en
respuesta a condiciones de estrés especificas in vitro. La presente investigacion se enfoca en
el andlisis del perfil fitoquimico y la evaluacién de la actividad citotoxica de callos y células
en suspensién de B. fagaroides obtenidos a partir de hojas. A través de técnicas de
cromatografia y espectrometria, se buscé no solo caracterizar los compuestos producidos en
estos sistemas biotecnoldgicos, sino también realizar un estudio comparativo con los perfiles
metabdlicos de la planta silvestre. Este trabajo aporta conocimientos fundamentales para el
desarrollo de fuentes alternativas de farmacos antitumorales, alineandose con las tendencias

actuales de aprovechamiento sustentable de los recursos naturales.
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2.1 Especie Bursera fagaroides

Bursera fagaroides (Kunth) Engl. pertenece a la familia Burseraseae, se conoce cominmente
como “aceitillo”, “copalillo”, “copal”, “cuajiote amarillo”, “palo del diablo” o “papelillo”.
Es un arbol o arbusto aromético de entre 0.5 a 8 metros de altura, dioico, hojas generalmente
imparipinadas, sus ramas poseen abundante resina transparente y su tronco es de color verde.
Se distribuye desde el suroeste de los Estados Unidos de Ameérica hasta el Sur de México
(figura 1). (Noge & Becerra, 2009), (Rzedowski et al., 2004), (Rzedowski et al., 2005). Su

corteza es gris-amarillenta, se utiliza en la medicina tradicional para aliviar la inflamacion,

los tumores en la piel y las verrugas (Marcotullio et al., 2018).

Figura 1. Bursera fagaroides. A) hojas y frutos, B) Corteza y C) Mapa de distribucion.
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2.2 Estudios quimicos de la identificacion de lignanos de Bursera fagaroides

El estudio quimico de B. fagaroides a traves de los afios muestra la caracterizacion de 19
lignanos clasificados en cuatros grupos: ocho son ariltetralinos Ilamados podofilotoxina (1),
éter metilico de P-petatina-A (2), éter metilico de 5 desmetoxi-f-peltatina-A (3),
desoxipodofilotoxina (4), acetilpodofilotoxina (5), Morelensina (6), Burseranina (7) y
Acetilpicropodofilotoxina (8); tres son dibencilbutirolactonas: Desmetoxiyateina (9),
Yateina (10), Hinoquinina (11); tres son arilhidronaftalenos: 7,8 -dehidropodofilotoxina
(12), 78 -dehidro acetil podofilotoxina (13) y 7°8 -dehidro trans-p-cumaroilpodofilotoxina
(14) y cinco son lignanos dibencilbutanos: 9-acetil-9’-pentadecanoildihidroclusina (15), 2,3-
desmetoxi secoisolintetralin diacetato (16), Diacetato de dihidroclusina (17), 2,3-desmetoxi
secoisolintetralin monoacetato (18) y Monoacetato de dihidroclusina (19), Figura 2. (Rojas-
Sepulveda etal., 2012), (Mojica etal., 2016), (Antinez-Mojica et al., 2021). Dichos
compuestos han sido aislados de la corteza, empleando solventes con diferentes polaridades
como cloroformo, diclorometano, etanol, hexano, mezclas agua-metanol, y metanol (Bianchi
et al., 1968), (Velazquez-Jiménez et al., 2011), (Rojas-Sepulveda et al., 2012), (Acevedo
et al., 2014) y (Mojica et al., 2016). Estos compuestos presentan una importante actividad
citotoxica con valores de ICso que oscilan entre los 12 pgmL™ (burseranina, 7) y los 4.43 x
10 ugmL? (éter metilico de B-petatina-A, 2). Algunos de ellos han sido evaluados por su
efecto antitumoral (2 y 3). Ademas, se ha demostrado que algunos de ellos (1, 2, 5y 9)
promueven el arresto mitético, retrasan la migraciéon celular y alteran los microtubulos
(Rojas-Sepulveda et al., 2012), (Mojica et al., 2016), (Antinez-Mojica et al., 2021), (Bianchi
et al., 1969), (Velazquez-Jiménez et al., 2011), (Acevedo et al., 2015) y (Antlinez-Mojica

et al., 2018).
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14 R = trans-p-cumaroil 17 R4 =0Ac; R, = OCHj3

18 R1=OH;R2=H
19 R; = OH; R, = OCH3

Figura 2. Estructura quimica de los diecinueve lignanos aislados de la corteza de B. fagaroides.

Tomado de: (Antlnez-Mojica et al., 2021).

Por otro lado, se ha reportado que B. fagaroides ademas de sintetizar lignanos, sintetiza

diversos constituyentes quimicos como flavonas y cumarinas.

2.3 Cumarinas

Las cumarinas son compuestos organicos heterociclicos originados de la via de

fenilpropanoides. Se clasifican principalmente en seis tipos basados en su estructura quimica
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de los compuestos. El esqueleto principal esta formado por una a-benzopirona que se divide
de acuerdo con los sustituyentes presentes en el anillo de benceno dentro de los cuales pueden
ser: cumarinas simples, furano cumarinas, dehidrofurano cumarinas, pirano cumarinas, fenil
cumarinas y biocumarinas (Venugopala et al., 2013) y (He et al., 2022). Algunas propiedades
bioldgicas reportadas de las cumarinas son: antiinflamatorias, antimicrobianas, antifungicas,
ansioliticas, antitumorales, antioxidantes, hepatoprotectoras, inmunosupresoras, entre otras.

(Tabla 1).

Por otro lado, se ha observado que las cumarinas contribuyen esencialmente a la persistencia
de las plantas, ya que intervienen en procesos de defensa contra fitopatdogenos, respuesta al
estres abiotico, asi como la regulacién hormonal (Bourgaud et al., 2006). La mayoria de ellas
existen en forma de glucoconjugados y parecen acumularse en las vacuolas en las plantas

superiores (Taguchi et al., 2000).

Dentro de las cumarinas simples destaca la escopoletina (7-hidroxi-6-metoxi cumarina),
derivada del esqueleto de carbonos C6-C3. La ruta de biosintesis de las cumarinas implica la
transformacion del &cido cinamico en cumarina. Esta transformacion incluye la
hidroxilacion, isomerizacion trans/cis y lactonizacion del &cido cinamico. En las plantas, la
cumarina se produce a través de la via fenilpropanoide, donde el cido cinamico se convierte

en acido cumarico y luego en cumaroil-CoA, gue finalmente se convierte en cumarina.

HO e 0

\O =

Figura 3. Estructura quimica de la escopoletina.
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160 Tabla 1. Diferentes tipos de cumarinas con algunas propiedades farmacolodgicas. (Tomado y modificado de Venugopala et al., 2013).

No. Tipo de cumarina Estructura quimica general Actividad farmacoldgica
) ) N Antinflamatoria, anticancerigena, antioxidante, neuroprotectiva,
1 Cumarina Simple ] ] L ] ]
0 0 antibacteriana, antifangica, anticonvulsiva,
Vi A Antiinflamatoria, antibacteriana, antifngica, antiviral, anticancerigena,
2 Furano Cumarina o anticonvulsiva, inhibidor del citocromo P450, anti-TB (tuberculosis).
o 0

Antibacteriana, anti-TB, antiviral.

3 Dehidrofurano (m Antibacteriana
cumarinas @) 0 0 Anti-TB
=
4 Pirano cumarinas
(0] 0]

5
Fenil cumarinas

S
0]

~

0”0

. . N 7 .
6  Bio cumarinas Anticoagulante

0 0

o o

161
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Se ha descubierto que algunas cumarinas aisladas de varias familias de plantas como
Apiceae, Rutaceae, Asteraceae, Fabaceae por mencionar algunas poseen actividad
antibacteriana y antifangica (Fritig et al., 1970a), (Modafar et al., 1993), (Habibullah et al.,
2010), (Ara et al., 2009) y (Matos et al., 2015). También se han encontrado en la corteza de
algunas especies del género Bursera tales como Bursera grandifolia (Aguilar et al., 2012),
Bursera Serrata (Habibullah et al., 2010), (Ara et al., 2009) y Bursera morelesis (Rojas-
Sepulveda et al., 2012). Sin embargo, hasta el momento no existen reportes de su presencia

en las hojas de B. fagaroides.

La especie B. fagaroides es una planta que sintetiza compuestos para contrarrestar diferentes
enfermedades de interés farmacologico, sin embargo, su extraccion y purificacion se ha
realizado principalmente de la corteza y se requieren grandes cantidades de biomasa vegetal
para su obtencion. Ademas, el alto porcentaje de semillas vacias, las bajas tasas de
germinacion y la diferencia entre el tamafio de los foliolos entre arbustos y arboles limitan la
produccion de biomasa en sus poblaciones naturales (Ramos-Ordofiez et al., 2016), (Garcia-
Aguilar et al., 2021). Asimismo, dada la magnitud de la deforestacion tropical en las Gltimas
décadas, el hecho de que cerca del 70% de los bosques tropicales de frondosas se han perdido
drasticamente perdido (Bonfil et al., 2007) y que ademas es uno de los ecosistemas mas

amenazados del pais, es necesario buscar alternativas para su extraccion.

2.4 Cultivo de células vegetales

El cultivo de células vegetales (CCV) esta reconocido hoy en dia como una alternativa
prometedora, renovable, sostenible y respetuosa con el medio ambiente para obtener

metabolitos secundarios derivados de plantas a partir de plantas silvestres (Motolinia-
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Alcéantara et al., 2021). EI CCV comprende un grupo de técnicas biotecnoldgicas que permite
el cultivo de explantes de una planta en medios nutritivos adecuados, en condiciones
asepticas y bajo condiciones controladas (Sathyanarayana & Varghese, 2007). Se basa en el
principio de la totipotencia celular que establece que una célula vegetal es capaz de formar
un nuevo individuo completo e idéntico al de la planta progenitora mediante un proceso de
regeneracion mediante esquejes o explantes que mantienen la informacion genética de la
planta donante (Santos & Torné, 1986), (Braybrook & Harada, 2008), (Motolinia-Alcantara
et al., 2021). El cultivo de células vegetales incluye la produccion de callos, embriones,
raices, brotes y suspensiones celulares (Narayani & Srivastava, 2017), (Motolinia-Alcantara

etal., 2021).

2.4.1 Cultivos de Callos

Las plantas generan masas celulares desorganizadas denominadas callos o tumores en
respuesta a situaciones de estrés, como heridas o infecciones por patdgenos. El término
“callo” tiene su origen en la palabra latina callum, que significa duro, en biologia vegetal se
refiere a las masas celulares desorganizadas que pueden producirse a partir de una Unica
célula diferenciada. Muchas células de callos son totipotentes, pudiendo regenerar todo el

cuerpo de la planta (Ikeuchi et al., 2013).

El término callo incluye células con diversos grados de diferenciacion. En determinadas
condiciones, las células de callo experimentan embriogénesis somatica, un proceso en el que
se generan embriones a partir de células somaticas adultas (Steward et al., 1958). También
se ha reconocido que los callos son muy diversos y pueden clasificarse en subgrupos en

funcién de sus caracteristicas macroscopicas (Figura 4). Por ejemplo, los callos sin
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208  regeneracion aparente de organos suelen denominarse callos friables o compactos. Otros
209 callos que muestran cierto grado de regeneracion de érganos se denominan callos enraizados

210 o radiculares, en brotes o embriones, dependiendo de los 6rganos que generen.
Callo sin la regeneracion il Callo con una regeneracion parcial
de organos de organos

@ i
&
(Vo)

Callo friable Callo en brotes Callo embriogénico
211 Callo compacto Callo radicular

212  Figura 4. Diferentes tipos de callo en las células vegetales. Tomado y modificado de Ikeuchi et al.,

213 2013.

214 Una vez descubierto que el callo puede generarse por técnicas de cultivo in vitro y que el
215  equilibrio entre dos hormonas vegetales (auxinas y citocininas) determina el estado de
216  diferenciacion y desdiferenciacion (Melnyk, 2023), el callo se ha utilizado ampliamente tanto
217  en investigacion basica como en aplicaciones industriales. Una vez obtenidos los callos se
218  han utilizado para produccion y escalamiento de laboratorio de metabolitos secundarios de
219  alto valor agregado a través de un cultivo celular en suspension.

220  2.4.2 Cultivo de células en suspension

221

222  El cultivo de células en suspension es un conjunto de células indiferenciadas en forma libre

223 0 agregados, distribuidos en un medio de cultivo liqguido homogéneo que se encuentra en
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constante agitacion que se utiliza generalmente para mantener y propagar células vegetales.
Permite obtener condiciones adecuadas para que las células produzcan compuestos idénticos
a los de las células parentales ofreciendo ventajas como el establecimiento de sistemas
estables para produccién continua de compuestos con homogeneidad en los rendimientos y
la calidad, ademas de ofrecer la posibilidad de sintetizar nuevas moléculas con potencial en

su aplicacion comercial (Motolinia-Alcantara et al., 2021).

Los pasos para la obtencion de un cultivo en suspension se ilustran en la Figura 5. Comprende
cuatro etapas, primero inicia con la seleccion del material vegetal, seguido de la desinfeccion
de los explantes, posteriormente la induccion y obtencion de callo friable mediante el uso de
Reguladores de Crecimiento Vegetal (RCV) como auxinas y citocininas. La etapa final
comprende la transferencia, disgregacion, el mantenimiento y propagacion masiva del cultivo

celular en medio liquido.

Para el establecimiento de los cultivos en suspension se requiere de un indculo grande
(densidad minima inicial requerida del 10 %) facil de disgregar (friable) de lo contrario, pocas
células se desprenden por lo que el tamario del indculo de las células tardara en alcanzar una
densidad alta para poder ser subcultivar en cultivos posteriores. EI material calloso no

desprendido se remueve bajo condiciones de esterilidad (Flanklin & Dixon, 1994).
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| Produccion de
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Figura 5. Esquema general para la obtencién de un cultivo celular en suspension. Tomado y

modificado de Motolinfa-Alcantara et al., 2021.

Los sistemas de mantenimiento de un cultivo de suspension de células vegetales pueden ser

cultivos cerrados, cultivos continuos cerrados y cultivos continuos abiertos (Figura 6).

A) Cultivos cerrados: En este sistema las células producidas se quedan todo el tiempo
en el medio, implica el crecimiento de células en un medio liquido dentro de un
recipiente cerrado. En él se toman muestras para subcultivarse en medio fresco y de
esa manera inicia el ciclo de crecimiento. Este es el sistema mas utilizado en los
laboratorios de investigacion.

B) Cultivos continuos cerrados: En este sistema se suministra a la solucién medio fresco
de manera continua, y simultdneamente se retira solo el medio usado, las células

separadas mecanicamente se acumulan en el sistema.
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C) Cultivos continuos abiertos: Al igual que en el sistema anterior, se suministra medio

fresco, pero el medio usado sale junto con las células.

Figura 6. Sistemas de cultivo de suspensiones celulares vegetales. A) Cultivos cerrados, B) Cultivos

continuos cerrados y C) Cultivos continuos abiertos.

2.4.3 Cinética de crecimiento celular

El crecimiento de las células vegetales se ha modelado de forma similar al de los
microorganismos, lo cual tiene limitaciones e incluso puede ser cuestionado, ya que, a
diferencia de los microorganismos, los cultivos vegetales son asincronicos, es decir, no todas
las células pasan por la misma fase del ciclo celular en un mismo tiempo. A pesar de esta
situacion, existen evidencias en la literatura de que muchos cultivos vegetales en suspensién
presentan un perfil de crecimiento como el que se muestra en la Figura 7. Este inicia con una
fase lag o de adaptacion donde el crecimiento inicial depende de las condiciones de las
células del indculo, de las cuales depende el éxito del nuevo cultivo, las condiciones
ambientales como temperatura, pH e iluminacién pueden causar un retardo en el crecimiento
inicial del cultivo, seguida por una fase de crecimiento rapido, también llamada exponencial

donde la velocidad de crecimiento adquiere su maximo valor, luego inicia la fase
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estacionaria, durante esta fase las condiciones del cultivo son limitantes por lo que la

concentracion celular y los componentes de la biomasa permanecen sin cambios relevantes.

El crecimiento de tipo exponencial se observa cuando una celula madre se divide en dos

células hijas, las cuales son capaces de dividirse posterior y finalmente la fase de muerte

donde se registra una disminucion de la biomasa como resultado de ausencia de nutrientes,

lo que conlleva a la muerte o lisis celular (Rodriguez-Monroy et al., 2007).

Biomasa

Figura 7. Fases del crecimiento celular.

2.5 Medios de Cultivo

2.5.1 Medio

Fase lag

Fase estacionaria

> P D
o ~N W
®

o®

3

%

E:

MS

Tiempo de cultivo

El medio de cultivo MS (Murashige y Skoog) es un medio de cultivo ampliamente utilizado

en cultivo de tejidos vegetales in vitro. Fue desarrollado por Murashige y Skoog en 1962 y

se ha convertido en un estandar en la investigacion y la propagacién de plantas. Proporciona

los nutrientes esenciales, incluyendo macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, y a

Pagina 15



287

288

289

290

291
292

293

294

295

296

297

298

299

300

301

302

303

304

305

306

307

308

309

menudo, reguladores de crecimiento vegetal, para apoyar el crecimiento de células y tejidos
vegetales in vitro. Es especialmente utilizado para la micropropagacion, produccion de
plantulas, germinacién de semillas y conservacion de germoplasma (Murashige & Skoog,

1962).

2.5.2 Componentes de los medios de cultivo

2.5.2.1 Agua

Es el componente que se encuentra en mayor cantidad en el medio y es una fuente potencial
de impurezas que puede afectar el crecimiento de los cultivos. El agua utilizada en la

preparacion de medios de cultivo debe ser destilada y desionizada, o bidestilada.

2.5.2.2 Macronutrientes

Los macronutrientes son elementos esenciales que la planta los requiere en cantidades del
orden de gramos/litro (C, H, N, O, S, Mg, Ca, K, P). Son incluidos en los medios de cultivo
en forma de sales inorganicas, pudiendo el nitrégeno y el azufre ser incorporados como
suplemento organico (por ejemplo, caseina hidrolizada, urea, aminoacidos). La
concentracion optima de cada nutriente para alcanzar la maxima de crecimiento varia

considerablemente entre especies.

2.5.2.3 Micronutrientes

Los micronutrientes son elementos esenciales que la planta requiere en cantidades del orden
de mg/litro (Fe, Mo, Ni, Cu, Zn, Mn, B). Los micronutrientes del medio de Murashige &

Skoog incluyen todos aquellos elementos minerales aceptados como esenciales para plantas
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superiores, con el agregado de Co y I. El agregado de Na" o CI- se verifica para algunos

medios en particular, como acompafantes de otros iones.

2.5.2.4 Carbohidratos

Las células, tejidos y plantulas cultivadas in vitro no poseen las condiciones de irradiancia ni
la concentracion de CO; adecuada para realizar fotosintesis que sustente su crecimiento. Por
ello los carbohidratos proporcionan la energia metabdlica y los esqueletos carbonados
necesarios para la biosintesis de aminoacidos y proteinas, polisacaridos estructurales como
celulosa, etc. La sacarosa es el carbohidrato mas utilizado en la preparacion de medios de
cultivo. Las concentraciones varian dentro de ciertos rangos de acuerdo con el tipo de
respuesta esperada, la mas utilizada es de 3 % p/v. Otros azucares como fructosa, glucosa,
celobiosa, maltosa, rafinosa y galactosa son recomendados para algunas especies en

particular.

2.5.2.5 Vitaminas

Las vitaminas, en la mayoria de los casos, cumplen funciones de cofactores de reacciones
enzimaticas (tiaminafosfato, piridoxina), en otros se comportan como sustrato de reacciones
metabdlicas (&cido nicotinico). La combinacion de vitaminas en el medio de cultivo se
definid a partir de los primeros estudios de cultivo de raices. La composicion vitaminica, en
el caso de medio MS, esta constituida por tiamina (Vitamina B1), acido nicotinico (niacina)
y piridoxina (vitamina B6), a la que normalmente se le adiciona el aminoacido glicina. Las
concentraciones mas usuales oscilan entre 0.1 a 0.5 mg por litro de solucién de medio. Otros

compuestos utilizados son: acido ascorbico, acido félico, riboflavina y biotina. En todos los
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casos las variaciones en la formulacion estan dada por la especie utilizada y la respuesta

buscada.

2.5.2.6 Mioinositol

El mioinositol es una hexosa ciclica hidroxilada, que se incorpora al medio MS y a la mayoria
de los medios de cultivo usados en la actualidad. Su presencia es necesaria en todas las células
para lograr la ciclacion de la glucosa. Debido a que la biosintesis no siempre se verifica in
vitro, se hace imprescindible su incorporacion a los medios. Posee efecto estimulador para el
crecimiento de callos y en la organogénesis directa de algunas especies. Se usa en
concentraciones de 100 mgL™. Actualmente se sabe que el mioinositol se incorpora a las
moléculas de fosfolipidos de la membrana plasmatica. Otra funcion estaria asociada a la
conjugacion de auxinas, formando un complejo auxina-inositol, que es inactivo como

regulador de crecimiento.

2.5.2.7 Hormonas vegetales y reguladores de crecimiento

Las hormonas son compuestos organicos, no nutrientes, sintetizados por la planta, que acttan
en muy baja concentracion (entre 10°M y 10® M) y que desencadenan diversas respuestas
fisioldgicas. Se caracterizan por expresar su accion en lugares distantes de su sitio de sintesis.
Existen sustancias sintéticas, con similares caracteristicas, a las que se denomina reguladores
de crecimiento. En ambos casos se trata de moléculas de relativamente bajo peso molecular
(28 Da a 346 Da). Las hormonas vegetales se agrupan en 5 clases, fundamentalmente en base

a su accion fisioldgica: auxinas, citoquininas, giberelinas, etileno y acido ascorbico.

Pagina 18



355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365
366

367

368

En la planta pueden encontrarse en forma libre o ligadas, considerando a esta Gltima como
una forma de “almacenaje”. Son considerados mensajeros quimicos pues establecen una
comunicacion intercelular a través de toda la planta. En la célula, las hormonas interactdan
con una proteina especifica denominada receptor. El complejo hormona- receptor es la forma
activa de la hormona. Una segunda fase incluye la activacion o represion de genes
especificos. De la misma forma que en la naturaleza, en donde cada hormona interactda con
otras hormonas para producir una respuesta en la planta, los RCV son utilizados, en cultivo
in vitro, en concentraciones del orden de partes por millon (ppm) y la eleccion del tipo de
RCV vy la cantidad relativa de cada uno de ellos en el medio de cultivo esta determinada por

la respuesta esperada (Laimer & Ruiicker, 2003), (Sathyanarayana & Varghese, 2007).

Tabla 2. Ejemplos de auxinas y citoquininas utilizadas en el cultivo in vitro de plantas.

Clase de RCV Abreviatura o nombre comin Nombre quimico
AlA Acido 3-indolacético
ANA Acido Naftalenacético
_ AlIB Acido Indolbutirico
Auxinas ApCFA Acido (4-clorofenoxi) acético
2,4-D Acido 2,4-diclorofenoxiacético
ANOA Acido naftoxiacético
Cinetina (CIN) 6-furfurilaminopurina
BAP (BAP) 6-benzilaminopurina
. . Zeatina (ZEA) N-(4-hidroxi-3-metilbut-2-enil) aminopurina
Citoquininas

PBA

(6-benzilamino)-9-2-tetrahidropiranil-9H-
purina

Tidiazurén (TDZ)

1-fenil-3(1,2,3-tidiazol-5il) urea
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Bursera fagaroides es una planta con propiedades medicinales, antitumorales y citotdxicas

debido a los diferentes componentes que sintetiza. EI método tradicional de extraccion o
sintesis quimica se ha realizado a partir de la corteza, pero esta practica se considera
insostenible debido a los altos costes de produccion, los bajos rendimientos y los graves
dafios a la planta. Por ello, es necesario buscar alternativas atractivas para su produccion.
Se ha reportado que la biotecnologia por cultivo de células vegetales permite obtener y
potenciar compuestos con alto valor agregado, representando una alternativa atractiva
para su produccion, ademas es importante realizar estudios relacionados con la
caracterizacion de los compuestos responsables de la actividad citotoxica de B.
fagaroides en cultivos de callos y células en suspension, y aprovechar las ventajas que
representa el cultivo de tejidos vegetales.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar y analizar los cultivos de callos friables y
suspensiones celulares de Bursera fagaroides y comparar su produccion con la de las

hojas de la planta silvestre.
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El cultivo de callos y células en suspension de B. fagaroides producira metabolitos con

actividad bioldgica, y sera factible identificarlos y cuantificarlos, asi como comparar los

perfiles quimicos de los cultivos in vitro contra el obtenido de la planta silvestre.
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5.1 Objetivo general

Establecer cultivos de callos y células en suspensién de B. fagaroides, productoras de

metabolitos con actividad biologica.

5.2 Objetivos especificos

1. Aislar e identificar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en hojas de la

planta silvestre de B. fagaroides.

2. Establecer y caracterizar cultivos in vitro de callos a partir de explantes de hojas de

B. fagaroides.

3. Establecer y caracterizar cultivos de células en suspension a partir de callos friables

de B. fagaroides.

4. Comparar los perfiles quimicos de la planta silvestre contra los de los cultivos de

callos y células en suspension.

5. Evaluar la actividad citotdxica de extractos y compuestos puros de hojas de la planta

silvestre, cultivos de callos y células en suspension de B. fagaroides.
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6.1 Diagrama general

Bursera fagaroides

Identificacion de la especie en el Herbario  =———

Colecta del material vegetal (esquejes)

Cultivo de esquejes en condiciones de
invernadero

e |

Lavados y desinfeccion de las hojas

Preparacion y esterilizacion del medio de cultivo

(Disefio Factorial con diferentes RCV y condiciones) g

Estudio fitoquimico
Induccion de callo

Ensayos farmacologicos

9 meses de subcultivos cada 20 dias ———+

Callo friable

Preparacion de medio liquido -
(Diseiio Factorial con diferentes RCV y condiciones) = . )

Establecimiento de los cultivos en suspension

Subcultivos cada 15 dias (12 resiembras) +——

Cultivo de células en suspension

Figura 8. Diagrama general de trabajo

6.2 Identificacion del material vegetal

Se colectaron hojas de un arbol silvestre y un ejemplar de Bursera fagaroides (Kunth) Engl.
en el mes de julio del 2021 en la localidad “el Mango”, en el municipio de Puente de Ixtla
(14 Q 046300, UTM 2043732, DDQH9), altura: 1382 m, por el Dr. Fidel Ocampo Bautista,
fue identificada por el Bi6logo Gabriel Flores Franco y depositada en el herbario HUMU de

la Universidad Auténoma del Estado de Morelos (UAEM), con un namero de folio 39796.
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6.3 Estudio Fitoquimico de las hojas de la planta silvestre de B. fagaroides

6.3.1 Material y equipo

Los compuestos se separaron Yy purificaron mediante técnicas convencionales de
Cromatografia en Columna Abierta (CCA). Las fracciones, asi como la pureza de los
compuestos se comprobaron mediante Cromatografia en Capa Fina (CCF) utilizando como
fase estacionaria placas de silica gel 60 Fzsa ALUGRAM® visualizadas mediante luz
ultravioleta y aplicando como revelador sulfato cérico amoniacal (Ce(SO4)2 2(NH4)2S04

2H20).

Los experimentos de RMN de *H y **C se registraron en un Bruker AVANCE 11l HD 500
MHz a 500 y 125 MHz, respectivamente, utilizando cloroformo deuterado (CDCls) con
tetrametilsilano (TMS) como patrén interno. Los extractos diclorometanicos de las hojas de
la planta silvestre se analizaron mediante GC-MS Agilent GC 6890, MSD 5973N (Agilent
Technologies, EE. UU.), para determinar la composicion quimica de los compuestos
principales. El analisis se realizé utilizando la columna HP-5MS (30 mm x 0,25 mm x 0,25
um). E1 gas portador fue helio con un flujo de gas de 1 mLmin™ y una velocidad lineal de 37
cm/s. La temperatura del inyector se ajustd a 250 °C (sin division). La temperatura inicial del
horno fue de 40 °C y se aumentd a 250 °C durante 5 min y a razén de 10 -C/min, y la
temperatura final se mantuvo a 285 °C durante 20 min. El espectrometro de masas se hizo
funcionar en el modo de ionizacion por electrones a 70 eV. modo de ionizacién de electrones
a 70 eV, y el voltaje del multiplicador de electrones fue de 1859 V. Los compuestos se
identificaron comparando los tiempos de retencidn y los patrones de fragmentacion de los de

referencia de la base de datos NIST version 1.7a.
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6.3.2 Obtencion de los extractos organicos

Se llevo a cabo de acuerdo con lo reportado por (Rojas-Sepulveda et al., 2012) y (Mojica
et al., 2016). Para ello se colectaron hojas con ramas en el municipio de Puente de Ixtla,
(sefialado en la seccidn 6.1). Posteriormente, se pusieron a secar a temperatura ambiente bajo
la sombra por 20 dias obteniendo 1.3 Kg de material vegetal seco. Después se moli6 hasta
obtener un tamafio de particula de entre 2 a5 mm y se realiz6 una maceracién por triplicado
con hexano, diclorometano (CH2Cl2) y metanol. Los extractos obtenidos se concentraron por
destilacion a presion reducida empleando un rotaevaporador (Buchi). Se obtuvo 15.5 g del
extracto de CH.Cl, con un 1.25 % de rendimiento, mismo que se empleé para realizar el
fraccionamiento y separacion como se describe a continuacion.

6.3.3 Separacion e identificacion de los compuestos de tipo lignano a partir del extracto
con CHCl;

El aislamiento y purificacion de los posibles compuestos de tipo lignano del extracto con
CHCI> (15.5 g) se realizo mediante diferentes fraccionamientos sucesivos por CCA (malla

70-230) empleando varios disolventes organicos (Tabla 3).
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Tabla 3. Eluatos obtenidos a partir del fraccionamiento por columnas.

No. columna Disolvente Gradiente (%) | Fracciones Reuniones Clave
hexano 100 - : NPM14-01
90:10 6-10 2
1 80:20 11-15 3y4 NPM14-02
hexano-acetona 70:30 16-20 ShAY
60:40 21-25 7
(15.5 2) 50:50 26-30 7 NPM14-03
20:80 31-35 8y 9
acetona 100 36-40 9
MeOH 100 41-48 10 NPM14-04
90:10 1-5 1,2y3
80:20 6-12 4,5y6 NPM-26-01
70:30 13-19 7,8y9
2 hexano-AcoEt 60:40 20-26 10y 11 NPM26-02
50:50 27-34 12 NPM14-03
40:60 35-41 12
(7.78 ¢) 30:70 42-50 12
AcoEt 100 51-54 12 NPM14-04
MeOH 100 55-56 13y 14 NPM14-05
CH-Cl» 100 1-10 | NPM-30-01
99:1 11-65 2y3
98:2 66-87 3y4 NPM-30-02
3 95:5 88-99 4
CHxClr-acetona 90:10 100-109 4y5
(1.8 2) 85:15 110-119 5y6 NPM-30-03
80:20 120-125 6
Acetona 100 126-131 by7
MeOH 100 132-133 8 NPM-30-04
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95:5 1-10 1,2y3
93:7 11-20 4y5
91:9 21-30 5y6 NPM-38-01
89:11 31-40 7
87:13 41-50 7
4 hexano-AcoEt 85:15 51-60 7,8,9y 10 NPM-38-02
83:17 61-94 11y12
(280 mg) 81:19 95-103 12y 13
79:21 104-114 13y 14
74:26 115-124 14 NPM-38-03
69:31 125-135 15,16y 17
AcoEt 100 136-144 18 NPM-38-04
MeOH 100 145-148 18 NPM-38-05
95:5 1-9 1
93:7 10-19 2
91:9 20-28 3
89:11 29-37 3 NPM-40-01
87:13 38-49 3y4
85:15 50-82 4,5y6
5 hexano-AcoEt 83:17 82-205 6,7,8,9, 10, 11,y 12, 13, 14, 15, NPM-40-02
16 NPM-40-03
(169 mg) NPM-40-04
78:22 206-215 17,18y 19
73:17 216-224 19
68:32 225-234 19y 20 NPM-40-05
hexano-AcoEt 50:50 235-243 21y 22
AcoEt 100 244-253 22y23 NPM-40-06
MeOH 100 254-255 24 NPM-40-07
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Asi mismo, se realizaron pruebas cualitativas de identificacion mediante CCF empleando dos
estandares de referencia (acetil podofilotoxina y éter metilico de 5-desmetoxi-B-peltatina A).
Para ello, el extracto inicialmente se fracciond eluyendo con mezclas de polaridad ascendente
de hexano acetona, en el cual se obtuvieron 40 fracciones. De dicho fraccionamiento, las
fracciones F11 a F15 eluidas en un sistema 80:20 mostraron tener el mismo contenido
metabdlico y similitud con los estandares de referencia por lo que se reunieron, y la mezcla
(NPM14-02, 7.78 g) se separ6 en una segunda columna eluida con un gradiente de hexano
acetato de etilo, misma que permitié obtener 50 fracciones de las cuales, las fracciones F20
a F26 (NPM-26-02,1.8 g) eluidas con un sistema 60:40 fueron sometidas nuevamente a
separacion en columna, utilizando diclorometano-acetona en gradiente obteniendo un total
de 125 fracciones, de las cuales la nimero las fracciones F11 a F87 (NPM-30-02, 280 mg) y
empleando un sistema de elucion 99:1, se empled para volver a fraccionar con un sistema
hexano acetato de etilo. Las fracciones F51 a F94 (NPM-38-02, 169 mg) se emplearon para
montar la quinta y dltima columna fraccionada en 144 fracciones empleando un sistema de
elucion hexano-acetato de etilo. Los datos del fraccionamiento se resumen en la siguiente

tabla.

Tabla 4. Fraccionamiento de la columna 5.

Clave No. de reuniones Eluyente Gradiente (%) Peso
NPM40-01 R1-R6 95:5-83:17 67 mg
NPM40-02 R7-R10 83:17 41.6 mg
NPM40-03 R11 Hexano-AcoEt 83:17 14.7 mg
NPM40-04 R12 83:17 7.9 mg
NPM40-04 R13-R21 78:22-50:50 55 mg

R=Reunion, acetato de etilo (AcoEt).
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6.3.3.1 Purificacién de la reunién NPM40-02

La reunion NPM40-02, correspondiente de las reuniones R7 a R10 obtenida de la columna
cinco (Tabla 4) se purifico por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR) de
acuerdo con lo reportado por Rojas-Sepulveda en 2012 para la separacion final de los
compuestos empleando una columna fase reversa X-Terra RP-18 semipreparativa
(7.8mmx50mm; Spm tamafio de particula); la fase movil fue 25:75 acetonitrilo-agua, con un
flujo de 1.0 mL min-1 con un modulo de separacion y un detector arreglo de diodos con
deteccion a 215, 250, 300 y 350 nmy con un flujo de 1 ml/min, llevando un perfil isocratico
durante 30 min. Cada inyeccion fue de 10 pL. Dicha separacidon permitid obtener un lignano

identificado como Yateina (1) (2.9 mg, tR=13.57 min), Figura 9.

1)

mAU 7
500

15.945

522571

400

13575
917.512

300

200

2706
13,425
14629
111.008
24379

100

5.902

r7.454
8.001
19.565

0.585
51.814

Figura 9. Cromatograma de HPLC de la fraccion NPM-40-2 que contiene al compuesto yateina (1)

TR = 13.57 minutos. 240 nm.
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6.3.3.2 Purificacion y datos espectroscopicos de Yateina (1)

Se obtuvo un solido blanco *H RMN (600 MHz-CDCls) é:
6.64 (1H, d, J=7.8 Hz, H5), 6.45 (1H, dd, J=7.8, 1.6 Hz,
H6), 6.43 (1H, d, J=1.6 Hz, H2), 6.32 (2H, s, H2" y H-6),
5.8 (2H, O-CH2-0), 4.17 (1H, dd, J=9.4, 7.5 Hz, HIp), &

3.88 (1H, dd, J=9.1, 5.0 Hz, H9q), 3.77 (6H, s, OMe-3,

Ome-5"), 3.74 (3H, s, OMe-4"), 3.57 (1H, dd, J = 14.1, 7
Hz, H-7°), 3.83 (1H, dd, J = 14.1, 5 Hz, H-7), 2.59 (1H, m, H-8), 2.54 (2H, m, H7), 2.42
(1H, m, H-8). 3C RMN (600 MHz-CDCl3) 8: 179.7 (C-9°), 153.1 (C-3"), 147.9 (C-3), 146.4
(C-4), 136.5 (C-4"), 133.6 (C-1°), 131.7 (C-1), 121.5 (C-6), 108.8 (C-5), 108.7 (C-2), 106.2
(C-2°, C-6), 101.0 (O-CH2-0), 71.62 (C-9), 60.6 (OCH3-C4), 55.8 (OCH3-C3’, OCH3-C-
5%)46.1 (C-8”), $1.0 (C-8), 38.1 (C-7), 35.0 (C-7’). Las asignaciones se corroboraron por las
correlaciones H-C 1J y 3J de los espectros HSQC y HMBC. Los datos espectroscopicos

fueron idénticos a los descritos en la literatura para la yateina (Ikeda et al., 1998).

6.3.3.3 Purificacién de la reunién NPM40-04

La reunion NPM40-04, correspondiente de la reunion R12 obtenida de la columna cinco
(Tabla 5), se purificé por CLAR de acuerdo con lo reportado por Rojas-Sepulveda et al.,
2012 para la separacion final de los compuestos empleando la misma metodologia que la
empleada en la seccién anterior para la identificacién de Yateina. Dicha separacion permitio
obtener dos lignanos:  7°8 -dehidropodofilotoxina (2) (1.6 mg, tR=11.76 min) y

acetilpodofilotoxina (3) (1.5 mg, tR=16.24 min) (Figura 10). Estos compuestos fueron
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caracterizados por comparacion directa (CCF, RMN1H) con muestras auténticas disponibles

en el laboratorio Los espectros de RMN1H de 2 y 3 se muestran en el Anexo 1 (espectros 5

y 6). En la Figura 11 se resume el fraccionamiento cromatografico efectuado.

mAU -

2000 —
1500
1000

500

70.517

2476

)7.473

) 9.860

11.761

14.257

15

16.248

H5CO

119.226

OCHj

OCH3

20

120,964

Figura 10. Cromatograma de CLAR de las fracciones NPM-40-3 y NPM-40-4 que contienen los

compuestos 7°8-dehidropodofilotoxina (2) TR = 11.76 minutos y acetil podofilotoxina (3) TR = 16.24

minutos. 250 nm.
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Material vegetal seco

1.3 kg

citotoxico

A

Extracto Hexanico Extracto CH,Cl, Extracto MeOH
153 ¢ 155¢ 202 ¢
FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICC
Hexano - acetona
1 90:10 ] 5020 170:30—20:80
NPM14-01 NPM14-02 (7.8 g) NPM14-03
FI-F9 F10-F15 F16-F40
Hexano - AcoEt
l 90:10-70:30 | l50:50-30:70
NPM26-01 NPM26-02 (1.8 g) NPM26-03
F1-F19 F20-F26 F27-F50
CH,CL, - acctona
j, 100:0 oo l 98:2 80:20
NPM30-01 NPM30-02 (280 mg) NPM30-03
FI1-F12 F13-F78 F79-F131
Hexano - AcoEt
l95;5-s7;13 185158307 1 81:19-69:31
NPM38-01 NPM38-02 (169 mg) NPM38-03
F1-F53 F54-F76 F77-F144
Hexano - AcoEt
195:5-33:17 1 83:17  83:17 l83:17 ] 78225050
NPM40-01 NPM40-02 (41,6 mg) NPM40-03 (14.7 mg) | [NPM40-04 (7.9 mg)| |[NPM40-05
F1-F82 F83-F108 F09-F140 F141-F189 F190-F241
RI1-R6 R7-R10 R11 R12 R13-R21

549

550

551

Yateina

!

QH
¥
P
o}
(e}

H,CO ‘ OCH,4

OCH;

7’'8-dehidropodofilotoxina

b

0]

H,CO OCH;
OCH,
acetilpofofilotoxina

Figura 11. Fraccionamiento por Cromatografia en Columna Abierta para la obtencion de compuestos

del tipo Lignano obtenidos a partir del extracto de CH2Cl, de las hojas de Bursera fagaroides.
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6.4 Obtencion de callos B. fagaroides

Para la obtencion de células desdiferenciadas (callos), primero se realiz6 un cultivo de

estacas como se describe a continuacion.

6.4.1 Obtencion del material vegetal

Estacas de aproximadamente 20 cm de longitud se cortaron aleatoriamente de ramas
terminales de un arbol adulto y se sumergieron en agua por 12 horas. Posteriormente a cada
punta se adiciond un enraizador (Raizone Plus®) y se colocaron 10 de ellas por maceta. Las
macetas fueron rellenadas con dos sustratos diferentes: fibra de coco y arena de rio, cada
experimento se realizé por triplicado (en total 60 estacas), con una n=10. El experimento se
realizo por triplicado. Las macetas se colocaron en condiciones de invernadero tipo capilla a
41+2 °C, con una humedad relativa del 35+2 °C y regandose cada tercer dia por nebulizacién
por 139 dias. EI material vegetal obtenido del mejor tratamiento se utilizé para la induccion

del cultivo in vitro de callos.

6.4.2 Induccién a callo friable

La induccién a callo se realizé utilizando un protocolo de desinfeccion como se describe en
la Tabla 5. Para ello, primeramente, se tomaron hojas jovenes de entre 2 y 3 cm de longitud
desarrolladas a partir del cultivo de estacas, se lavaron con agua miliQ estéril y con jabon
neutro (Hycel) por 4 minutos, luego, se adicion6 un antifangico (Ting) por 3 min, después se
realizaron lavados sucesivos con agua estéril y seguido con hipoclorito de sodio al 40 % y

10 % durante 3 min cada uno. Posteriormente, dentro de la campana de flujo laminar, se
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sumergieron con un antibiotico de amplio espectro (Curamycin Agricola 500) por 4 minutos,

se realizaron enjuagues con agua miliQ estéril. Finalmente, se secaron con papel filtro esteéril.

Tabla 5. Protocolo de desinfeccion de los explantes de hoja de B. fagaroides desarrollados
a partir del cultivo de estacas.

Desinfeccion de tejidos Concentracion | Tiempo (min)
3 lavado con agua MiliQ estéril - 1 c/u

1 jabdén neutro Hycel 10% 4

1 lavado con Ting - 3

2 enjuagues con agua estéril - 1 c/u

1 lavado con hipoclorito de sodio 40% 3

1 lavado con hipoclorito de sodio 10% 3

1 lavado con bactericida y fungicida Curamycin 1 mg/L 3

4 enjuagues con agua estéril - 1 c/u

Una vez realizada la desinfeccion a los explantes, se les hicieron cortes empleando un bisturi,
se colocaron en cajas Petri de 9 cm de diametro conteniendo 25 mL de medio MS, empleando
como fuente de carbono 30 gL' de sacarosa y suplementado con 6 gL' de
Polivinilpirrolidona (PVP), 10 mgL™ de gentamicinay 1.5 gL de phytagel. Se ajusto el pH
a 5.7 mas fitorreguladores. EI medio de cultivo fue previamente esterilizado en autoclave a
121 °C, 15 psi, por 15 minutos. Se sembraron cinco explantes por caja Petri con tres
repeticiones y se colocaron en diferentes condiciones: oscuridad constante, luz constante y
fotoperiodo (16/8 luz-oscuridad) a 25+2 °C por 30 dias. Para determinar qué combinacién
de RCV indujo una mejor formacién de callos, se utilizaron veinte combinaciones con medio
MS y B5 (Gamborg, 1968) empleando los RCV 2,4-D y Cinetina (Tabla 6). Los callos
obtenidos de la combinacion 2,4-D: Cinetina (2:2 mgL™) en fotoperiodo, mostraron mejor

apariencia (tratamiento No. 3), por lo que se transfirieron a medio B5 conteniendo 4 mgL™*
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de 2,4-D, 1 mg/L? de Acido Naftalenacético (ANA) y 1 mgL™ de Zeatina, empleando
sacarosa como fuente de carbono (30 gL), suplementado con PVP (6 gL™?), phytagel (1.5
gL™) y ajustando el pH a 5.7. Dicha combinacién de RCV con medio B5 favorecié la
obtencion de callos friables. Los cultivos se resembraron cada 28 dias por un periodo de seis

meses, se incubaron a 25+2 °C en fotoperiodo con luz fluorescente blanca (50 pmol m2s?).

Tabla 6. Tratamientos seleccionados para la induccién a callo friable.

RVC = Reguladores de Crecimiento Vegetal; MS = Medio Murashige & Skoog; B5 = Gambord; 2,4-D = 4cido

2,4 diclorofenoxiacético.

6.4.3 Cinética de crecimiento del cultivo de callos
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La cinética de crecimiento se realiz6 mediante un lote por triplicado empleando 60 frascos
tipo Gerber que contenian medio B5 adicionado con 4 mgL™ de 2,4-D, 1 mgL? de ANA Yy 1
mgL™! de Zeatina y colocando un inéculo de 1+05 g de biomasa fresca e incubando durante
un fotoperiodo de 16 h de luz/8 h de oscuridad a 25 + 2 C. Se determinaron las biomasas
frescas y secas tomando muestras cada siete dias después de la inoculacion hasta los 63 dias.
Durante el ensayo se registraron los pesos de las biomasas frescas colocandola en un papel
filtro previamente pesado, posteriormente, y para determinar la biomasa seca, el material
vegetal se liofilizo a -50 °C y 0.1-0.3 mBar hasta llegar a un peso constante. La curva de
crecimiento de los callos se realizd con el tiempo de cultivo contra los pesos de las biomasas
frescas y secas para asi conocer las diferentes fases del crecimiento celular (adaptacion,
exponencial, estacionaria y muerte). Finalmente, se calcularon los parametros cinéticos: la
velocidad especifica de crecimiento p (tiempo™) que indica la rapidez con la que ocurre el
crecimiento, esta se obtuvo utilizando un método gréafico, donde los valores de la biomasa en
la fase exponencial de crecimiento se transformaron a Ln (logaritmo natural) y se grafican
contra el tiempo, la grafica se ajust6 a una linea recta y la pendiente de esta correspondid a p
y a partir de este se calculé el tiempo de duplicacién celular (td) que es el tiempo que tarda
en duplicar la cantidad de biomasa correspondiente al indculo, obteniéndose mediante la
siguiente formula td=In(2)/u (Kieran et al., 1997) y (Rodriguez-Monroy et al., 2000) y el
indice de crecimiento (IC) dado por la biomasa seca final menos la biomasa seca inicial

dividido por la biomasa seca inicial.

6.4.4 Morfologia y viabilidad celular del cultivo de callos
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La viabilidad celular de los cultivos se midi6 empleando el método del diacetato de
fluoresceina (DAF) (Nadel, 1989). Para preparar la solucion se pesaron 5 mg de DAF, se
disolvi6 en 1 mL de acetona y se almaceno a 4°C. Al momento de la medicidn, en un tubo
Eppendorf de 1.5 mL se tomd con una espatula una alicuota del cultivo de callos y se
resuspendid en medio liquido. Por otro lado, en otro tubo eppendorf se adicionaron 500 pL.
de la mezcla antes mencionada y se combinaron con 500 pL de la suspension celular, se dejo
reposar por 1 min, se tomaron 50 pL. de esta suspension y se coloco en un portaobjetos para
ser observada la morfologia haciendo observaciones al microscopio y utilizando objetivos de
40 y 10X. Seguido se encendio la lampara de epifluorescencia (Nikon Eclipse E 400, Super

high pressure mercury lamp, Modelo HB-10103AF) para observar la viabilidad celular.

El porcentaje de viabilidad de cada muestra se determiné dividiendo el nimero de células
tefiidas de verde dividido por el nimero total de células contadas. Los analisis de morfologia
celular y viabilidad realizadas tanto en los cultivos de callos como en suspension se realizaron

empleando un microscopio de epifluorescencia (Jones & Senft, 1985).

6.5 Establecimiento de los cultivos en suspension en matraz

Una vez obtenido y caracterizado el cultivo de callos friables de B. fagaroides de 28 dias de
edad se establecieron cultivos de células en suspension afiadiendo 2 g de biomasa fresca de
callos, se transfirieron a matraces Erlenmeyer de 250 mL de capacidad conteniendo 75 mL
de medio liquido y se emplearon los siguientes tratamientos: T3 (MS 2,4-D: CIN 2:2 mgL"
1), T8 (MS 2,4-D: CIN 4:2 mgL™), T10 (MS 2,4-D: CIN 4:4 mgL™), T13 (B5 2,4-D: CIN
2:2 mgL™?) debido a que en la induccién de callo fueron los favorecieron su desarrollo, asi

como el tratamiento con medio B5 2,4-D:ANA:Zeatina 4:1:1 mgL™. El cultivo celular con
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la combinacion de RCV que favorecio al establecimiento de un cultivo celular estable se
resembrd cada 15 dias durante seis meses.

6.5.1 Cinética de crecimiento y determinacion de los parametros cinéticos del cultivo en

suspension

La cinética del cultivo de células en suspension se realizo utilizando 42 matraces Erlenmeyer
con capacidad de 250 mL con 75 mL de medio MS liquido y empleando la combinacion de
RVC 4 mgL*de 2,4-D y 2 mgL* de Cinetina. A cada matraz se le adicion6 un indculo de
2+0.5g de células (previamente filtradas con embudo Buchner sin llevarlas a sequedad total).

Los cultivos se incubaron en fotoperiodo de 16 h de luz/8 h de oscuridad a 25 £+ 2 -C.

Se determinaron las biomasas frescas y secas tomando muestras cada tres dias despueés de la
inoculacion hasta los 39 dias. Durante el ensayo se registraron los pesos de las biomasas

frescas de la misma manera como se describio en la secciéon 6.2.3.

6.5.2 Morfologia y viabilidad celular de los cultivos en suspension

La viabilidad celular de los cultivos se midio empleando el método DAF (Nadel, 1989) y se
preparé como se menciond previamente en la seccion 6.4.1. Al momento de la medicion, en
un tubo Eppendorf de 1.5 mL se adicionaron 500 pL de la mezcla de DAF y se combinaron
con 500 pL de la suspension celular, se dejo reposar por 1 min, se tomaron 50 puL de esta
suspension 'y se colocO en un portaobjetos para ser observada al microscopio de
epifluorescencia (Nikon Eclipse E 400, Super high pressure mercury lamp, Modelo HB-
10103AF). El porcentaje de viabilidad de cada muestra se determind como se describid

previamente en la seccion 6.4.1.
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6.5.3 pH

El pH es la medida de la concentracion de iones hidronio [H*] en el cultivo in vitro vegetal,
que usualmente se ajusta entre 5y 6 (McDonald & Jackman, 1989). El pH de los cultivos en
suspension se determiné cada tercer dia empleando un potenciémetro (Marca Science-Med).
Para ello primero se filtraron y se separaron las células de la biomasa y al medio liquido

filtrado se le realiz6 las mediciones de pH cada tercer dia.

6.5.4 Cuantificacion del consumo de azucares en el medio de cultivo de B. fagaroides

Para la cuantificacion del consumo de azucares en los cultivos en suspension se realizaron
curvas de calibracion de los azucares sacarosa, glucosa y fructosa para determinar el consumo
de carbohidratos presentes en el medio de cultivo de las células en suspension. Para cada uno
de los tres azlcares se realizd una curva empleando siete concentraciones diferentes, las
cuales fueron: 30, 15, 7.5, 3.75, 1.87, 0.94 y 0.47 mg/mL. La cuantificacion se realizd por
CLAR, en el equipo Waters 7117 plus Autosampler con un flujo de operacion de 1 mL/min
a 25°C. Como fase estacionaria se utilizé una columna amino UG80, tamafio 5 pm (4.6 mm
x 150 mm), como fase moévil H.O:CH3CN, en una proporcion 80:20 respectivamente. Los

datos obtenidos se reportaron como gramos de sustrato por litro de medio S (g/L™).

6.6 Estudio fitoquimico de los cultivos in vitro de Bursera fagaroides

6.6.1 Obtencidén de los extractos

La obtencidn de los extractos del cultivo in vitro se realiz6 a los cultivos de callos y células

en suspension. Para ello, la biomasa fresca del cultivo de callos de los dias 0, 7, 14, 21, 28,
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35, 48, 49 y 56 asi como las células filtradas de los cultivos de células en suspension de los
dias 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33, 36 y 39 se colocaron en tubos falcon con
capacidad de 50 mL (previamente pesados). Las muestras se congelaron y posteriormente se
liofilizaron hasta llevarlos a sequedad total. Una vez secas las muestras se molieron hasta
obtener un polvo fino. EI material pulverizado se macer6 por triplicado con diclorometano
(CH2Cl.) durante 24 h con una proporcion de 1 g de material vegetal por 10 mL de disolvente,
las muestras se concentraron separando el disolvente por destilacion a presiéon reducida
utilizando un rotaevaporador (Blichi R-100). Por otro lado, se realizaron extracciones
liquido-liquido a los sobrenadantes de los cultivos en suspension colectados y filtrados en las
diferentes etapas de crecimiento empleando CHCl,, siguiendo el mismo procedimiento
descrito previamente. Los productos obtenidos se llevaron a sequedad completa a
temperatura ambiente y el procedimiento se repitio tres veces. Los rendimientos, expresados
en porcentaje, se determinaron para cada uno de los extractos y se almacenaron hasta su

posterior uso.

6.6.2 Perfil quimico e identificacion de los compuestos mayoritarios

Una vez obtenidos los extractos de cada uno de los dias de los cultivos de callos y células en

suspension (biomasa y sobrenadante), se analizo el perfil quimico.

En primer lugar, se realizé una CCF, utilizando hexano-acetato de etilo (5:5) como sistema
de elucion. Las placas sin revelador se expusieron a irradiacion con luz UV de onda corta a
254 nm, de onda larga a 360 nm, y luego se revelaron con sulfato cérico amoniacal. Las

placas sin tratamiento quimico y expuestas a irradiacién con luz ultravioleta a 360 nm
Pagina 44



717

718

719

720

721

722

723

724

725

726

727

728

729

730

731

732

733

734

735

736

737

738

739

permitieron la identificacion de la escopoletina (mancha azul brillante con Rf=0.32) como
compuesto principal. Posteriormente, y para confirmar la presencia de escopoletina en los
cultivos, se inyecté mediante CLAR una alicuota de 10 uL de cada uno de los extractos (2
mgmL™?), utilizando un sistema de elucion de mezcla agua/acetonitrilo (70:30), y

manteniendo un flujo constante de 1 mLmin* durante 30 min.

Para la cuantificacion de la escopoletina, primero se realizé una curva de calibracion
utilizando un estdndar comercial como referencia. Se utilizaron cinco concentraciones
diferentes: 50, 25, 12,5, 6,25 y 3,125 ugmL* del compuesto disuelto en acetonitrilo de grado
CLAR. EI cromatograma se leyé a una longitud de onda de 350 nm. Por altimo, se cuantifico
la produccion de escopoletina para cada punto de la cinética de crecimiento del cultivo de
callos trazando la biomasa seca frente a la produccidon de este metabolito. El analisis se realizo
por triplicado y los resultados se mostraron como mg/mL™* de biomasa seca. Por Gltimo, los

resultados obtenidos se compararon con el extracto de las hojas de la planta silvestre.

Tras realizar el analisis de identificacion y cuantificacion de escopoletina en los diferentes
dias de cultivo del callo, se procedio a separar e identificar los compuestos mayoritarios. El
extracto con CH,Cl, (3.3 g) obtenido de cultivos in vitro de los dias 15 a 35 se fracciono
mediante CCA, previamente empacada con gel de silice. Se recogieron fracciones de 150
mL, obteniéndose 182 fracciones monitorizadas por CCF. Las fracciones que mostraron

similitud en CCF se agruparon obteniendo 6 grupos (Figura 12).

El grupo NPM 2 (cristales blancos, 12 mg) mostrd por CCF contener un Gnico compuesto, y
el analisis CG/EM indico que estaba constituido por y-sitosterol (4), el grupo NPM 4 (cera
amarilla clara, 4,9 mg) presentd una mezcla de los compuestos dehidrodiosgenina (5) y

estigmasterol (6), finalmente el grupo NPM 6 (sélido amarillo claro, 28,1 mg) indicé la
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740  presencia de una mezcla de varios compuestos, el principal era la escopoletina (7) (Figura

741 12).

742

Biomasa seca
Cultivo in vitro

A 4
Extracto CH,Cl,
33¢g

| FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICO |
Hexano - AcoEt

l95:5 190;10 lSS:]S 80:20 l 80:20 175;25 "170:30
A

NPM110-01 NPM110-02 NPM110-03 NPM110-04 NPM110-05 NPM110-06 NPM110-07
F1-F25 F26 F27-F53 F54-F62 F63-F106 F107-F114 FI15-F182

lC(}-EM [ ca-em CGEM

! R

y- sitosterol estigmasterol dehidrodiosgenina escopoletina

743

744  Figura 12. Fraccionamiento por Cromatografia en Columna Abierta para la identificaciéon de los
745  compuestos mayoritarios obtenidos a partir del extracto de CH,Cl, del cultivo in vitro de Bursera

746  fagaroides.

747 6.7 Actividad citotoxica

748

749  La actividad citotoxica de los extractos de CH2Cl, de las hojas de la planta silvestre y el
750  cultivo de callos se evalu6 mediante el método MTS (Bork etal., 1997). Se utilizaron
751  diferentes lineas celulares HepG2 (carcinoma hepatocelular), HeLa (carcinoma cervical),
752  PC3 (carcinoma de préstata) y H1299 (carcinoma de pulmon). Las lineas celulares se

753  obtuvieron de ATCC. También se incluyé una linea celular de fibroblastos humanos
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inmortalizados (HFF-1) como control de células no cancerosas. Las lineas celulares PC3 y
H1299 se cultivaron en medio RPMI-1640, mientras que HepG2, HeLa, MCF7 y HFF-1 se
cultivaron en DMEM suplementado con un 10 % de suero bovino fetal y un 10 % de suero
bovino y 2 mM de glutamina. Todos los cultivos fueron incubaron a 37 °C en una atmosfera
con el 5 % de CO,. Se sembraron células (5x103 células/pocillo) en placas de 96 pocillos
para iniciar la evaluacion citotoxica. Las soluciones madre de cada extracto se prepararon a
partir de 10 mg/mL (10.000 ugmL). Se pesé una cantidad de 1 mg de extracto y se disolvid
en 100 uL de DMSO. Se realiz6 una curva de respuesta utilizando concentraciones de 200,
100, 50, 25 y 12.5 ugmL™, mientras que, en las células HFF-1, las concentraciones fueron
400, 200, 100, 50 y 25 ugmL™. EI control negativo fue DMSO al 0.5 % en medio de cultivo.
Tras el tratamiento, las células se incubaron a 37 °C en una atmodsfera de CO2 al 5 %. Se
utilizo paclitaxel como control positivo. Para determinar el nimero de células viables en
proliferacion, se utilizo un CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay kit
(Promega Corporation. Madison, WI, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. La
viabilidad celular se determin6é por absorbancia a 450 nm utilizando un lector ELISA
automatizado (Promega, Madison, WI, EE. UU.). Los experimentos se realizaron por
triplicado en tres experimentos independientes. Los datos se analizaron con el programa
estadistico Prism 8.0 (Graphpad Software Inc., La Jolla, CA, EE.UU.), y las concentraciones

inhibitorias (1Cso) se determinaron mediante anélisis de regresion.

6.8 Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron por triplicado para cada tratamiento y se repitieron tres veces

y se presentan como medias + DE. Los analisis estadisticos se realizaron analisis de varianza
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777  de unavia (ANOVA), seguido de una comparacién multiple de medias (Tukey). Se utilizo el
778  programa GraphPad Prism 9.4.1 (681) y se considerd que un valor p< 0.05 de significancia

779  estadistica.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento e identificacion de los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en las hojas

de la planta silvestre de B. fagaroides.
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7.1 Rendimiento de los extractos de las hojas de la planta silvestre de B.
fagaroides

La maceracién con hexano, CH.Cl, y metanol permitio obtener los siguientes rendimientos:
(15.3 g, 1.18 %) para el extracto hexanico, (15.5 g, 1.2 %) para el extracto con CH2Cl, y

(60.90 g, 5.4 %) para el extracto metanolico.

7.2 Estudio fitoquimico del extracto con CH2Cl> de las hojas de la planta silvestre

Los compuestos volatiles presentes en el extracto de CH2Cl fueron analizados por CG-EM.
El estudio muestra que las hojas de la planta silvestre de B. fagaroides producen 22
metabolitos volatiles distribuidos en seis terpenos (14.9 %), 5 acidos grasos (7.4 %), 4
alcanos (27.3%), un esteroide (0.05%) y cinco triterpenos (22.0 %). Los metabolitos méas
abundantes fueron el alcano hentriacontano con un tiempo de retencion de 32.06 minutos y
abundancia relativa de 19.1 %, y el triterpeno friedelina (RT = 40.28 min y abundancia
relativa = a 10.1 %). En conjunto los alcanos representan el mayor porcentaje de abundancia
seguido por los triterpenos los cuales fueron identificados como betulina (2.8 %), p-amirina
(1.5 %), betulinaldehido (0.8 %), lupenona (1.3 %), lupeol (6.3 %) y friedelina (10.1 %).

Tabla 7.
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Tabla 7. Compuestos encontrados en el extracto con diclorometano (CH,Cl,) en las hojas de la planta silvestre de B. fagaroides.

No

O© 00 NO Ol WN B

NNONNRPR R RRRRRR R
NNRFE ©O©Ww~NOoOohwNERO

Compuesto

Hexahydrofarnesyl acetone
2-Hydroxy-1,1,10-trimethyl-6,9-epidioxydecalin
1-Hexadecyn-3-ol, 3,7,11,15-tetramethyl-
4,8,12,16-Tetramethylheptadecan-4-olide
Methy! tetracosanoate

a-tocospiro A

Nonacosane

Methyl hexacosanoate

Pentacosanoic acid, 2,10-dimethyl-, methyl ester
Ethyl cholate

Hentriacontane

methyl octacosanoate

Vitamin E

Octadecane, 3-ethyl-5-(2-ethylbutyl)-
Triacontane-1,30-diol

Azafrin

Betulin

Beta-Amyrin

Betulinaldehyde

Lupen-3-one

Lupeol

Friedelin

TR (min)

17.67
20.20
20.58
22.45
27.28
29.50
29.69
30.10
30.80
31.83
32.06
32.49
32.62
33.38
34.17
35.72
38.78
36.19
36.31
36.59
37.12
40.28

Abundancia Formula Molecular

(%0)
4.4
0.6
0.5
1.4
1.4
8.1
2.4
2.4
0.9
0.5
19.1
1.3
0.5
0.8
5.0
0.8
2.8
1.5
0.8
1.3
6.3
10.1

C1sH360
C13H2203
Ca0H330
C21H4002
Ca5H5002
C29H5004
C27Hs402
CasHs60:
C26H1405
CaiHes
C29Hs30:
C29H500:
CoeHs4
Cs0Hs20:
C27H3304
C3oHs002
CsoHs00
C3oHasO2
CsoH4s0
C3oH5,0
CsoHs00

16n molecular

268.3
226.2
294.3
324.3
382.4
462.4
408.5
410.4
424.4
436.3
436.5
438.4
430.4
366.4
454.5
426.3
442.4
426.4
440.4
424.4
426.4
426.4
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Por otro lado, el andlisis fitoquimico del extracto CH2Cl. de las hojas de la planta silvestre
permitié la identificacion de tres compuestos correspondientes al grupo de los lignanos, los
cuales fueron caracterizados como vyateina (1), 7°8 -dehidropodofilotoxina (2) vy
acetilpodofilotoxina (3) purificados por una combinacion de cromatografia en columna con
CLAR como se describe en la seccion 6.3.3. Los cromatogramas de la purificacion de estas

sustancias se describen previamente.

(1) (2) (3) j\
on 0
o ~ o) ~
G CII T
o 0 g "-\<
O B 0
HsCO i OCHj
den, HaCO T OCHj
3

Figura 13. Estructuras quimicas de los compuestos de tipo lignano caracterizados mediante CLAR.

(1) yateina, (2) 7°8"-dehidropodofilotoxina y (3) acetilpodofilotoxina.

7.2.1 Caracterizacion del compuesto yateina presente en el extracto de CH2Cl, de las

hojas de la planta silvestre

A continuacién, se describe en detalle la caracterizacion por RMN del lignano mas abundante
caracterizado e identificado como yateina (1), los lignanos 2 y 3 fueron identificados por

comparacion directa (CCF, RMN-1H) con muestras auténticas disponibles en el laboratorio.

El espectro de resonancia magnética nuclear del compuesto 1 correspondiente a la yateina
yateina (Espectro 1) muestra sefiales aromaticas correspondientes a un sistema ABX: una

senal doble de doble en 6 6.45 (1H, dd, J=7.8, 1.6 Hz) un doblete en 66.64 (1H, d, J=7.8 Hz)
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y otro doblete en 06.43 (1H, d, J=1.6 Hz), que corresponden a un anillo aromatico
trisustituido (Figura 14), el cual contiene un anillo de metilendioxi cuya sefial aparece en 65.8
(2H, d, J=5.6 Hz). Por otro lado, en 66.32 aparece una sefial ancha que integra para 2H, los
cuales se asignan a los protones del anillo C, que esta sustituido por tres metoxilos como se
evidencia en las sefiales en 83.77, s (6H), y 063.74, s (3H) asignables a los metilos de los
metoxilos (Figura 15). Este analisis permite corroborar la presencia de un lignano de tipo
dibencilbutano, que contiene un anillo de lactona, evidenciado por la presencia de un sistema
ABX alifatico asignado al metileno de la posicion base del oxigeno de la lactona (H9) que
resuenan como dos dobles de dobles en 64.17 (1H, dd, J=9.4, 7.5 Hz) y 63.88 (1H, dd, J=9.1,
7.5 Hz). Asi mismo, las sefales para los protones H8 y H8" se localizan en 62.42 y 2.59 como
multipletes, mientras que los protones del metileno asignado a H7 resuenan como un
multiplete centrado en 62.54; los dobles de dobles en 63.57 (14.1, 7.0 Hz) y 6 3.83 (14.1, 5.0
Hz) se asignan al metileno de C-7 (Figura 16). Estos datos fueron corroborados mediante las
correlaciones 1H-1H y 1H-13C observadas en los espectros COSY, HSQC y HMBC. Las
evidencias espectroscopicas discutidas hasta el momento indican que este lignano presenta
estructura de dibencil butirolactona y el patron de sustitucion deducido (metilendioxi y 3
OMe) sugiere gue se trata de la yateina, lignano presente en Antrhriscus sylvestris (Ikeda et
al., 1998). La comparacion de los datos de RMN *H y *3C con los descritos para la yateina
corroboraron la identidad de este lignano. Los lignanos 7°8"-dehidropodofilotoxina y acetil
podofilotoxina fueron aislados anteriormente de la corteza de B. fagaroides (CITA) por lo
que su caracterizacién se llevé a cabo por comparacion directa con muestras auténticas

existentes en el laboratorio.
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Establecimiento y caracterizacion de cultivos in vitro de callos a partir de

explantes de hojas de B. fagaroides.
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7.3 Estudio biotecnoldgico

7.3.1 Cultivo de clones por esqueje

El mejor tratamiento para el desarrollo y cultivo de clones por esquejes en macetas de la
planta mantenida en condiciones de invernadero fue al emplear fibra de coco como sustrato
(Figura 17, A-D). Como se puede observar, casi al inicio del cultivo de los esquejes (dia 12,
17A), estos favorecieron la presencia de brotes foliares de aproximadamente 0.5 cm de
longitud, posteriormente, a los 25y 70 dias se desarrollaron hojas sanas y jovenes con una
longitud de entre 2 a 3 cm con una coloracion verde claro (B y C), mismas que a los 2 meses

y medio (140 dias, 14D) la coloracion de las hojas se torno verde més oscuro.

No obstante, al emplear arena de rio como sustrato en las macetas para el desarrollo de
esquejes (Figura 17, E-H) esta no fue favorable. Como se puede apreciar en las figuras 17E-
G, se desarrollaron brotes foliares, sin embargo, no se desarrollaron ni obtuvieron hojas como
con el tratamiento de fibra de coco. Cabe sefialar que a los dos meses y medio (17-H) los

brotes se secaron y no volvieron a desarrollarse.

Las hojas jovenes desarrolladas a partir del sustrato con fibra de coco se utilizaron para el
establecimiento de los cultivos de células desdiferenciadas (callos) como se describe a

continuacion.
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Figura 17. Cultivo los esquejes de B. fagaroides cultivados en condiciones de invernadero,

observados en diferentes dias y empleando dos sustratos: fibra de coco y arena de rio. Ay E) dia 12,

ByF)dia25 CyG)dia70y Dy H) dia 139.
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7.3.2 Induccidn de callo en explantes de hoja de B. fagaroides

Para la induccion de callo, primero se desinfectaron hojas cultivadas por esquejes. El
protocolo de desinfeccion empleado resulté favorable debido a que los explantes
mantuvieron su coloracion y apariencia verde, ademas, dicho proceso, permitié obtener 90
% de las hojas libres de contaminacion en los diferentes tratamientos y condiciones probadas
(Figura 18A), por lo que este método resultd eficaz no solo para obtener material vegetal,

sino también para la desdiferenciacion de explantes y la obtencion de callos.

De los veinte tratamientos probados, el tratamiento nimero tres que contenia medio MSy la
combinacion de 2 mgL™ de 2,4-D y 2 mgL™ de cinetina promovieron la induccion de callo

en un 86.7 % como se resume en la tabla 8.

Cabe sefialar que, como se aprecia en la figura 18B hubo una mayor proliferacion de callos
en la base de los explantes (region marcada con flechas negras) posterior a los 30 dias. Sin
embargo, después de los subcultivos de las células con dicho tratamiento, se desarrollaron
callos mas compactos, oxidados y con una coloraciéon café (Figura 18C), por lo que se
transfirieron a medio B5 con 4 mgL* de 2,4-D, 1 mgL* de ANA 'y 1 mgL™! de zeatina. Como
se muestra en la figura 18D, ese medio y con esa combinacion de RVC promovié una mejor
formacion de callos, una mejor respuesta de crecimiento con aspecto friable, que al observar
al microscopio se disgregaron facilmente y se pudieron apreciar células individuales donde
predomind una morfologia alargada y encontrando ademas células circulares (Figura 18E,

flechas negras), con un porcentaje de viabilidad celular del 98 % (Figura 18F).
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Figura 18. Induccidn y desarrollo de callos a partir de explantes de hoja de B. fagaroides cultivados

en fotoperiodo. (A) Desinfeccion de los explantes, (B) callo desdiferenciado después de 30 dias en
medio MS suplementado con 2,4-D: cinetina en una proporcion de 2:2 mgL?, (C) cultivo de callos
en medio MS suplementado con 2,4-D: cinetina en una proporcion de 2:2 mgL™ tras los subcultivos,
(D) cultivo de callos a los 30 dias en medio B5 con 2,4-D: ANA: zeatina en una proporcion de 4:1:1
mgL™, (E, F) morfologia y viabilidad celular en medio B5 con 2,4-D: ANA: zeatina en una proporcion
de 4:1:1 mgL™?, medio B5 con 2,4-D: ANA: zeatina en una proporcion de 4:1:1 mgL™,

respectivamente, a los 30 dias de cultivo. Barra = 0.5 cm y objetivo 40X.
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Tabla 8. Efecto de los Reguladores de Crecimiento Vegetal y medios de cultivo en la

induccion de callos de Bursera fagaroides.

RVC (mgL™)

No. TRAT. MEDIO 2,4-D CINETINA CALLO (%) + DE
1 MS 2 0 0.00+0.00¢
2 MS 2 | 0.00+0.00¢
3 MS 2 2 86.67+5.77
4 MS 3 1 0.00+0.00¢
5 MS 3 2 0.00+0.00¢
6 MS 3 3 0.00:0.00¢
7 MS 4 1 0.00+0.00¢
8 MS 4 2 33.33+5.77°
9 MS 4 3 0.00:£0.00¢
10 MS 4 4 26.67+5.77°
11 B5 2 0 0.00+0.00¢
12 B5 2 1 13.33+5.77°
13 B35 2 2 16.67+5.77¢
14 B5 3 1 0.00£0.00¢
15 B5 3 2 0.00+0.00¢
16 B5 3 3 0.00+0.00¢
17 B5 4 1 0.00+0.00¢
18 B5 4 2 0.00:£0.00¢
19 BS 4 3 0.00:£0.00¢
20 BS 4 4 0.00:£0.00¢

RVC = Reguladores de Crecimiento Vegetal. Los datos muestran las medias + la Desviacion Estandar. Los
valores con la misma letra en las columnas no son estadisticamente diferentes de acuerdo con la prueba de
comparacion multiple de medias (Tukey), con una significancia definida de p<0.05.

Es importante mencionar que existen pocos estudios sobre la formacién y el desarrollo de
callos en la familia Burseraceae, ya que algunas especies son arboreas y lefiosas, con un alto
contenido de hongos endofiticos, algunas de ellas estan en peligro de extincion y son muy
recalcitrantes, lo que conlleva a que haya una germinacion reducida (Bonfil et al., 2007),

(Mishra & Kumar, 2010), (Bonfil-Sanders, et al., 2008). Ademas, los copales y cuajiotes del
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género Bursera presentan dificultades para la germinacion y/o obtencion de plantulas y callos
a partir de semillas. Estas dificultades se deben a que el fruto tiene una cubierta relativamente
dura y pasa por el sistema digestivo de ciertas especies de aves, donde se ablanda y facilita
la germinacién (Cultid-Medina & Rico, 2020), (Rzedowski & Guevara-Féfer, 1992). Otra
opcion es utilizar tratamientos de pregerminacién como la inmersion en acido clorhidrico o
escarificacion mecénica, para obtener plantas in vitro. Asi mismo, se ha descrito el uso de
algunas auxinas para obtener callos en el género Bursera. Por ejemplo, en un cultivo de
esquejes ex vitro de B. fagaroides, el tratamiento con 1500 ppm de acido indolbutirico (AIB)
permitio la formacion de un 70-85 % de callos tras cuatro meses (Bonfil-Sanders, et al.,
2008). Por otro lado, la aplicacion de 1.5 mgL™* de 4cido indolbutirico (AIB) sobre explantes
de tallos de B. laxiflora permitio la induccion del 80 % de callos después de 30 dias (Mc-
Caughey et al., 2020). En otro trabajo, al utilizar una combinacién de &cido naftalenacético
(ANA, 3 mgL™?) y 6-bencilaminopurina (BAP, 0.5 mgL™), se obtuvo un 95 % de induccién

de callo a partir de B. linaloe a los 40 dias de tratamiento (Pavon-Reyes et al., 2017).

Entre los diferentes tipos de auxinas se encuentra el 2,4-D, una auxina sintética que provoca
una rapida proliferacion celular, formacidn y un crecimiento éptimo del callo. Ademas de ser
el regulador del crecimiento mas utilizado en el cultivo de tejidos de cereales, asi mismo, se
ha utilizado para la induccion de callos iniciando la desdiferenciacion a partir del quinto dia
en cultivos (Malik et al., 2003), (Zheng & Konzak, 1999) y (Carsono et al., 2021). Algunos
estudios sugieren que, cuando la concentracion de 2,4-D es igual o superior a 3 mgL™, se
observa un crecimiento desorganizado que favorece la formacién de callos, pero, cuando se
utilizan concentraciones mas elevadas, se produce una inhibicion de la division celular

(Malik et al., 2003), (Zheng & Konzak, 1999) y (Ozias-Akins & Vasil, 1983).
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7.3.3 Cinética de crecimiento y determinacién de los parametros cinéticos del cultivo de
callos

La cinética de crecimiento del cultivo de callos de los pesos de las biomasas frescas y secas
se muestran en la figura 19A. La curva de la cinética de crecimiento mostrd un
comportamiento sigmoideo durante los 63 dias (9 semanas), en la cual se observo la fase de
adaptacion en los dias 1 al 14, posteriormente, la fase exponencial que comprendié los dias
14 a 42 alcanzando una velocidad especifica de crecimiento p = 0.059 dias™ y un tiempo de
duplicacion celular td = 11.8 dias. La fase estacionaria comprendié los dias 42 a 56 y
finalmente la fase de muerte en los dias 56 a 63. Cabe sefialar que el mayor Indice de
Crecimiento Celular (IC) se observo en el dia 28. Este es el primer informe sobre la
caracterizacion de un cultivo de callos de Bursera fagaroides. (Mishra & Kumar, 2010)
realizaron la induccion de callos en Commiphora wightii (Burseraceae) utilizando 5 mgL™*
de 2,4-D y 0.5 mgL* de BAP, obteniendo 5.78 g de biomasa fresca maxima. Por otro lado,
(Al-Abdallat et al., 2023) obtuvieron 32.41 g de biomasa fresca y 0.89 g de biomasa seca en
un cultivo de callos de Commiphora gileadensis (Burseraceae) utilizando altas
concentraciones de auxina con respecto a la citoquinina. En este estudio, se obtuvieron
concentraciones ligeramente inferiores de biomasa seca (0.78 g). Esto debido probablemente
a la combinacion y concentracion de los RCV utilizados. Ademas, los resultados obtenidos
se compararon con estudios de la misma familia (Burseraceae); sin embargo, las especies del
género Bursera son muy recalcitrantes y dificiles de propagar, como se ha descrito

anteriormente (Ramos-Ordofiez et al., 2016) y (Garcia-Aguilar et al., 2021).
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Por lo anterior, se puede observar que la combinacién de los RCV con el medio utilizado en
esta investigacion favorecid la acumulacion de biomasa, lo que permitio caracterizar el
cultivo. La curva de crecimiento determinada por los puntos analizados, expresada en
biomasa fresca y seca, presentd una curva sigmoidea con cuatro fases distintas (adaptacion,

exponencial, estacionaria y muerte).

7.3.4 Porcentaje de viabilidad, apariencia y morfologia celular del cultivo de callos

El porcentaje de viabilidad celular se muestra en la figura 19B, asi como la apariencia de los
cultivos de callos vistos al microscopio (morfologia y células tefiidas con DAF) en las fases
adaptacion, exponencial, estacionaria y muerte se presentan en la figura 19C y 19D. Como
se puede observar, al inicio del cultivo (dia 0) se observo una viabilidad celular del 81% el
cual incremento considerablemente a 91 % en el dia 14, en esta etapa, el cultivo present6 una
consistencia friable con una coloracion amarillo claro, observando principalmente células
alargadas. Posteriormente, en la fase exponencial que comprendio los dias 14 a 42 los callos
adquirieron una coloracién que cambid de verde claro a verde méas oscuro con una media de
entre el 80 y 90 % de viabilidad, en esta fase principalmente células con una morfologia
circular. Después, en la fase estacionaria, los callos tomaron una coloracion café claro en las
partes mas externas, y la forma de las células en esta fase se empez6 a alargar y el porcentaje
de viabilidad en promedio fue del 80 %. Finalmente, en la fase de muerte celular se observo
un agotamiento en el medio de cultivo donde los callos tomaron una coloracion café oscuro

alcanzando una viabilidad del 56 %
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Figura 19. A) Curva de crecimiento celular, B) Porcentaje de viabilidad celular, C y D) Apariencia

y morfologia celular de Bursera fagaroides.

Como se puede observar, la mejor respuesta de induccién de callos se observé con
concentraciones de 4 mgL* de 2,4-D en combinacion con ANA y zeatina en una proporcion
de 1:1 mgL"* en medio B5, con un callo de color amarillo claro, friable y sin oxidacion, con
altos porcentajes de viabilidad celular y morfologias circulares y alargadas en las diferentes

etapas de crecimiento (Figura 19C). Estos resultados coinciden parcialmente con los
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reportados por (Padua et al., 2014), quienes mostraron dos tipos de morfologias de callos en
Coffea arabica.

7.4 Perfil quimico de la biomasa seca del cultivo de callos de B. fagaroides

presente en la cinética de crecimiento y comparacion con el estdndar de escopoletina

El extracto de CH2Cl> de la biomasa vegetal seca de cada uno de los dias de la cinética de
crecimiento de B. fagaroides se analiz6 primero cualitativamente mediante CCF (Figura 20).
En la fase de adaptacion (dias O y 7), se observo una produccion minima de metabolitos
secundarios en comparacion con la fase estacionaria, en la que se observaron compuestos de
baja polaridad asociados al crecimiento celular. Sin embargo, en la fase estacionaria, su
produccion aumento considerablemente, manteniendo la concentracion maxima desde los
dias 42 a 56. Este analisis sugiere que el cultivo de callos de esta especie sintetiza compuestos
de menor polaridad en la fase estacionaria, posiblemente en respuesta a la ausencia de
nutrientes en el medio. Cabe sefialar que, durante el cultivo, uno de los compuestos
principales fue el que present6 un Rf igual a 0.35 con una coloracion azul brillante observada
a 360 nm, gque se obtuvo constantemente a partir del dia 14 y se mantuvo hasta el final de la
fase estacionaria, disminuyendo su presencia considerablemente en la fase de muerte celular.

Esa molécula se compar6 con el estandar de escopoletina (E) mostrado en el ultimo carril.
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Figura 20. CCF de los extractos con CHCl, de callos de B. fagaroides en diferentes dias de cultivo.

E= estandar de escopoletina. Rf= factor de retencion.

Para confirmar la presencia de escopoletina en el cultivo de callos, se utilizé un estandar

comercial y se analiz6 por CLAR a 360 nm, el cual presentd un TR de 10.27 min (Figura

21).

Escopoletina 50 pg/mL*

10.271

Espectro de Absorcién 350 nm

102066 P 1
U35bang

T T
ax 1000

Figura 21. Cromatograma del estindar de escopoletina a 350 nm (50 ug/mL™).
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Posteriormente, se analiz6 cada una de las manchas de los diferentes dias del cultivo de
callos. Para ello, se cuantifico la concentracion del compuesto escopoletina (7-hidroxi-6-
metoxicumarina) entre los dias 14 y 56. La concentracion del metabolito se expresé en ug de
compuesto por g de biomasa seca. Como se puede observar en la figura 22, en el dia 21,
correspondiente al inicio de la fase exponencial, se observé el primer pico de produccion del
metabolito (10.7 pg g1), que disminuyé a medida que la célula se encontraba en crecimiento
y division celular. Esto puede deberse a que el medio de cultivo se suplement6 con 4 mgL™
de 2,4-D. Estudios previos sefialan que cuando se adiciona escopoletina a una concentracion
superior de 1 mgL™ de 2,4-D de forma enddgena a las células de callo de Nicotiana tabaccum,
estas absorben la escopoletina del medio y la acumulan en su glicoconjugado (escopolina),
principalmente en las vacuolas (Okazaki et al., 1982; Taguchi et al., 2000). Por otro lado, se
han utilizado algunos elicitores para su sintesis. Por ejemplo, se ha descrito que la sintesis de
escopoletina se asocia con el crecimiento celular en cultivos de callos y suspensiones de Tilia
americana después de aumentar la concentracion de cobre hasta 1.2 pM (Cisneros-Torres
et al., 2019), y que el sulfato de cobre estimula su produccion en cultivos de suspensiones de

Angelica archangelica (Siatka et al., 2017).

Asi mismo, como se aprecia en la figura 22, hubo un segundo pico de produccién de
escopoletina que comenzd el dia 41 con un pico mayor al final de la fase estacionaria (dia
56) (9.6 ug g), posiblemente en respuesta a la ausencia de nutrientes. Cabe sefialar que este
compuesto es una de las fitoalexinas inducidas por diferentes tipos de estrés (Cisneros-Torres
et al., 2019; Gnonlonfin et al., 2012; Siatka et al., 2017). Cabe sefialar que existen muy pocos
informes sobre el efecto de las cumarinas naturales en la division celular y la callogénesis en

tejidos vegetales cultivados in vitro (Bagni & Fracassini, 1971).
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Figura 22. Curva de produccion de escopoletina respecto a la biomasa del peso seco en los diferentes
dias del cultivo de callos de B. fagaroides. Los valores se expresan como la media £ DE de tres

experimentos independientes.

Se ha descrito que la escopoletina posee actividades antibacterianas, citotdxicas y
antifangicas (Ara et al., 2009; Fritig et al., 1970b; Habibullah et al., 2010; Modafar et al.,
1993) y previene el aumento de peso y el efecto lipémico en ratones (Aguilar et al., 2012).
Asi mismo, algunas cumarinas se ha aislado de varias familias de plantas, como Apiaceae,
Rutaceae, Asteraceae y Fabaceae, por mencionar algunas (Matos et al., 2015). Ademas,
también se ha encontrado en la corteza de algunas especies del género Bursera, como B.
grandifolia, B. serrata y B. morelensis, asi como en las hojas de B. simuraba (Aguilar et al.,
2012; Ara etal., 2009; Habibullah et al., 2010; Infante-Rodriguez et al., 2022; Rojas-
Sepulveda et al., 2012). Sin embargo, hasta ahora no hay informes de su presencia en las

hojas de B. fagaroides.
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7.4.1 Perfil quimico del fraccionamiento por CCA del extracto con CHCl> del cultivo
de callos de B. fagaroides

Como se describio en la seccion 6.7.2 posterior a la identificacion y cuantificacion de
escopoletina en los diferentes dias de cultivo del callo, se procedio a separar e identificar los
compuestos mayoritarios. Del fraccionamiento se obtuvieron 182 fracciones las cuales
fueron agrupadas en seis grupos principales (Figuras 23 y 24). La investigacion fitoquimica
demostro la presencia de fitoesteroles ademas de escopoletina. La mezcla de y-sitosterol y
estigmasterol se aislo del extracto tras la separacion cromatografica, y sus estructuras (figuras
23 A y C) se identificaron comparando sus datos espectroscépicos con los publicados
(Infante-Rodriguez et al., 2022; Rojas-Sepulveda et al., 2012; Tripathi et al., 2013). Ademas,
se compararon sus espectros de masas con la base de datos NIST version 1.7. Estos
compuestos estan presentes en diversas especies vegetales, sus actividades biologicas han
sido investigadas a fondo y se han establecido sus efectos farmacoldgicos. Dichos
compuestos también mostraron efectos antiinflamatorios, antibacterianos y antitumorales. En
general, se encuentran aproximadamente 250 fitoesteroles en las plantas, incluidos el
sitosterol, el estigmasterol, el campesterol, el brassicasterol, el ergosterol y el B-sitosterol. Se
ha propuesto que una dieta rica en fitoesteroles puede reducir el riesgo de cancer en un 20 %
(Shahzad et al., 2017). Los esteroles vegetales alquilicos C-24 estan presentes en todas las
plantas superiores y se encuentran en las fracciones ricas en lipidos de las plantas (Sonawane
et al., 2016). Varios estudios in vitro e in vivo han demostrado la actividad citotoxica y
antitumoral de los esteroles, principalmente el B-sitosterol, un isomero del y-sitosterol que se

encuentra en la biomasa del callo de B. fagaroides (Rubis et al., 2008).
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Figura 23. Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas (CG-EM) para la identificacion de los compuestos mayoritarios obtenidos

a partir del extracto de CH,CI; del cultivo in vitro de Bursera fagaroides.
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Figura 24. Estructuras quimicas de los compuestos identificados por GC-MS y aislados por CC a partir del cultivo de callos de B. fagaroides.
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Establecimiento y caracterizacion de cultivos de células en suspension a

partir de callos friables de B. fagaroides.
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7.5 Establecimiento de los cultivos en suspension

El cultivo de células en suspension se establecié empleando cinco tratamientos como se
describe en la seccion 6.5. El cultivo celular empleando medio MS y con la combinacion de
4 mgL™ de 2,4-D y 2 mgL* de Cinetina favorecié el establecimiento de los cultivos en
suspension lo que permitio realizar su caracterizacién como se describe a continuacion.

7.5.1 Cinética de crecimiento y determinacion de los pardmetros cinéticos del cultivo de

celulas en suspension

La descripcion y caracterizacion del cultivo de células en suspension de B. fagaroides se
realizé primero obteniendo las biomasas frescas y secas en g/L como se aprecia en la figura
25. Posteriormente, se calcularon los porcentajes de viabilidad celular empleando el método
de DAF como se describio previamente en el cultivo de callos, asi mismo, se monitoreo el
pH, asi como el consumo de azUlcares totales.

La figura 25 muestra la comparacion entre biomasa fresca y seca de los dias de cultivo 0, 3,
6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33, 36 y 39 (figura 25A). También se presenta el aspecto de
los cultivos en cada uno de los dias en que se realizaron los diferentes ensayos antes
mencionados (figura 25B) y finalmente de aprecia la morfologia de las células en suspension
en cada una de las diferentes fases del cultivo (figura 25C).

Primeramente, con respecto al grafico mostrado en la figura 25A se observa la fase de
adaptacion que comprendio los dias 0 al 9, donde se observo principalmente una morfologia
circular y una apariencia del cultivo amarillo claro, la fase exponencial de los dias 12 a 18
alcanzando una velocidad especifica de crecimiento de p= 0.153 dias™, un tiempo de
duplicacion celular td de 4.51 dias con un R?=0.99, y mostrando un indice de crecimiento
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mayor (1.09) en el dia 15. Durante dicha fase se presenté tanto una morfologia circular como
alargada y el cultivo se torn6 amarillo mas oscuro y con mas densidad celular, este resultado
es similar a lo reportado por Pavdn-Reyes y colaboradores en 2016 en la especie Bursera
lindloe, cuyo cultivo de células en suspension en matraces generd una p=0.14 dias™ y un td
de 4.9 dias. La fase estacionaria comprendio los dias 18 a 27, durante esa fase se formaron
agregados celulares y predominé la morfologia alargada de la circular, con respecto el
aspecto del cultivo, este se observo de color café claro. Finalmente, la fase de muerte inici6

a partir del dia 27 al 39, como se aprecia en la figura 25B en los dias 33-39.
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Figura 25. Cultivo en suspension de B. fagaroides. A) cinética de crecimiento celular y B) apariencia del cultivo y C) morfologia celular.
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7.5.2 Cuantificacion del consumo de azucares en el medio de cultivo de B. fagaroides

Para la cuantificacion del consumo de azlcares se realizaron curvas de calibracion de los
azUcares sacarosa, glucosa y fructosa para determinar el consumo de carbohidratos presentes
en el medio de cultivo de las células en suspension. Para cada uno de los tres azlcares se
realiz6 una curva empleando siete concentraciones diferentes, las cuales fueron: 30, 15, 7.5,
3.75, 1.87, 0.94 y 0.47 mg/mL. La cuantificacion se realiz6 por CLAR, en el equipo Waters
7117 plus Autosampler con un flujo de operacion de 1 mL/min a 25°C. Como fase
estacionaria se utilizd una columna amino UG80, tamafio 5 um (4.6 mm x 150 mm), como
fase mavil H.O:CH3CN, en una proporcion 80:20 respectivamente. Los datos obtenidos se
reportaron como gramos de sustrato por litro de medio S (g/L™). Como se observa en la figura
26, las tres graficas presentaron un valor de R? muy cercano a 1 (sacarosa: 0.9969; glucosa:

0.9999; y fructosa: 0.9937) en relacion con la concentracion y area bajo la curva.

A) Sacarosa B) Glucosa C) Fructosa
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R*=0.9999
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Concentraciones (mg/mL) Concentraciones (mg/mL) Concentraciones (mg/mL)

Figura 26. Curvas de calibracion de los azlcares: A) sacarosa, B) glucosa y C) fructosa

Una vez realizada la curva de calibracion de los azlicares antes mencionados se realizo la
cuantificacién del consumo de azucares del medio de cultivo de cada uno de los puntos de la
cinética de crecimiento. La figura 27 muestra la comparacion entre la biomasa seca (linea
negra) contra el patrén de consumo de cada uno de los carbohidratos (lineas naranja, verde y

azul). Al medio de cultivo se le adicioné una concentracion de 30 g/L™ de sacarosa, sin
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1216  embargo, debido a que dicho carbohidrato tiene una naturaleza labil al calor, se puede
1217  descomponer ligeramente en D-glucosa y D-fructosa después del proceso de esterilizacion
1218 (Wang, J. et al., 2007), eso se observo en el dia 0. La sacarosa se hidrolizo casi
1219  completamente en el dia 9 que se correlacion6 con un incremento en la concentracion de los
1220  monosacaridos glucosa (27 g/L™) y fructosa (26 g/L™), posterior al consumo de sacarosa, las
1221  células usaron glucosa como segunda fuente de carbono la cual se agoto6 en el dia 21 (0.1g/L"
1222 1) e iniciando la fase estacionaria, seguido de eso, la Gltima fuente de carbono en ser
1223  consumida fue la fructosa (linea azul) esto generd que el cultivo tuviera un ligero incremento
1224 enlageneracion de biomasa, no obstante, en el dia 27 que fue cuando se agoté completamente

1225 la fuente de carbono las células entraron a la fase de muerte.

30 — 8
-8 Biomasa seca (g/L)

8- Sacarosa (g/L)
Glucosa (g/L)

o

Fructosa (g/L)

Azucares (g/L)
(71/6) eos9s esewolg

1 1 =
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39
Tiempo (dias)

1226
1227  Figura 27. Consumo de azlcares contra biomasa seca de los cultivos en suspension de B. fagaroides.

1228
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7.5.3 Viabilidad celular y pH durante el crecimiento del cultivo de células en suspension

de B. fagaroides

Con el método de diacetato de fluoresceina se logré observar la viabilidad celular debido a
la actividad enzimética de la esterasa en las diferentes fases (figura 28). El porcentaje de
viabilidad celular al inicio del cultivo fue del 88 % con una morfologia circular,
posteriormente en los dias 3 y 6 (fase de adaptacion) los valores disminuyeron a un 75 %, asi
mismo, en los dias 15 al 27 los valores oscilaron entre el 90-93 % (fases exponencial y
estacionaria). Finalmente, después del dia 27 dicho parametro disminuyé hasta un 31 %, que
es cuando al cultivo se le agotan las fuentes de carbono y por lo tanto entran a la fase de

muerte. Otro parametro que se midid fue el pH durante el cultivo (figura 25 linea azul).

El pH es la medida de la concentracion de iones hidronio [H*] en el cultivo in vitro vegetal,
que usualmente se ajusta entre 5y 6 (McDonald & Jackman, 1989). Se utiliz6 medio liquido
MS, el pH se ajustd a 5.7 antes de esterilizarlo. Se puede observar que en el dia 0 el pH fue
de 4.9, en el dia 3 aumentd ligeramente a 5.4, seguido de una nueva disminucién a 4.9 en el
dia 6, fue a partir del dia 6 que dicho parametro fue aumentando a través de las fases
exponencial y estacionaria con valores de entre 4.9 a 7.1 en dia 30 (que es cuando el cultivo
entra a la fase de muerte celular), pasados los 30 dias el pH tuvo una ligera disminucién de
6.8 en el dia 39. La concentracion de iones de hidrégeno (pH) en el medio cambia durante el
desarrollo del cultivo, ya que los tejidos vegetales tienden a acidificar ligeramente el medio
de cultivo en las primeras horas, debido a la asimilacién del amoniaco que provoca que baje
el pH; posteriormente, cuando los nitratos son consumidos, el pH incrementa durante la

absorcion de nitrato (Caspeta L., 2004).
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1263  Figura 28. Viabilidad celular contra pH del cultivo de células en suspension de Bursera fagaroides.

1264  A) Células tefiidas con DAF a 4X, B) Grafico viabilidad celular contra biomasa de peso seco.

1265

1266 7.6 Analisis del perfil quimico de la biomasa y sobrenadante en la cinética de los
1267 cultivos en suspension de B. fagaroides

1268

1269  En cuanto a la produccién de los compuestos presentes en la biomasa celular (figura 29-A),
1270  se observa de manera cualitativa por CCF que el compuesto con Rf=0.4 correspondiente a
1271  escopoletina se encuentra presente durante todo el cultivo teniendo una concentracion mayor
1272  en los dias 12 (cuando el cultivo descompone completamente la sacarosa en glucosa y
1273  fructosa y se encuentra en la fase exponencial), teniendo una concentracion maxima al dia

1274 21 (cuando se agota la glucosa y las células se encuentran en la fase estacionaria y
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disminuyendo ligeramente en los dias 24 a 33, disminuyendo considerablemente a partir del

dia 36 al 39.

Con respecto a la sintesis de los metabolitos presentes en el medio se puede apreciar en las
cromatoplacas tanto a 254 como a 366 nm (figura 29-B) que la escopoletina con Rf=2a 0.3 se
sintetiza de manera constitutiva durante las fases exponencial y estacionaria (3 al 30),

disminuyendo notablemente en la fase de muerte.

Los resultados anteriores sugieren que la escopoletina es excretado en mayor cantidad al
medio de cultivo en el sobrenadante respecto a la biomasa; sin embargo, se encuentra
presente practicamente en todo el cultivo, por lo tanto, es importante cuantificar por CLAR

la concentracion de dicho metabolito.
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1287  Figura 29. CCF del Anlisis cualitativo de extractos de cultivos en suspension de B. fagaroides en diferentes dias de cultivo con CH2Cl,. Fase normal
1288  5:5 hexano:AcOEt en luz UV 366 a una concentracion de 4mg/mL. A) biomasa y B) medio de cultivo. S=extracto CH,ClI, de las hojas de la planta

1289  silvestre, E= escopoletina y Rf= factor de retencidn.
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Posterior al anlisis cualitativo por CCF mostrado anteriormente, se realizé un estudio
general por CLAR a 260 nm (con el método descrito previamente) de la produccion de
escopoletina tanto en la biomasa como en el medio de cultivo en diferentes dias. En la figura
30-A se observa la presencia de un pico con un tiempo de retenciéon de 10.2 min relacionado
a escopoletina presente en el dia 15 de la biomasa con una concentracion baja respecto al
sobrenadante donde se aprecia notablemente un incremento en su expresion en el mismo dia
(figura 30-B), no obstante, el metabolito disminuye en el dia 21 y sintetiza otro grupo de
compuestos con tiempos de retencion: 11.7, 12.2 y 14.4 (figura 30-C) que por los espectros
de UV se sugiere que sean de la familia de las cumarinas. Por lo tanto, es importante
cuantificar por CLAR la presencia de dicha molécula en toda la cinética tanto de la biomasa
como del medio de cultivo para conocer los picos maximos de produccion, asi como conocer

qué otros compuestos son los mayoritarios.
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Figura 30. Perfil cromatogréafico del extracto con CHClI; del cultivo de células en suspension de B. fagaroides. A) Biomasa del dia 15, B) medio de

cultivo del dia 15 y C) medio de cultivo del dia 22. 335 nm.
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Comparacion de los metabolitos secundarios presentes en las hojas de la

planta silvestre, cultivos de callos y células en suspension de B. fagaroides.
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7.7 Produccion de escopoletina del extracto del cultivo de callos respecto al extracto de

las hojas de la planta silvestre

Se compard la produccion de escopoletina del extracto del cultivo de callos con la del extracto
de las hojas de la planta silvestre, y se observo que la acumulacion de escopoletina en la

planta silvestre es baja en comparacion con el cultivo de callos (Figura 31).

f: 1§
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Figura 31. Produccion de escopoletina en el extracto de callo y la hoja de la planta silvestre de B.

fagaroides.

7.7.1 Produccion de escopoletina del extracto del cultivo de callos respecto al extracto

de las hojas de la planta silvestre

Cabe sefalar que en el estudio fitoquimico del extracto de diclorometano de las hojas se
demostro la presencia principalmente de lignanos y triterpenos (Figura 32). Estos resultados

concuerdan con nuestros estudios previos sobre la corteza de B. fagaroides, donde se describe
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el aislamiento de varios lignanos de tipo ariltetralin con potente actividad citotoxica contra
las células de cancer de préstata (PC3) en comparacion con otras células cancerosas humanas
(Antunez-Mojica et al., 2021). Cabe sefialar que, los lignanos obtenidos en este trabajo
(yateina, 7'8'-dehidropodofilotoxinay acetil podofilotoxina) se obtuvieron previamente de la
corteza.

Asi mismo, es evidente la diferencia entre los perfiles quimicos de las hojas de las plantas
silvestres y la biomasa de los callos, ya que las hojas biosintetizan lignanos y triterpenos
pentaciclicos, mientras que los callos producen principalmente escopoletina cumarina, junto
con fitoesteroles. La diferencia en el perfil metabolico de la biomasa de callos en
comparacion con las hojas de plantas silvestres puede deberse a la edad de la planta y/o a la
composicién nutricional del medio B5, que contiene todos los micronutrientes y
macronutrientes, vitaminas, suplementos organicos y reguladores del crecimiento vegetal
necesarios para el crecimiento y la proliferacion de las células vegetales in vitro. Es
importante subrayar las ventajas de utilizar estudios biotecnologicos que, cuando se aplican
correctamente, pueden conducir a una produccion constante de biomoléculas, en contraste
con el material vegetal silvestre, que esta sujeto a factores climaticos, de crecimiento, bidticos

y abidticos, y otras condiciones del ecosistema.
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Bursera fagaroides

Hojas de la planta silvestre Cultivo de callos
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Figura 32. Proceso de extraccion de compuestos en hojas y cultivo de callos de B. fagaroides.

7.7.2 Comparacion de los parametros cinéticos del cultivo de callos y cultivos en

suspensién de B. fagaroides

Al comparar los parametros cinéticos (velocidad especifica de crecimiento y tiempo de
duplicacion celular) en los cultivos de callos y células en suspension mostrados en la tabla 9
se puede observar que el cultivo de callos tiene un crecimiento mas lento, al mostrar un
tiempo de duplicacion mayor (11.76 dias) respecto al cultivo en suspensién (4.51 dias). Esto
puede ser debido principalmente a limitaciones fisicas en la absorcién de nutrientes y

oxigenacion, caracteristicas del medio sélido, a la naturaleza heterogénea del callo.
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Los callos crecen en un medio sélido (gelificante como agar), lo que limita la difusion de
nutrientes y oxigeno a las células internas de la masa de callo. Las células exteriores
consumen la mayoria de los nutrientes, dejando a las interiores con recursos limitados, lo que
restringe el crecimiento. Asi mismo, los cultivos en suspension estan en un medio liquido
que suele agitarse, esto mantiene a las células individuales o pequefios grupos celulares en
contacto constante con el medio nutritivo y el oxigeno, acelerando la divisién celular, de
igual manera es importante mencionar que los callos suelen ser masas de células organizadas
de forma heterogénea y mas compactas. En cambio, los cultivos en suspension son mas
desorganizados (friables), lo que permite que una mayor parte de la poblacion celular se

divide activamente. (L. Szabados, capitulo 8), (W. Roper, 2012).

Tabla 9. Comparacion de parametros cinéticos en cultivos de callos y suspensiones

celulares de B. fagaroides.

Tipo de Cultivo U td
Callos 0.059 dias™ 11.76 dias
Suspensiones 0.153 dias™ 4.51 dias

td = tiempo de duplicacion celular
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7.8 Evaluacién de la actividad citotoxica

Los resultados de la evaluacion citotdxica de los extractos de CH2Cl> del cultivo de callos y
de la planta silvestre se muestran en la Tabla 10. En general, se observd que el extracto de la
planta de tipo silvestre tuvo una importante citotoxicidad contra HepG2 (1Cso = 20.3 £ 3.38),
HelLa (ICso = 18.6 £ 5.2) y PC3 (ICso = 12.6 + 4.6), siendo esta ultima la méas sensible. Por
otro lado, este extracto no mostrd actividad contra H1299 (ICsop = 69.1 + 6.2) vy, en
comparacion con su efecto contra la linea celular no cancerosa HFF-1 (ICso = 79.6 £ 5.2), se
observo selectividad para las lineas celulares cancerosas. Las lineas con el extracto de cultivo
de callos tuvieron un efecto insignificante contra todas las lineas celulares analizadas: HepG2
(ICso = 155.4 + 4.95), HeLa (ICso = 72 + 5), PC3 (ICso = 141 + 5.8), H1299 (ICs0 = 210.4 +

5) y HFF-1 (ICso = 95.4 + 6.2). La linea celular HeLa fue la mas sensible (ICso = 72 £ 5).

La planta silvestre mostré la mayor actividad contra la linea celular PC3 (ICso = 12.6 + 4.6),
mientras que el extracto de biomasa de callo fue més toxico contra la linea celular HeLa (ICso
=72 £ 5). Esta diferencia podria deberse a a presencia de los lignanos citotoxicos yateina (1),
7',8'-dehidropodofilotoxina (2) y acetil podofilotoxina (3) en las hojas, que mostro valores
ICso de 2.42 x 10° y 0.0109 pM cuando se probo contra células PC-3 (Antinez-Mojica et al.,
2021). Sin embargo, la biomasa del callo no produce lignanos, sino que sintetiza la
escopoletina cumarinica, que se ha descrito como poseedora de actividad citotoxica contra la

linea celular HeLa de cancer cervical humano (ICso = 7.5 a 25 uM) (Qi Tian, 2019).
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Tabla 10. Valores ICso (ugmL™) de extractos de CHCl, de plantas silvestres y cultivos de

callos de B. fagaroides.

Tipo de extracto HepG2 HeLa PC3 H1299 HFF-1
Hojas b 20.3£3.38%*** 18.6:5.2%%* 12.6+4.6%*** 69.1£6.2%*** 79.6+£5.2%
Callo® 155.4+4.95% %+ T2L5%H* 141£5 8%*%* 210.4£5%%** 95.4+6.2%

Paclitaxel ® 10.1242.5 40.23 £7.2 17.5+2.8 45.25£7 989 +21

2 Los valores de paclitaxel estan en nM. ° Los extractos de hojas y callos estan en ugmL ™ . Los valores se

expresan como la media £ SD de tres experimentos independientes. El analisis de la prueba t de Student mostré

que todos los valores de ICs; entre las hojas y el callo eran estadisticamente significativos con los siguientes

valores p: * p = 0.0276; *** p = 0.0002; **** p < 0.0001.
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1461

1. Se establecieron por primera vez las condiciones para obtener un cultivo in vitro de

callos friables de B. fagaroides utilizando una combinacion de RCV 24-
D:ANA:zeatina 4:1:1 mgL™. Identificando cuatro fases de crecimiento celular con un
punto de maximo crecimiento celular en el dia 28 con un p= 0.059 dias y td=11.8

dias.

. Se establecieron por primera vez cultivos de células en suspension de Bursera

fagaroides con un punto de maximo crecimiento celular en el dia 15 con un u=0.15

dias? y td=4.51 dias.

Los cultivos in vitro sintetizan escopoletina (tanto de manera intracelular como

extracelular), asi como y-sitosterol, dehidrodiosgenina y estigmasterol.

Mediante cromatografia en columna abierta se pudieron separar e identificar tres
compuestos presentes en las hojas de la planta silvestre: yateina, acetil podofilotoxina
y 78 -dehidropodofilotoxina. Los dos Gltimos presentes en la corteza mientras que
yateina es la primera vez que se describe en hojas. Asi como friedelina, lupeol y alfa

tocospiro A.

. Se probo la actividad citotoxica de cuatro lineas celulares siendo la mas sensible PC3

(ICs0 de 12.6£4.6) en el extracto de la planta silvestre y HeLa (ICso de 72+5) en el

extracto de cultivo de callos.
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1463 1. Analizar y cuantificar la concentracion de escopoletina asi como de los compuestos

1464 mayoritarios presentes en los diferentes dias de los cultivos en suspensiéon de B.
1465 fagaroides mediante CLAR.

1466

1467 2. Realizar la evaluacion citotoxica de los extractos de los cultivos en suspension de B.
1468 fagaroides empleando las mismas lineas celulares empleadas para callos y las hojas
1469 de la planta silvestre.

1470

1471 3. Escalar y caracterizar el cultivo en biorreactor para potenciar la produccion de
1472 escopoletina.
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