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1 RESUMEN

La familia Amaryllidaceae, ha sido muy estudiada en los ultimos afios, debido a que
muchas de sus especies presentan moléculas con potencial uso farmacologico
llamadas alcaloides. Estas moléculas se derivan del metabolismo secundario de las
plantas, y algunas de ellas han reportado usos medicinales como agentes antimalarico,
analgésicos y terapéuticos frente a enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer. En Colombia, muchas especies se encuentran en peligro de extincion, lo
cual ha sido una limitante frente al estudio selectivo de algunos individuos, como por
ejemplo: Crinum kunthianum, Eucharis amazoénica, E. grandiflora. Sin embargo, la
especie Zephyranthes carinata, es una especie de facil acceso, debido a que se puede
encontrar en puntos comerciales y zonas rurales del territorio vallecaucano, ademas, al
no ser una especie amenazada puede utilizarse como un modelo experimental
adecuado.

En la especie Zephyranthes carinata, no se han realizado muchos estudios sobre la
produccion de alcaloides, lo cual permite desarrollar una amplia linea de investigacion
para su produccion mediante procesos biotecnoldgicos, entre ellos, el tratamiento de
propagacion por organogénesis Twin Scale. Esta metodologia, permite generar gran
cantidad de individuos a partir de un bulbo principal, permitiendo una multiplicacion del
material vegetal. Por otro lado, (Tahchy, y otros, 2011) reportan el uso de sacarosa en
los medios de cultivo como un inductor que interviene en el metabolismo primario en las
plantas, y que puede generar mayor cantidad de alcaloides en las mismas.

En el presente trabajo se evalu6 el efecto del origen de material de partida (invernadero
Vs subcultivo in vitro), la edad del cultivo in vitro (2, 3 y 4 meses) y la concentracion de
sacarosa del medio (0, 3, 6, 9,12 y 15%) sobre el desarrollo del material vegetal y
potencial produccion de alcaloides. EIl material subcultivado in vitro mostré una mayor
respuesta (76,7%) y produccion de bulbillos por escamas (hasta un total de 4 0 5
bulbillos por par de escamas) respecto al material del invernadero (con 70,7% de
repuesta y un promedio 1.48 bulbillos por par de escamas). Ademas del origen del
material de partida, se encontr6 que la edad del cultivo in vitro tiene un efecto
significativo tanto en la induccion y desarrollo de los bulbillos y las hojas. En general, la
mayor respuesta se obtuvo a los 4 meses después del cultivo. En relacién a las hojas,
no se encontraron mayores diferencias entre el material proveniente del invernadero
respecto al del subcultivo in vitro, con excepcién a la longitud de las hojas que tiende a
ser mayor en el material subcultivado (promedio 7,25 cm) respecto a las inducidas in
vitro a partir del material del invernadero (promedio 5,98 cm), y al peso seco, donde las
hojas obtenidas in vitro a partir de los bulbos provenientes del invernadero presentan un
mayor peso seco (promedio 4,2 mg/ hoja) respecto a las obtenidas a partir de los
bulbillos subcultivados in vitro (promedio 3,3 mg/ hoja). La mayor diferencia significativa
se observo en el desarrollo de los bulbillos. Los bulbillos inducidos a partir del material
proveniente del invernadero presentaron el mayor peso seco (3.9 veces) a los 4 meses
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de induccidn (promedio 34,7 mg de peso seco/ bulbillo) respecto a los obtenidos a partir
del material de subcultivo in vitro (promedio 8,8 mg de peso seco/ bulbillo). Estas
diferencias se incrementaron aiun mas cuando el porcentaje de sacarosa del medio se
increment6 del 3% al 15% (promedio 45,8 mg de peso seco/ bulbillo).

Con respecto a la semi cuantificacion de alcaloides en Zephyrantes carinata, no se
lograron detectar por medio de la técnica cromatografica de capa fina (TLC). Se
concluye que es necesario utilizar una metodologia analitica mucho mas sensible tal
como lo es la cromatografia liqguida de gases acoplado a espectrofotometria de masas
(GC/MS), puesto a que la cromatografia de capa fina (TLC) necesita grandes
cantidades de material vegetal seco para que el reactivo de Dragendorff pueda revelar
la presencia de alcaloides en una muestra de manera adecuada. EI material producido
en este estudio fue secado, procesado y almacenado acorde para ser evaluado por su
contenido de alcaloides en una futura investigacion.

Palabras clave: Amaryllidaceae, Zephyranthes carinata, cultivo in vitro, Twin Scale,
alcaloides, extraccion, TLC
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2 INTRODUCCION

El género Zephyranthes pertenece a la familia Amaryllidaceae y es nativa de América.
Las plantas de esta familia son bien conocidas por su valor ornamental y propiedades
medicinales. Los compuestos activos de este género especialmente alcaloides, son
responsables de las diversas actividades farmacolégicas (Katoch et al., 2012) y hacen
parte de los metabolitos secundarios, los cuales a su vez no representan una funcion
definida en los procesos metabdlicos de las plantas. No todos los metabolitos
secundarios se encuentran en todos los grupos de plantas. Se sintetizan en pequefas
cantidades y no de forma generalizada, también su produccion se restringe a un
determinado genero de plantas, familia o incluso especie (Avalos & Perez-Urria, 2009).
La mayoria de estos alcaloides de Amaryllidaceae, se pueden clasificar en ocho
subgrupos principales, los cuales son esqueléticamente homogéneos, aunque hay
algunos que tienen estructuras que divergen de estos marcos moleculares principales.
Los alcaloides mas representativos de estos ocho subgrupos incluyen a: licorina,
licorerina, narciclasina, galantamina, crinina, pretazetina, latizodina y montanina
(Martin, 1987). En reportes previos, se ha demostrado que en algunas especies de la
familia, se resaltan caracteristicas de gran valor farmacol6gico presente en sus
metabolitos secundarios, los cuales han demostrado efectividad frente al tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer (Colque, Viladomat, Bastida, &
Codina, 2004 )

Actualmente, las Amaryllidaceae se encuentran distribuidas mayormente en la zona
andina del pais. Algunas de sus especies han sido reportadas en peligro de extincion,
entre ellas encontramos a Crinum kunthianum, Eucharis amazdnica, E. grandiflora,
Caliphuria subedentata, entre otras (Cabezas & Codina, 2012). Zephyranthes carinata
es la especie central del trabajo experimental propuesto, debido a que es una especie
encontrada en el departamento del Valle del Cauca y de la cual no se tienen muchos
reportes de estudios referentes a que se encuentre en peligro de extincion, por lo que
resulta ser una especie modelo. Ademas, esta especie presenta alto interés
farmacoldgico por sus metabolitos secundarios del tipo alcaloides. Sin embargo, si
estos alcaloides van a ser utilizados como ingredientes activos para la formulacién de
medicamentos, es necesario optimizar su produccion debido a que éstos se encuentran
a muy bajas concentraciones (menor al 0,01%) en la plantas. Este es el caso de la
licorina presente en bulbos de Galanthus elwesii y Leucojum aestivum (Nifio et al.,
2005). En un estudio previo realizado en el laboratorio de biotecnologia de la
Universidad Icesi, Peralta (2014) utilizé individuos de la familia Zephyranthes, que
fueron tratados con inductores quimicos como el metil jasmonato y el acido
araquidonico para evaluar la produccion de alcaloides, al final, logré identificar los
alcaloides Haemantamina y Vittatina que se encontraron en mayor cantidad en las
hojas de los individuos, ademas logro concluir que la produccion de alcaloides en el
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tejido vegetal (hojas y bulbillos) era mayor a la produccion obtenida en el medio de
cultivo.

En este proyecto se tuvo como objetivo principal la evaluacion de la produccion de
alcaloides en la especie Zephyrantes carinata, para ello, el presente trabajo fue
realizado mediante el uso del cultivo y propagacién in vitro de bulbillos, 6rganos
reproductivos de propagacion clonal de estas especies. Durante la micropropagacion,
se pueden modificar las condiciones tanto quimicas como fisicas del medio de cultivo,
las cuales han demostrado tener una influencia importante en la produccion de los
alcaloides (Arias et al.,2009). Teniendo en cuenta lo anterior, se recolecto material
vegetal del invernadero, y se le realizo un tratamiento de induccion de bulbillos
mediante la tecnica Twin-Scale (Fennell & Van Staden, 2004), de igual manera se
selecciono material ya inducido in vitro y fue subcultivado. Ambos materiales fueron
inducidos en el medio de cultvo para la formacion de bulbillos. A partir de ese material
generado, se trabajaron tratamientos referentes a la edad de los bulbillos (2,3,4 meses)
teniendo en cuenta el origen del material vegetal (invernadero, in vitro), tambien se
evalué la incidencia del porcentaje de sacarosa (3,6,8,12,15%) (p/v) en el medio de
cultivo, puesto que anteriormente (Selles, Bergofion, Viladomat, Bastida, & Codina,
1997) demostraron que la sacarosa al 9% de concentracion en el medio, generaba
mayor respuesta en la biosintesis del alcaloide galantamina en la especie Narcissus
confusus. Los tres tratamientos hicieron parte de la estandarizacion de la produccion de
alcaloides en Zephyranthes carinata. Posteriormente, se realizd la cuantificacion de
alcaloides mediante la técnica cromatografica TLC o cromatografia plana. La
cromatografia plana es un tipo de cromatografia liquida en la que la fase estacionaria
esta extendida sobre la superficie de un plano y la fase mévil fluye a través de ella. La
fase movil siempre sera un liqguido mientras que la estacionaria puede ser un liquido
soportado en un solido o un solido sorbente. El flujo de la fase movil se produce por
capilaridad y gravedad (Valcarcel Cases & Gémez Hens, 1988). Los analitos finales,
fueron revelados por una solucién reveladora para alcaloides llamada reactivo de
Dragendorff (Arango Acosta, 2008). La finalidad de este trabajo radica en encontrar
pardmetros controlables para la produccion de alcaloides en la especie Zephyranthes
carinata por medio de un tratamiento in vitro.
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3 DESCRIPCION

3.1 Planteamiento del problema

Colombia es un pais que presenta gran biodiversidad vegetal, sin embargo, aun hay
mucho desconocimiento de la composicion de las especies, incluyendo su
identificacion, ubicacion, ecologia y usos potenciales. Este conocimiento es
fundamental para poder implementar proyectos adecuados para la bioconservacion y
aprovechamiento sustentable de las especies endémicas, entre las que se encuentran
las pertenecientes a la familia Amaryllidaceae. Las Amaryllidaceae Se encuentran
distribuidas mayormente en la zona andina del pais. Algunas de sus especies han sido
reportadas en peligro de extincion, entre ellas encontramos a Crinum kunthianum,
Eucharis amazébnica, E. grandiflora, Caliphuria subedentata y Phaedranasa dubia
(Cabezas & Codina, 2012). Por otro lado, la zona del Valle del Cauca presenta un
bosque seco tropical, en el que se pueden encontrar especies como E. bonplandii, y E.
caucana. En la cordillera occidental y central con bosque nublado, encontramos las
especies Caliphruria subedentata y Zephyranthes carinata (Silverstone-Sopkin, 2011).
Zephyranthes carinata es la especie central del trabajo experimental propuesto, debido
a gue es una especie encontrada en el departamento del Valle del Cauca y de la cual
no se tienen muchos reportes de estudio. Ademas, esta especie presenta alto interés
farmacoldgico por sus metabolitos secundarios del tipo alcaloides. Entre los alcaloides
reportados para la familia Amaryllidaceae se encuentran la licorina, crinina,
haemantamina, tazetina y galantamina, entre otros. La efectividad de la galantamina ha
sido demostrada en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, como es el
Alzheimer (Konrath et al., 2013). La galantamina inhibe la acetilcolinesterasa por
inhibicion competitiva, aumentando los niveles de acetilcolina y estimulando los
receptores nicotinicos presinapticos, permitiendo que el impulso nervioso se transmita
de forma mas eficaz y continua (Acosta et al., 2006). Sin embargo, si estos alcaloides
van a ser utilizados como ingredientes activos para la formulacién de medicamentos, es
necesario optimizar su produccion debido a que éstos se encuentran a muy bajas
concentraciones (menor al 0,01%) en la plantas. Este es el caso de la licorina presente
en bulbos de Galanthus elwesii y Leucojum aestivum (Nifio et al., 2005). Por lo tanto, es
necesario desarrollar y optimizar técnicas que incrementen su produccion y garanticen
un suministro adecuado para posibles aplicaciones en salud.

Los alcaloides son metabolitos secundarios, cuya produccién es altamente afectada por
la fisiologia de la planta, y ésta a su vez, es muy afectada por las condiciones medio
ambientales. Una alternativa es producir estos alcaloides haciendo uso de herramientas
biotecnoldgicas. Una de estas aplicaciones biotecnologicas es la multiplicacion masiva
in vitro de los tejidos productores de los alcaloides, de esta manera se podria tener
control de los factores que afectan su produccion y escalarla a nivel industrial. El
presente trabajo propone el uso del cultivo y propagacion in vitro de bulbillos, 6rganos
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reproductivos de propagacion clonal de estas especies. Durante la micropropagacion,
se pueden modificar las condiciones tanto quimicas como fisicas del medio de cultivo,
las cuales han demostrado tener una influencia importante en la produccion de los
alcaloides (Arias et al.,2009). La ventaja de utilizar un medio solido es que asegura el
crecimiento de material vegetal en la superficie del medio, proveyendo suficiente
aireacion a los explantes, estos pueden ser evaluados y manipulados facilmente,
adicionalmente los bulbos y las raices pueden crecer de manera ordenada bajo
condiciones controladas. (Muiioz David, 2006). Por lo tanto es necesario modificar las
condiciones de crecimiento in vitro. Teniendo en cuenta lo anterior, se necesita una
serie de estrategias para lograr incrementar la produccion de metabolitos secundarios
en cultivos in vitro. Uno de los factores de alta prioridad a revisar es la composicion del
medio de cultivo in vitro, el cual provee de los elementos esenciales para el crecimiento,
desarrollo y propagacion de las plantas (Charry, Adema, & Abedini, 2015). El medio de
cultivo contiene macroelementos, microelementos, vitaminas, fitohormonas y fuente de
carbono que garantizan el metabolismo adecuado de las células (Raval et al., 2003).
La fuente de carbono, ademas de afectar al crecimiento de las plantas in vitro debido a
gue bajo estas condiciones las plantas no realizan un proceso fotosintético, la fuente de
carbono afecta la produccion de metabolitos secundarios en la planta dependiendo del
tipo de carbohidrato y la concentracion en el medio de cultivo (Akalezi et al.,1999).

A la fecha, se conoce muy poco de los factores que pueden afectar la produccion de
alcaloides en plantas propagadas in vitro, y en especial, en plantas pertenecientes a la
familia Amarilidaceas. Es necesario optimizar y estandarizar las condiciones y las
metodologias para producir cantidades de alcaloides suficientes y funcionales que
permitan su uso a gran escala. En este proyecto se propone evaluar varios factores
esenciales para incrementar la produccion de alcaloides, utilizando a la especie
Zephyranthes carinata como modelo. (Arias-Zabala et al., 2009)
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3.2 MARCO TEORICO

El género Zephyranthes pertenece a la familia Amaryllidaceae y es nativa de América.
Las plantas de esta familia son bien conocidas por su valor ornamental y propiedades
medicinales. Tradicionalmente, las especies de este género, tales como Z. candida y Z.
flava han sido reportadas en para el tratamiento de tumores, cancer de mama, diabetes
mellitus y otra variedad de propdsitos terapéuticos. Los compuestos activos de este
género especialmente alcaloides, son responsables de las diversas actividades
farmacoldgicas (Katoch et al., 2012).

Los metabolitos secundarios no representan una funcién definida en los procesos
metabdlicos de las plantas, no todos los metabolitos secundarios se encuentran en
todos los grupos de plantas. Se sintetizan en pequefias cantidades y no de forma
generalizada, también su produccion se restringe a un determinado genero de plantas,
familia o incluso especies. Los alcaloides son una gran familia de méas de 15000
metabolitos secundarios, tienen caracteristicas de solubilidad en solventes acuosos,
tienen al menos un atomo de nitrégeno en la molécula y exhiben actividad bioldgica. En
humanos, los alcaloides generan respuestas fisioldgicas y psicoldgicas, la mayoria de
ellas son consecuencia de su interaccion con neurotransmisores. A dosis bajas,
presentan unos altos valores terapéuticos como relajantes musculares, tranquilizantes,
antitusivos, analgésicos, etc. (Avalos & Perez-Urria, 2009).

Los alcaloides de las amaryllidaceae constituyen un grupo importante de origen natural
gue posee una alta diversidad funcional y estructural. De hecho, mas de 100 alcaloides
han sido aislados de esta familia. La mayoria de estos alcaloides se pueden clasificar
en ocho subgrupos principales, los cuales son esqueléticamente homogéneos, aunque
hay algunos que tienen estructuras derivadas que divergen de estos marcos
moleculares principales. Los alcaloides mas representativos de estos ocho subgrupos
incluyen a: licorina (1), licorerina (2), narciclasina (3), galantamina (4) , crinina (5) ,
pretazetina (6) , latizodina (7) y montanina (8) (Martin , 1987). En reportes previos, se
ha demostrado que en algunas especies de la familia, se resaltan caracteristicas de
gran valor farmacoldgico presente en sus metabolitos secundarios, los cuales han
demostrado efectividad frente al tratamiento de enfermedades neurodegenerativas,
como el Alzheimer (Colque, Viladomat, Bastida, & Codina, 2004 ). En la Figura 1 Se
pueden observar los alcaloides mas representativos de la familia Amaryllidaceae. En el
género Zephyranthes, los alcaloides reportados, han demostrado importante actividad
farmacoldgica en el tratamiento contra enfermedades neurodegenerativas, también han
demostrado actividad antivirica, antimalarica, anticonvulsivante, antidepresivo, y un
efecto antiprotozoario (Ivanov, et all, 2012).
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Figura 1. Estructura de alcaloides presentes en Amaryllidaceae

El proyecto utilizara la micropropagacion de plantas in vitro, herramienta biotecnologica
gue aprovecha la habilidad natural que poseen las plantas para regenerar individuos
completos a partir de células o tejidos (totipotencia), ya sea por via embriogénica u
organogénica. En la micropropagacién se obtienen plantas que son genéticamente
idénticas a partir de un fragmento o explante de una planta madre. La micropropagacion
consta de varias etapas: la etapa 0, la cual es de seleccion y preparacion de la planta
madre, la etapa | de iniciacion y establecimiento de condiciones asépticas, luego la
etapa Il de multiplicacion de brotes o rapida formacion de embriones somaticos
mediante un medio de cultivo, seguido de la etapa Ill o etapa de enraizamiento y por
ultimo una etapa IV de aclimatacion (Razdan, 2003). Para la familia Amaryllidaceae, los
explantes Twin-Scale, que estan conformados por dos escamas adyacentes
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conectadas por un pedazo de tejido de placa basal, se han utilizado con éxito para su
reproduccion masiva (Fennell & Van Staden, Biotechnology of southern African bulbs ,
2004). Muchas especies bulbosas producen con éxito brotes adventicios a partir de
tejido basal en las escamas del bulbo y desde la unién de las escamas en la placa
basal. Para el caso de Zephyranthes carinata es necesario incluir la placa basal en las
escamas del explante debido a que sin ella, los bulbillos no se pueden formar en el
medio de cultivo. Cuando se corta la placa basal, la dominancia apical se supera y se
estimulan los meristemos axilares preexistentes (Fennell, 2002).

La extraccidon de alcaloides a partir de material vegetal micropropagado in vitro tiene las
siguientes ventajas: reduce el costo del medio de cultivo, acelera el crecimiento vegetal,
simplifica el manejo a gran escala, puede significar un ahorro en el consumo de
energia, se tiene un control de los parametros de crecimiento y condiciones del mismo,
mayor probabilidad de evitar contaminantes externos, entre otras. (Mufioz David, 2006).
Para un uso comercial, se deben emplear estrategias dirigidas a incrementar la
produccion de los alcaloides. El presente proyecto evaluara la composicion del medio
de cultivo, tomando como base la composicibn de microelementos, vitaminas y
fitohormonas que garantizan el metabolismo de las células heterodtrofas de las plantas.
Algunos medios comunmente utilizados, son el Murashige-Skoog (MS), Linsmaier-
Skoog (LS), Gamborg (B5) y Schenk-Hildebrandt (SH). (Arias-Zabala et al., 2009).

Por otro lado, la fuente de carbono es importante para estimular la produccién de
alcaloides tal y como lo reportan los estudios de (Tahchy, y otros, 2011) , donde
utilizaron como fuente de carbono a la sacarosa en concentraciones de 30, 60, 90 o0 120
g/L. En otro estudio se determiné que 9% de sacarosa induce la mayor produccién de
alcaloides en la especie Narcissus confusus, Amaryllidaceae (Selles, Bergofion,
Viladomat, Bastida, & Codina, 1997). Si bien hay estudios previos sobre el efecto de la
concentracion de sacarosa en la produccion de alcaloides en otras especies de
amarilidaceas, no hay informacién sobre Zephyranthes carinata. Adicionalmente, no se
conoce el efecto que puede tener la edad de los bulbillos propagados in vitro, ni del
origen del material utilizado (in vitro Vs proveniente del invernadero) sobre la
produccion de alcaloides. Por lo que en el proyecto se estudiaran estos factores con la
especie Zephyranthes carinata. Por otro lado, estudios previos demostraron que en la
familia Zephyranthes , se encontr6 mayor cantidad de alcaloides en el tejido vegetal
(hojas y bulbillos) que en el medio de cultivo donde las plantulas fueron inducidas
(Peralta Navarro, 2014).

Para la extraccion de alcaloides, existe un procedimiento que consta de una primera
fase que consiste en la despigmentacién o eliminacion de los pigmentos mas lipdfilos
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del extracto metanolico y acidificado de la planta, utilizando para ello un disolvente de
polaridad similar, como por ejemplo butanol, éter etilico o éter de petréleo. La segunda
fase del proceso es el fraccionamiento propiamente dicho, en el cual se requiere
trabajar a diferentes pH a fin de obtener los alcaloides, que por definicion son
sustancias basicas, en forma neutra o salina, y poder recuperarlos con el disolvente
méas adecuado a su polaridad. La ultima fase consiste en obtener diversos extractos
enriquecidos en un tipo determinado de cada tipo de alcaloide, y evitar que puedan
estar contaminados con otras sustancias organicas que no sean de interés. Esta fase
puede resultar simple o compleja en funcién de la cantidad de material de partida.
(Fuster, 1994). En este proyecto se utlizara técnicas para una valoracion
semicuantitativa o cualitativa, como es la cromatografia plana o (TLC), el procedimiento
analitico por TLC, permite una deteccion rapida, sencilla y economica, a diferencia de
otras técnicas de deteccion como el uso de equipos UPLC acoplado a espectrometro
de masas, que es un equipo que requiere un manejo mas riguroso, ademas de ser un
procedimiento mas costoso, fue utilizado por (Peralta Navarro, 2014) Zephyrantes . La
cromatografia plana es un tipo de cromatografia liquida en la que la fase estacionaria
esta extendida sobre la superficie de un plano y la fase mavil fluye a través de ella. La
fase movil siempre sera un liquido mientras que la estacionaria puede ser un liquido
soportado en un solido. El flujo de la fase movil se produce por capilaridad y gravedad
(Valcarcel Cases & GOmez Hens, 1988).
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4 OBJETIVOS

4.1.1 Objetivo general

Optimizar la produccion de alcaloides de Zephyrantes carinata (Amaryllidaceae) bajo
condiciones in vitro

4.1.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de la concentracion de sacarosa en la produccion de alcaloides
de Zephyrantes carinata (Amaryllidaceae) bajo condiciones in vitro.

2. Comparar la produccién de alcaloides de bulbillos inducidos in vitro con el
material de invernadero.

3. Determinar la concentracion de alcaloides de acuerdo al tiempo de induccion de
la formacion de bulbillos propagados in vitro
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5 METODOLOGIA

5.1.1 Colecta de Material Vegetal y Lugar de Estudio

Parte del material vegetal fue obtenido del invernadero de la Universidad Icesi en la
Ciudad de Santiago de Cali, el invernadero presentaba condiciones de aislamiento vy
se encontraban bajo una malla de poli sombra lo cual simulaba las condiciones in situ
de la especie, las plantas fueron regadas en un lapso de tiempo de 48 horas. Referente
a las caracteristicas de las plantas, se tomaron bulbos que cumplieran con un diametro
entre 15 y 20 mm, se seleccionaron los bulbos de individuos que no estuvieran en
floracion debido a que la respuesta in vitro seria modificada. Las caracteristicas
anteriormente descritas, hacen parte del material llamado: Bulbillos provenientes de
invernadero

En el caso de los bulbos provenientes de cultivo in vitro, se seleccionaran los que han
sido producidos en el laboratorio de investigacion en biotecnologia vegetal de la
Universidad Icesi (LIBV).

5.2 Cultivo in vitro para la induccién de bulbillos y produccién de
alcaloides

5.2.1 Protocolo de esterilizacion superficial de los bulbos cultivados en el
invernadero

=

Se retiraron raices, hojas y escamas externas secas del bulbo

2. Se lavo con agua de grifo y jabdén para remover tierra del bulbo y cuidando la
integridad de la placa basal

3. En una cabina de flujo laminar, se sumergié en etanol al 70% por 1 minuto el
bulbo y se corté longitudinalmente en 4 partes iguales

4. Se enjuagaron con agua estéril 3 veces y posteriormente se sumergieron en
etanol al 70% por 1 minuto

5. Se sumergieron en NaOCI 1,5% durante 20 minutos con agitacion constante en
una plancha de agitacion con magneto

6. Se afiadieron 4 gotas de Tween 20 por cada 100mL de soluciéon y se agité hasta
homogenizar con un magneto

7. Por ultimo, se enjuago con agua estéril 3 veces: el primer lavado duro 3 minutos,
el segundo de 10 y ultimo de 15 minutos.

8. En una cabina de seguridad biologica, utilizando una caja Petri estéril, se

trabajaron los bulbos ya esterilizados realizando un proceso de separacion de las

escamas de cada fraccion de bulbo cortada.
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9. Se tomaron dos pares de escamas provenientes del mismo bulbo y se indujeron
en el medio de cultivo de forma adaxial.

5.2.2 Metodologia Twin-Scale

Para la obtencion de los explantes que fueron cultivados in vitro, a partir de bulbos de la
especie Zephyranthes carinata, se realiz6 mediante la técnica Twin-Scale, la cual
permitié la propagacion y multiplicacion de la especie a partir de pares de escamas
provenientes de un bulbo o varios. Lo anterior permitié un rapido crecimiento de las
plantas disminuyendo la presion sobre poblaciones silvestres. El procedimiento general
de cultivo por Twin-Scale consistio en realizar un corte transversal del bulbillo donde se
utilizé la parte donde se encuentro la zona del tejido basal para realizar dos cortes
longitudinales. A partir de esos cortes, se extrajeron de los segmentos 5 milimetros de
la placa basal los cuales fueron sembrados en orientacién adaxial referente al medio de
cultivo (Rice, Finnie, & Van Staden, 2011).

5.2.3 Induccién de bulbillos mediante la técnica de Twin-Scale a partir de bulbos
provenientes del invernadero

Para la induccion de bulbillos provenientes del invernadero, se recolectaron 4 bulbos
como material vegetal, se tuvieron en cuenta parametros como: el didmetro del bulbillo
y el estado de no floracion de la planta, posteriormente, se siguidé el protocolo de
esterilizacion anteriormente descrito. Se realizo la siembra de 240 pares de escamas
en el medio de induccién correspondiente, las cuales fueron distribuidas de a dos pares
de escamas por frasco de vidrio para un total de 120 frascos de vidrio De cada
segmento se separaron con bisturi el par de escamas y se adicionaron en orientacion
adaxial al medio de induccion presente en los frascos de vidrio. Los explantes fueron
cultivados y en un intervalo de 20 a 45 dias se evalud la formacion de nuevos bulbillos
por par de escamas inducidas Figura 2.

PROTOCOLO DE ESTERILIZACION
. ‘ =
-y - , - }_. -
| “ v‘ I a

MSB1

Figura 2. Procedimiento de propagaciéon para material proveniente de invernadero
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5.2.4 Induccion de bulbillos mediante la técnica de Twin-Scale a partir de bulbos
subcultivados in vitro

Para la induccion de nuevos bulbillos a partir de escamas generadas por bulbos
formados in vitro, se tomaron 3 bulbillos ya subcultivados provenientes del cuarto de
cultivo del laboratorio de investigacion en biotecnologia vegetal de la Universidad Icesi
(LIBV). Posteriormente, se realizaron los cortes de las raices y hojas, se cortaron los
bulbos en 4 partes de forma longitudinal. Seguido a esto, se separaron con un bisturi
los pares de escamas provenientes de las fracciones de bulbos cortadas y se
adicionaron en orientacion adaxial al medio de induccion presente en frascos de vidrio.
Fueron sembrados 4 pares de explantes por fraccién de bulbillo, obteniendo un total de
12 pares de explantes por bulbillo. Los explantes fueron cultivados y en un intervalo de
20 a 45 dias se evalud la formacién de nuevos bulbillos por par de escamas inducidas.
Figura 3. Para este procedimiento no se tuvo en cuenta el protocolo de esterilizacion
debido al estado de material vegetal utilizado, el cual se encuentra estéril.

- CAMPANA DE FLUIO LAMINAR

=N > > »

X2 M5B1

Figura 3. Procedimiento de propagacién para material subcultivado

5.2.5 Medios de Cultivo

5.2.5.1 Medio de inducciéon MS-A1l

Para la realizacién de la induccion de bulbillos in vitro se preparé un medio de cultivo
gue esta siendo utilizado en el LIBV (laboratorio de investigacién biotecnolégica
vegetal) llamado MS-A1, el cual es una modificacion del medio de cultivo basal
propuesto por Murashige & Skoog (MS) que fue desarrollado inicialmente para
crecimiento de callos de tabaco y en la actualidad se emplea como medio de cultivo
basal para un grupo importante de plantas de interés para la alimentacién y con fines
ornamentales (Murashige & Skoog, 1962) Cuadro 1. Se utilizd este medio debido a que
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ha presentado una mayor tasa de produccion de bulbillos, de acuerdo a los estudios
previos que se han realizado en el laboratorio.

NH, NO,

KNO,
MgSO,
KH,PO,

Microele

H;BO; 0,100

MnSO,; X H,O 16,9 0,10

ZnS0, X 7H,0 8,6 0,0299 8,6 0,0299

Na,MoO, X 2
H,O

CuS0O, X 5H,0 0,025 0,0001 0,025 0,00010

0,25 0,001 0,25 0,0010

CoCl, X 6H,0 0,025 0,0001 0,025 0,0001
Ki 0,83 0,0050 0,83 0,0050

cacCl, 332,2 2,99 3322 2,99
NaZEDTA X 2H,0 37,26 0,1052 37,26 0,1052
FeSO, X 7H,0 0,1000

Acido nicotinico
Piridoxina. HCL
Tiamina X HCL
Glicina
Inositol
Regulador de crecimiento

BAP o | o [ 06 | 00027

Fuente de carbono

Sacarosa

Agentes gelificantes
Goma gellan

pH

Cuadro 1. Componentes de los medios de cultivo MS y MS-Al
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Como se muestra en el Cuadro 1. La unica diferencia entre el medio de cultivo MS-Aly
el MS, es que el MS-A1 con tiene de BAP 0.6 mg/L. Las citoquininas son fundamentales
reguladores del crecimiento para la formacion de brotes. Entre ellas la 6-
bencilaminopurina (6-BAP) es, en general la citoquininas mas efectiva y la mas
empleada en la induccién de yemas axilares. (Mesa, Romero, & Cruz, 2002).

5.2.5.2 Medios para la evaluacion del efecto de sacarosa en la produccion de los
alcaloides

Después de obtener bulbillos a partir de bulbos provenientes del invernadero y
utilizando el protocolo de esterilizacion (seccion 5.2.1), estos fueron subcultivados para
inducir bulbillos a partir de los obtenidos in vitro (seccién 5.2.4.). Esta nueva induccion
se realizO en medios de cultivo MS en los cuales se agregaron diferentes
concentraciones de sacarosa. Los valores porcentuales de sacarosa correspondieron a
0, 6,9, 12 y 15% (p/v) respectivamente, siendo 0% el control (Cuadro 1). Para esta
evaluacion se utilizaron 160 bulbillos que fueron repartidos en 16 frascos por
tratamiento de sacarosa, los cuales contenian dos bulbillos por frasco. Al cabo de dos
meses de induccion, se evalu6 el numero y la longitud de bulbillos inducidos por bulbillo
subcultivado, el niamero y la longitud de las hojas por bulbillo. No obstante, solo se
tuvieron en cuenta los bulbillos que se encontraban vivos y no contaminados para la
evaluacion de los diferentes tratamientos (Figura 4).

CoNoERtracion Satarasa 0% Conoentracion Sacarssa o % Comoemviraci on sacarasa 9%

Baulbillos 32 Bulbillos 32 Bulbillag 32X

Conoentracon sacarass 12 % Conoentracion sacarasa 15%

Bulbillos 32 Bulbillos 32

Figura 4. Esquema experimental de tratamientos respectivos al pardmetro de concentracion de sacarosa
en el medio de cultivo
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5.3 Evaluacion de caracteristicas morfologicas para determinar el efecto
de la concentracion de sacarosa en el medio; el efecto de la fuente del
material de partida para el cultivo in vitro; y el efecto de la edad de los
bulbillos propagados in vitro

Los diferentes tratamientos fueron evaluados por: 1) el nimero de bulbillos producidos
por cada par de escamas cultivadas in vitro; 2) el nimero y longitud de los bulbillos
formados; 3) el nimero y longitud de las hojas por bulbillo producido in vitro.

Para las escamas cultivadas a partir de bulbos obtenidos del invernadero (seccion
5.2.3) 0 a partir de los bulbillos producidos in vitro (seccion 5.2.4), se evalud la
induccion de bulbillos a los 20 y 45 dias de siembra. Posteriormente, estos bulbillos
recién formados se separaron en los diferentes tratamientos.

Los bulbillos provenientes del invernadero fueron utilizados para realizar tres tipos de
experimentos:

a)

b)

El primero correspondié a la evaluacién del efecto de la concentracion de
sacarosa en el medio de cultivo sobre la respuesta al cultivo in vitro y su
influencia en la produccién de alcaloides (Seccion 5.5.2).

El segundo experimento consistié en la evaluacion del desarrollo del bulbillo con
la edad del subcultivo para determinar el efecto de la fuente del material de
partida para el cultivo in vitro en medio de cultivo MS.

En el tercer experimento se evalu6 el efecto de la edad de los bulbillos inducidos
in vitro sobre la produccion de alcaloides. Estos parametros fueron evaluados a
los 2, 3y 4 meses después de la induccion in vitro en el medio de cultivo MS, se
utilizaron 72 bulbillos provenientes del material invernadero de los cuales fueron
seleccionados 63 bulbillos (2 bulbillos por frasco Figura 5).

Los bulbillos obtenidos a partir de material subcultivado in vitro fueron utilizados para:

a)

b)

Determinar el efecto de la fuente del material de partida sobre el desarrollo del
bulbillo con la edad del subcultivos en medio de cultivo MS

Determinar el efecto de la edad de los bulbillos inducidos in vitro sobre la
produccion de alcaloides. Para esta evaluacion se utilizaron un total de 120
bulbillos del material subcultivado, donde se seleccionaron solamente 96 finales
debido a la contaminacién presente en los mismos. Fueron puestos en frascos
de medio de cultivo (MS) Figura 5.
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Figura 5. Esquema experimental de tratamientos respectivos al parametro de tiempo de induccién del bulbillo en
origen subcultivado e invernadero

5.4 Determinacion del peso seco del material producido en los diferentes
tratamientos

Para cada tratamiento, ya fuera que provinieran de diferente origen, los que tenian
diferentes tiempos de cultivo y de los tratamientos en diferentes concentraciones de
sacarosa, se retiraron las plantulas de los frascos y se cortaron las raices de los bulbos.
Después, se realizaron cortes para separar los bulbos de las hojas en cada tratamiento.
Se peso el material fresco (bulbillos y hojas) por triplicado, reportando sus valores.
Este material vegetal fresco, fue sometido a 2 dias de secado en un horno Binder a
47°C. Después de la verificacién del material en estado seco, se maceraron las hojas y
los bulbillos, se registr6 el peso del macerado para cada tratamiento, todo esto con el
fin de determinar el porcentaje de disminucién del peso del material en el proceso de
secado.
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5.5 Extraccion de alcaloides

5.5.1 Método de extracciéon de alcaloides

Para la extraccion de los alcaloides a partir del tejido vegetal se siguio el siguiente
protocolo, tomado de un proyecto de grado realizado en la Universidad Icesi referente a
la caracterizacion quimica de alcaloides del genero Zephyranthes sp (Escobar Fuertes,
2014)

1. Secar material vegetal por 48 horas como minimo en horno a 45°C

2. Retirar cuidadosamente el material vegetal seco y macerarlo en un mortero hasta
asegurar la pulverizacion del material

3. El macerado se acidifico con acido clorhidrico al 5%, verificando el pH con papel

tornasol

Sonicar por 15 minutos

Realizar la acidificacion del material por triplicado en tubos de ensayo utilizando

2 mL de &cido clorhidrico al 5%

Descartar el material vegetal cuidadosamente

Adicionar hidréxido de amonio al 30% hasta llegar a pH 9 (Verificar con pH-

metro)

8. Sonicar por 5 minutos.

9. Realizar extraccién liquido-liquido adicionando 30 mL de cloroformo y dejar
reposar por 24 horas.

10.La fase de cloroformo se filtr6 por gravedad y se adiciono aproximadamente 10 g
de fosfato de sodio dibasico anhidro para eliminar el agua restante.

11.Se utilizé el Rapid Vap para secar la muestra con condiciones de 35°C, 250
bares de presion, agitacion 12 rpm durante 35 minutos

12.Una vez el bal6on de rota evaporacion se encuentre seco, se recupera el
contenido adicionando 2 mL de metanol y se agita manualmente hasta que se
concentre la muestra obtenida.

ok

N o

5.5.2 Cuantificacion de alcaloides por TLC

La produccion de alcaloides, se evaluo con la técnica de cromatografia liquida planar
(TLC), la cual es una metodologia semicuantitativa., teniendo en cuenta un componente
estandar de boldina. (Wagner & Bladt, 1996) Que es un alcaloide proveniente del Boldo
(O'Brien, Carrasco-Pozo, & Speisky, 2006) el cual sirvi6 como referencia para indicar la
presencia de alcaloides y la intensidad de los mismos reportada en las muestras de las
bandas en la placa cromatografica y siendo verificada por el indicador colorimétrico de
alcaloides; revelador de Dragendorff.

El procedimiento consistio en utilizar material vegetal de la especie Zephyranthes
carinata, proveniente del invernadero para estandarizar la metodologia analitica por
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(Cromatografia de capa delgada) TLC en relacién con la muestra final obtenida en el
proceso de extraccion de alcaloides. Para ello, primero se realizé una curva de
calibracion en una placa cromatografica (cromatografia en capa fina de alto
rendimiento) HPTLC, en la cual se sembraron 5 muestras de diferente concentracion,
todas ellas llevadas a volumenes de 1pL en cada siembra del estandar utilizando el
manejo instrumental del equipo Nanomat4, el cual permite tomar un volumen definido
de muestra. Tales muestras fueron producto de una serie de diluciones realizadas con
el fin de obtener en las siembras cantidades de alcaloides (3, 5, 10, 12,15 pug). Al
realizar la siembra, se procedio a realizar la respectiva elucion de la placa en 20 mL de
fase movil: Metanol/Agua/Di etilamina 70:30:0,01 y llevandola a un pH de 3,5 con acido
férmico. (Wagner, Bladt, & Zgainski, 1984)

Después de realizar el corrido de las muestras de la curva de calibracion en la fase
movil, se procedié a realizar un revelado con el reactivo de Dragendorff para después
tomar un registro fotografico y procesarlo en el software ImageJ (Rasband, 2016) para
determinar una relacién (area bajo la curva/cantidad de muestra.

Al realizar la curva de calibracién, se realizaron las extracciones con el material vegetal
anteriormente descrito, el cual fue diferenciado por peso del mismo macerado y seco:
(300, 400,500 mg) con el fin de optimizar el peso a utilizar proveniente del material
trabajado in vitro y su deteccion por el revelador de Dragendorff. Posteriormente se
realiz6 el mismo procedimiento, utilizando 1000 mg de material vegetal seco y
macerado.

También el proceso fue realizado utilizando material vegetal seco y macerado de la
especie Hymenocallis, la cual proviene de la coleccién personal del profesor Guillermo
Montoya, esta especie fue utilizada como especie de control para la técnica de
cromatografica de TLC debido a que se ha demostrado la presencia de alcaloides en la
especie (Trujillo & Madrigal, 2005).
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6 RESULTADOS

6.1 Evaluacion del efecto de la fuente del material de partida (bulbos de
invernadero o provenientes del subcultivos in vitro) y la edad del cultivo sobre las
caracteristicas morfolégicas del material

6.1.1 Induccidn de bulbillos a partir de bulbos provenientes directamente del
invernadero o subcultivados in vitro en medio de induccion MS-Al

Al evaluar la capacidad de respuesta de acuerdo al origen del material, se encontré que
el material proveniente del subcultivo de bulbos in vitro presenté una mayor respuesta,
un 76,7% de las escamas inducidas, produjo al menos un bulbillo (% de par de
escamas con bulbillos/ ndmero total de escamas inducidas), respecto al material
proveniente del invernadero el cual presentd un rendimiento 70,7%. La evaluacion se
realiz6 40 dias después de la induccién. (Figura 6).
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Figura 6. Produccion de bulbillos por escamas in vitro después de 40 dias de induccion

Estas diferencias también se mantienen cuando se evalta el nimero de bulbillos
producidos por par de escamas cultivadas. Las escamas de bulbillos subcultivados in
vitro producen en promedio mas bulbillos (25% superior, 1.48 bulbillos por par de
escamas cultivadas) (Figura 6) y un mayor namero total de bulbillos por cada par de
escamas cultivadas (hasta un total de 4 o 5 bulbillos) (Figura 7), respecto a aquellas
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provenientes de bulbos del invernadero, las cuales producen 1.18 bulbillos por par
escamas cultivadas (Figura 6) y hasta un méximo total de 3 bulbillos por cada par de
escamas cultivadas. En la (Figura 7) solo se tuvieron en cuenta los bulbillos no
contaminados en el estudio, frente a ello, el porcentaje total de bulbillos de origen
invernadero y subcultivados que se utilizaron para estudiar la formacion de bulbillos por
escamas inducidas fue de 85,82% y 73,22% para ambos tratamientos respectivamente.
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25,00% - 23,25% 22,09% M invitro
20,00% 19,8%
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5,00% - 348% 5309

0,00% - ; - - . - L

0 1 3 4

5

Porcentaje de respuesta %

Numero de bulbillos por escama

Figura 7. Formacion de bulbillos por cada par de escamas después de 40 dias de induccién

6.1.2 Formacion de hojas en los bulbillos inducidos a partir de bulbos
provenientes directamente del invernadero o subcultivados in vitro en
medio de cultivo MS

Si bien el material proveniente del subcultivo in vitro, muestra un menor nimero de
hojas por bulbillo respecto al del invernadero a dos meses del cultivo, a los 3 meses de
induccion se muestra un valor maximo de numero de hojas. Por otro lado, en los
tratamientos de invernadero, los valores de numeros de hoja por bulbillos, son maximos
a los 3y 4 meses. (Figura 8), no obstante, el valor para los 4 meses en el tratamiento in
vitro se encuentra asociado a un posible error experimental.
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Figura 8. Nimero de hojas por bulbillo en relacion con la edad de induccién

6.1.3 Longitud de los bulbillos segun el origen del material vegetal

En general los bulbillos midieron en promedio entre 0.88 cm a 1.14 cm de longitud. Se
detectaron variaciones en longitud para ambos tratamientos dependiendo de la edad
del cultivo, tales valores muestran que en el tratamiento in vitro, la longitud de los
bulbillos disminuye en funcion de tiempo, tal respuesta es reflejada

proporcion en el tratamiento de invernadero. (Figura 9).
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Figura 9. Longitud de los bulbillos en relacion al origen del material y la edad cultivo

6.1.4 Longitud de las hojas segun origen del material vegetal

En general las hojas de los bulbillos producidos a partir del material in vitro mostraron
hojas mas largas respecto a los provenientes del invernadero en funcion del tiempo,
alcanzando valores aproximados de 1 centimetro por mes de induccion. (Figura 10).
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Figura 10. Longitud de las hojas en relacion al origen del material y la edad cultivo

6.2 Evaluacion del efecto de la concentracién de sacarosa en el medio de
cultivo in vitro sobre las caracteristicas morfolégicas del material
inducido

6.2.1 Formacion de hojas en los bulbillos inducidos a diferentes concentraciones
de sacarosa

Para la evaluacion de este parametro, se tuvieron en cuenta los 6 tratamientos
correspondientes al porcentaje (p/v) de sacarosa en el medio de cultivo. Los resultados
muestran un menor namero de hojas por bulbillo a medida que se incrementa la
concentracion de sacarosa (Figura 11). EI mayor nimero de hojas (2.7 a 2.8 hojas por
bulbillo) se producen a 0% y 3 % de sacarosa, a 6% se obtuvo un promedio de 2.4
hojas/ bulbillos, mientras que a 9% y 12% la respuesta fue de 1.9 y 1.8 hojas/ bulbillos
respectivamente, y el menor valor (1.5 hojas/ bulbillos) se obtuvo a 15% sacarosa

34



3,50 -

B Numero de hojas por
bulbillo
0’00 - I I [

0% 3% 6% 9% 12% 15%
Concentracion de sacarosa en el medio de cultivo

Numero de hojas por bulbillo
2ok NWw
o (O o (O o
o o o o o
1 1 1 1 1

o
(O}
o

I

Figura 11. Numero de hojas por bulbillos formados a diferentes concentraciones de sacarosa en el medio de cultivo
después de 2 meses de induccion

6.2.2 Longitud del bulbillo inducidos a diferentes concentraciones de sacarosa

En la (Figura 12) se observa una menor longitud del bulbillo a medida que aumenta el
porcentaje de sacarosa en el medio, el valor de mayor longitud de bulbillo es de 1,15
cm correspondiente al tratamiento de 3%. Por otro lado, el tratamiento 9% de sacarosa
presentd el menor valor de longitud de bulbo correspondiente a 0,75 cm.
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Figura 12. Longitud de los bulbillos formados a las diferentes concentraciones de sacarosa en el medio de cultivo
después de 2 meses de induccion

6.2.3 Longitud de las hojas de los bulbillos inducidos a diferentes
concentraciones de sacarosa

El efecto de las concentraciones de sacarosa sobre el crecimiento de las hojas (Figura
13) es aun méas marcado respecto al efecto sobre el crecimiento de los bulbillos
mostrados en la (Figura 12). Para la evaluacion de esta caracteristica en los
tratamientos realizados, se tuvo en cuenta que la hoja no estuviese marchita o
presentara dafios en el tejido. Los resultados de esta evaluacion indican que a medida
que la concentracién de sacarosa aumenta en el medio de cultivo, la longitud de las
hojas de los bulbos es menor (Figura 13). Se distinguen 3 grupos: Las hojas de los
materiales cultivados a 0% y 3% de sacarosa, presentan las hojas mas largas (un
promedio de hojas de 5.4 cm de largo); la longitud de las hojas se reduce a la mitad
cuando los bulbillos de cultivan entre 6% y 12% de sacarosa (un promedio de hojas de
2.5 cm de largo); esta reduccién en crecimiento es aun mas marcado a 15% de
sacarosa, concentracion a la cual las hojas desarrolladas son las mas pequefias (1.1
cm de largo) mostrando una reduccion de casi 5 veces en tamafio respecto al primer
grupo cultivado entre 0% a 3% de sacarosa (Figura 13).
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Figura 13. Longitud de las hojas por bulbillos formados a las diferentes concentraciones de sacarosa en el medio de
cultivo después de 2 meses de induccion

6.3 Evaluacion del peso del material vegetal fresco, seco y porcentaje de
humedad

6.3.1 Peso de bulbillos invernadero vs in vitro

En cuanto al peso de los bulbillos de origen invernadero, a medida que aumenta la
edad del material vegetal, el peso fresco y el peso seco fueron mayores en los bulbillos,
donde los bulbillos de 4 meses de induccién presentaron el mayor peso freso y seco de
183,2 mg y 34,7 mg respectivamente Figura 14. Por otro lado, los bulbillos de origen
subcultivado, presentaron un menor peso fresco a los 3 meses de induccién con un
valor promedio por bulbillo de 49,1 mg, sin embargo, el valor de su peso promedio seco
por bulbillo, fue el mas elevado con respecto a los deméas meses, con 9,4 mg de peso
por bulbillo. Figura 15.
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Figura 14 . Comparacion de peso fresco y seco de bulbillos de origen invernadero

80,0 -
70,0
60,0
)
£ 50,0

B Peso fresco promedio bulbillos
in vitro

£ 40,0

Peso

30,0 Lo
B Peso promedio in vitro seco
20,0

10,0

0,0

2 meses 3 meses 4 meses
Edad del material

Figura 15. Comparacion de peso fresco y seco de bulbillos de origen in vitro

6.3.2 Peso de hojas invernadero vs in vitro

En las hojas de origen invernadero, se presentd un peso seco maximo de 4,2 mg en el
tratamiento de 4 meses de induccion, siendo este, el valor mas elevado de peso en
hojas de todos los tratamientos Figura 16, este valor fue comparado con el obtenido a
los 4 meses de induccion in vitro 3,3 mg Figura 17. Ademas, en los tratamientos de
origen subcultivado, a medida que aumenté la edad del material vegetal, el peso
promedio de las hojas fue mayor.
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Figura 17. Comparacion de peso fresco y seco de hojas de origen in vitro

6.3.3 Porcentaje de humedad de hojas y bulbillos invernadero vs in vitro

El porcentaje de humedad en los bulbillos de origen invernadero, disminuyo a medida
que aumentaba la edad del material, siendo el tratamiento de 4 meses, el de menor
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porcentaje de humedad, con un valor de 76,3%, Por otro lado, los bulbillos de origen
subcultivado presentaron un mayor valor de humedad relativa a los 4 meses de
induccion, siendo el mas alto del estudio con un valor de 87,5%. Figura 18.
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Figura 18. Porcentaje de humedad de bulbillos de origen invernadero e in vitro

Por otro lado, en el porcentaje de humedad correspondiente a las hojas del material
invernadero, el tratamiento de 4 meses de induccion presentd el menor porcentaje de
humedad con un valor de 86,2%, siendo este, el menor porcentaje del humedad en
hojas de todo el estudio, por otra parte, el material de origen subcultivado a los 4 meses
de induccioén, presento un valor de 90,3% de humedad relativa. Figura 19
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Figura 19. Porcentaje de humedad de hojas de origen invernadero e in vitro

6.3.4 Peso de bulbillos y hojas con diferente concentracién de sacarosa

Frente a las diferentes concentraciones de sacarosa, a medida que aumenté la
concentracion de sacarosa en el medio de cultivo, el peso fresco y seco de los bulbillos
fue mayor, siendo el tratamiento de 15% de sacarosa, el de mayor peso seco con un
valor promedio de 45,81 mg. Figura 20
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Figura 20. Comparacion de pesos fresco y seco de bulbillos en diferentes concentraciones de sacarosa después de
2 meses de induccion
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Por otro lado, las hojas de la especie presentaron un menor peso fresco y seco a
medida que aumentaba la concentracion de sacarosa en el medio, sin embargo, para el
tratamiento de 3% de sacarosa, se presentd el mayor peso promedio de hoja con un
valor de 3.75 mg Figura 21

45,0 ~ ] )

40,0 - 38,8 Promedio peso fresco hojas

35,0 1 B Promedio de peso Hojas
= 30,0 - 26,8
é 25,0 I
o 17,6

20,0 A ’
2 14,0 15,0 I
& 15,0 - T T

10,0 - 7,0

) 3,75 3,43 =
50 | 3,13 2,82 2,73
0.0 I B B B =B B
0 3 6 9 12 15
Porcentaje de sacarosa en el medio (p/v)

Figura 21. Comparacion de pesos fresco y seco de hojas en diferentes concentraciones de sacarosa después de 2
meses de induccion

6.3.5 Porcentaje de humedad de hojas y bulbillos en diferentes concentraciones
de sacarosa

Con respecto al porcentaje de humedad de los bulbillos, entre mayor fue la
concentracion de sacarosa en el medio, menor fue el porcentaje de humedad en los
bulbillos, siendo el tratamiento de 0% el de mayor porcentaje de humedad con un valor
de 90,2% y el tratamiento de 9% con el menor valor registrado de 62,3 % Figura 22
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Figura 22. Porcentaje de humedad relativa de bulbillos en diferentes concentraciones de sacarosa después de 2 dias

Por otra parte, con respecto al porcentaje de humedad relativa en hojas, a medida que
aumento la concentracion de sacarosa en el medio, el porcentaje fue menor, siendo el
tratamiento a 0% y 6% de sacarosa en el medio, los de mayor humedad relativa con

de induccién

valores de 90.6% y 89,8%. Figura 23.
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Figura 23 Porcentaje de humedad relativa de hojas en diferentes concentraciones de sacarosa después de 2 meses
de induccion

6.4 Resultados de estandarizacion por cromatografia TLC

Para poder determinar la reproducibilidad del método, se realiz6 una calibracion
colorimétrica en las bandas, teniendo en cuenta la Figura 24, la cual muestra el
resultado del procedimiento analitico revelado en la placa cromatografica de Boldina,
gue posteriormente, se proceso por el software Imaged, el cual analiz6 la intensidad
colorimétrica de las bandas reveladas en la placa y las extrapolé en areas bajo la curva
del sistema, a partir de esas areas bajo la curva, se realizd una curva de calibracién con
respecto a las cantidades de boldina utilizada la cual se puede observar en la Figura
25. La tendencia de la curva refleja una mayor intensidad colorimétrica a medida que la
concentracion de boldina aumenta.
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Figura 24 .Curva de calibracion de boldina revelada con reactivo de Dragendorff
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Figura 25. Relacion de area bajo la curva y cantidad de boldina presente en la placa cromatografia

La curva de calibracion con boldina, se representé como referente colorimétrico para los
ensayos realizados con el material vegetal, el cual que fue destinado para la
estandarizacion del método analitico por TLC. Después, se realiz0 un triplicado de
siembra en placas de TLC, utilizando 1, 5y 10 pL de volumen de siembra en el capilar,
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para material proveniente de 300, 400 y 500 mg hojas secas de Zephyranthes carinata,
proveniente del de invernadero de la Universidad Icesi. Estas placas fueron reveladas
con el reactivo de Dragendorff como se representa en la Figura 26. Debido a que no se
registré una coloracion marrdon o similar en la placa después de utilizar el revelador, se
determina que la prueba es negativa en deteccion de alcaloides para todas las
cantidades establecidas.

Figura 26. Placas de TLC reveladas con reactivo de Dragendorff con volumen de muestrade 1, 5y 10 pL
respectivamente

Después, se procedio a utilizar 300, 400, 500 y 1000 mg de material vegetal seco para
la extraccion de alcaloides, al momento de realizar la siembra en la placa
cromatografica, se utilizé tnicamente  un volumen de muestra de 10 uL en el capilar,
con el fin de proporcionar el mayor volumen de muestra que pudiese detectar
alcaloides por TLC. En la Figura 27 se puede observar que al revelar la placa
cromatografica con reactivo de Dragendorff, la prueba de alcaloides para Zephyranthes
carinata tuvo resultado negativo en deteccion para 1000 mg.
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Figura 27. Placa revelada con reactivo de Dragendorff utilizando un volumen de muestra de 10 pL

Se decidié repetir el procedimiento reflejado en la Figura 27 para verificar si la
metodologia por TLC era la apropiada para el disefio experimental propuesto en la
extraccion de alcaloides para la especie Zephyranthes carinata. Para ello, se realizo
una extraccion vegetal con material vegetal de la especie Hymenocallis, la cual hace
parte de la familia Amaryllidaceae y de la cual se ha demostrado previamente la
presencia de alcaloides en su tejido vegetal (Trujillo & Madrigal, 2005). En la Figura 28
se muestra la comparacion de una curva de calibraciéon con Boldina frente a una placa
de TLC en la que se utilizaron desde 300 hasta 1000 mg de material vegetal seco
extraido proveniente de Hymenocallis, ambas placas fueron reveladas con reactivo de
Dragendorff.
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Figura 28. Placa de boldina revelada con 10 pL de muestra inyectada (lzg.) .Placa revelada de muestra proveniente
de la especie Hymenocallis (Der)

Por ultimo, en la Figura 28, no se observd un indicador colorimétrico positivo para
alcaloides por medio del revelador de Dragendorff en la placa de la muestra proveniente
de la especie Hymenocallis (derecha), en relacién con la placa revelada del estandar
Boldina. (Izquierda). Por lo tanto, se verificO que la metodologia de TLC para la
deteccion de alcaloides en la familia Amaryllidaceae es ineficiente y poco sensible para
un analisis cualitativo.
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7 Discusion

7.1 Produccién de material vegetal (invernadero vs in vitro)

En el presente trabajo se evalu6 el efecto del origen de material de partida, la edad del
cultivo y la concentracion de sacarosa del medio sobre el desarrollo del material in vitro
y posible efecto en la produccion de alcaloides. En la evaluacion correspondiente al
porcentaje de formacion de bulbillos, el material proveniente de invernadero presento
un 70,7% de respuesta respecto a un 76,7% del material subcultivado. ElI material
subcultivado in vitro también mostré una mayor produccion de bulbillos por escamas
(hasta un total de 4 o 5 bulbillos por par de escamas) respecto al material del
invernadero (promedio 1.48). Estas diferencias probablemente se deben a que el
material subcultivado ya tiene un proceso de aclimatacion del tejido vegetal en el medio
in vitro , viene desarrollandose en unas condiciones Optimas, ademas de una
acumulacion progresiva de reguladores de crecimiento. En contraste, el material de
origen invernadero se desarrollé bajo unas condiciones variables de temperatura,
humedad relativa, y nutricionales, por lo que este tejido debe pasar por un periodo
adaptacién cuando se extraen las escamas de los bulbos del invernadero, y se
trasfieren a las condiciones in vitro (Preece, 1991), por lo tanto, el crecimiento es
mucho mas lento que el de plantulas de origen subcultivado, las cuales ya se
encuentran aclimatadas a estas condiciones. Los resultados del presente estudio con la
especie Zephyranthes carinata, son comparables a los obtenidos por Sultana & Sultana
(2010) (Sultana & Sultana , 2010), los cuales reportan una respuesta del 71.77%
para la formacién de bulbillos a partir de escamas de bulbos obtenidos en el
invernadero de la especie Hippeastrum.

7.2 Control de la contaminacion

La contaminacion es un problema importante que afecta la propagacién del material
vegetal. En este estudio se implementdé el manejo del protocolo de esterilizacion
estandarizado en el laboratorio de investigacion en biotecnologia vegetal de la
Universidad Icesi (LIBV) (sesidn 5. 2.1), el cual permite que solo el 10% del material, se
contamina en el proceso. Los autores (Van der Linde & Hol, 1992), reportaron que en
estudios de formacién de bulbillos para la especie Narcissus, se obtuvo un porcentaje
de contaminacion del 40%, donde se encontré que la mayoria de los individuos fueron
contaminados por el hongo Fusarium spp. Por lo tanto, es importante tener un
adecuado manejo de los instrumentos y material vegetal frente a las condiciones
asépticas que el procedimiento exige, si bien, el protocolo de esterilizacion tiene un bajo
porcentaje de contaminacion, los errores de instrumentaciéon por parte del
experimentador son los responsables de la presencia final de hongos en los cultivos,
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debido a que no se utiliza un agente fungicida que pueda reducir la presencia de
hongos en los individuos.

7.3 Evaluacion de parametros morfologicos

En este estudio se encontré que el origen del material de partida y la edad del cultivo
sobre la respuesta in vitro tienen un efecto significativo tanto en la induccion y
desarrollo de los bulbillos y las hojas. En general, la mayor respuesta se obtuvo a los 4
meses después del cultivo. En relacion a las hojas, no se encontraron mayores
diferencias entre el material proveniente del invernadero respecto al del subcultivo in
vitro, con excepcion a la longitud de las hojas que tiende a ser mayor en el material
subcultivado (promedio 7,25 cm) respecto a las inducidas in vitro a partir del material
del invernadero (promedio 5,98 cm), y al peso seco, donde las hojas obtenidas in vitro a
partir de los bulbos provenientes del invernadero presentan un mayor peso Seco
(promedio 4,2 mg/ hoja) respecto a las obtenidas a partir de los bulbillos subcultivados
in vitro (promedio 3,3 mg/ hoja). La mayor diferencia significativa se observé en el
desarrollo de los bulbillos. Los bulbillos inducidos a partir del material proveniente del
invernadero presentaron el mayor peso seco (3.9 veces) a los 4 meses de induccién
(promedio 34,7 mg de peso seco/ bulbillo) respecto a los obtenidos a partir del material
de subcultivo (promedio 8,8 mg de peso seco/ bulbillo). Estas diferencias se
incrementaron aln mas cuando el porcentaje de sacarosa del medio se incrementé del
3% al 15% (promedio 45,8 mg de peso seco/ bulbillo).

El desarrollo de las hojas inducidas in vitro en este trabajo con la especie Zephyranthes

carinata es mayor (se obtuvieron hojas de 7,25 cm de largo) respecto al reportado para
la especie H.vittatum, con desarrollo méximo de 3,18 cm a partir de escamas de bulbos
de origen invernadero a los 3 meses de cultivo in vitro.

Por otro lado, estudios anteriores realizados por (Cabezas , Pigni, & Bastida, 2013)
reportan que en las hojas, se almacena la mayor cantidad de alcaloides en la especie
Caliphruria subdentata, lo cual infiere que para la especie Zephyranthes carinata, podria
presentarse un comportamiento similar. También existen reportes previos de peso seco
en hojas para la especie Leucojum aestivum, donde después de un mes de induccion in
vitro, se obtuvo un peso seco promedio de 10 mg (Georgieva & Antanassov, 2014).
Teniendo en cuenta lo reportado en el presente estudio para el tratamiento invernadero
a los 4 meses de induccion, se puede inferir que este presenta la mayor cantidad de
alcaloides respecto al peso de la hoja seca

El bulbo es un oOrgano de almacenamiento de nutrientes en las plantas para el
crecimiento de los tallos aéreos y las hojas (Bell, 1997), al ser sometido a condiciones
in vitro, donde el medio de cultivo le proporciona todos los nutrientes requeridos para el
crecimiento de la plantula; como lo es la adicién de citoquininas y auxinas (Salgado,
2016), la adaptacion de la planta in vitro no requerira que el bulbo absorba y almacene
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nutrientes en su interior en funcion del tiempo. Por lo tanto, el bulbillo no crecera
longitudinalmente, pero si lo haran sus hojas. Los bulbillos de origen invernadero,
fueron mas pesados que los de origen subcultivado, obteniendo el mayor valor de peso
seco promedio de 34,7 mg a los 4 meses de induccion comparado con 8,8 mg del
origen subcultivado. EI diametro de los bulbillos de origen del invernadero fue
visualmente mayor (datos no cuantificados). A pesar de que en los tratamientos de
origen invernadero, se obtienen cantidades mayores de material vegetal seco
correspondiente a los bulbillos, en comparacion con las hojas, es necesario realizar una
evaluacion comparativa con respecto a la cantidad total de alcaloides, encontrada en
ambos tipos de material vegetal. (Peralta Navarro, 2014) Reporta que hay mayor
cantidad de alcaloides en el tejido vegetal con respecto al medio de cultivo, sin embargo
la metodologia utilizada, no permitié distinguir que tejido tiene una mayor produccién de
alcaloides debido a que la muestra de material vegetal analizado consistio en una
mezcla de bulbillos y hojas. Autores como (Cabezas , Pigni, & Bastida, 2013) y
(Georgieva & Antanassov, 2014) reportan que utilizaron Unicamente las hojas como
material de referencia para la extraccibn de alcaloides, debido a que en ellas se
almacenan la mayor cantidad de estas moléculas en la planta. Por otro lado, (Arango
Acosta, 2008) reporta que los alcaloides derivados de los amino&cidos fenil alanina y
tirosina, se acumulan en las hojas, dichos aminoacidos, son los principales precursores
de la formacion de alcaloides en la familia Amarilidacea tal y como lo concluyé (Flores
Hernandez, 2011). Por lo tanto, se puede inferir que en las hojas podria existir una
mayor concentracion de alcaloides para la especie Zephyranthes carinata.

7.4 Concentracion de sacarosay efecto osmético

En relacién al efecto de la concentracién de sacarosa sobre la respuesta in vitro, existe
una leve diferencia en los tratamientos de 0% y 3% de sacarosa, ambos tratamientos
generaron un numero de hojas por bulbillo de 2,79 y 2,68 respectivamente. A medida
qgue la concentracion de sacarosa aumentaba, el numero de hojas por bulbillo fue
menor. Lo anterior se puede explicar teniendo en cuenta el efecto osmético que se
presenta en el medio de cultivo. A medida que el porcentaje de sacarosa aumenta en el
medio, este se comporta mucho mas hipertdnico con respecto a la planta (Salisbury &
Ross, 1992). Por lo general, las plantas tienden a vivir en medios hipotonicos con
respecto al ambiente interno de sus células y gracias a eso, pueden absorber agua por
sus raices. Ese ingreso de agua en las células provoca un grado de turgencia que
facilita el crecimiento de las plantas, si esta se encuentra en un medio muy hipertonico,
el flujo osmoético del agua tendera a movilizarse directamente al medio de cultivo y por
ende, la planta se marchitard por la pérdida excesiva de agua, ocurriendo una
plasmolisis, ademas, con el poco requerimiento de agua en las células vegetales, la
planta tiende a frenar su crecimiento (Raven & Evert, 1992) . Referente al cultivo in
vitro, en este estudio, es necesario conocer el efecto que los solutos del medio tienen
en el potencial osmético, debido a que pueden ocasionar que los explantes in vitro
absorban mayor cantidad de agua y ocurra hiperhidratacion de tejidos (Cardenas Lara
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& Villegas Monter, 2002), autores han demostrado que la sacarosa interviene en el
potencial osmatico del medio de cultivo haciéndolo mas negativo, frente a ello, la
hiperhidratacion disminuye como consecuencia de una menor absorcion de agua, que
dificulta la multiplicacion de vastagos axilares; ademas, el explante tiene un contacto
menos eficiente con el medio, lo que dificulta la disponibilidad de los macro y
micronutrientes del mismo. Lo anterior, es congruente con el estudio reportado por
(Pierik & Steegmans, 1975), quienes concluyeron que el crecimiento y organogénesis
del cultivo in vitro, se detienen si el potencial osmético es mas negativo que
aproximadamente —3 x 10° Pa = -3 bar (= -0.3 MPa), porque se impide la absorcién de
agua, teniendo en cuenta, que el aporte de azucares en el potencial osmético basal del
medio de cultivo Murashige y Skoog, es de -2,20 bar (Yoshida F, 1973). Otro efecto a
considerar, con respecto a la degradaciéon del material bajo altas concentraciones de
sacarosa, es el causado por la producciéon de metabolitos bajo la accion ocasionada por
la enzima invertasa, la cual se localiza en las células de la pared celular (George & Hall,
2008). Cuando la invertasa genera los monoémeros fructosa y glucosa, los problemas de
toxicidad en el tejido vegetal vienen relacionados directamente en la formacion del 5-
hidroximetil-2-furaldehido, el cual es generado por la degradacion de la fructosa en altas
temperaturas cuando el medio de cultivo es autoclavado (Azofeifa, 2009). Por lo tanto,
si se aumenta la concentracion de sacarosa, es posible que el metabolito generado por
la fructosa se pueda encontrar en mayor cantidad y afecte de manera relevante los
tejidos de la planta de forma oxidativa. Estos efectos también explican los valores
decrecientes de longitud de bulbillos y de hojas a medida que la concentracién de
sacarosa es mayor en el medio de cultivo. Por otro lado, en las hojas se presenté un
color marrén caracteristico, cada vez mas pronunciado a medida que la concentracion
de sacarosa aumentaba en el medio, esto pudo ser producto del fenbmeno de
senescencia, el cual se presenta por factores bibticos o abidticos y que se caracteriza
por la pérdida de clorofila reflejada en el color pardo de las hojas, que culmina con la
marchitez y, a menudo, la abscision de la hoja (Perez & Galindo, 2007). Los resultados
de este este comportamiento, fueron similares a los que al que reportaron (Diaz &
Carmona, 2015) para la especie Dioscorea spp donde al final obtuvieron 6% de perdida
en las hojas al cabo 8 meses de cultivo in vitro.

Por otro lado, se evidencié que a medida que la concentracion de sacarosa aumenta,
la humedad relativa de las hojas y bulbillos disminuye, esto se debe a la existencia de
un flujo osmotico del medio hacia la planta (Raven & Evert, 1992) en donde se presenta
un mayor porcentaje de agua en las hojas cuando se tiene menor concentracion de
sacarosa, por lo tanto el peso de la hoja serd mayor y al secarse, su porcentaje de
humedad relativa por evaporaciéon del agua seréa elevado.
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7.5 Evaluacion de peso seco en material vegetal

Los individuos con mayor longitud de hoja, pertenecen a los tratamientos de 0% de
sacarosa y 3%, cuyos valores son 5,37 y 5,44 cm, respectivamente. Teniendo en
cuenta lo anterior, este par de tratamientos tuvieron valores elevados de humedad
relativa en hojas: 90,6% para tratamiento de 0% de concentracion de sacarosa y 86,3%
para el tratamiento de 3%, esto confirma lo reportado por (Barcelé & Rodrigo, 1995),
quienes reportaron que el material vegetal fresco contiene alrededor de 85% de su
peso en agua. Para el tratamiento de 3% de sacarosa, se obtuvo un menor porcentaje
de humedad relativa y un mayor peso promedio de hoja (3,75 mg).

Referente al peso de los bulbillos, se observd que en el tratamiento de 15% de
sacarosa, el promedio de peso fue de 45,81 mg, a medida que aumentaba la
concentracion de sacarosa, el valor del peso seco en bulbillos fue mayor. Este
comportamiento, fue similar en un estudio realizado por (Lipavska H, 1996), donde
encontraron que cuando se utiliza una concentracién alta de sacarosa aumenta la
acumulacion de materia seca, coincidiendo con los valores crecientes de peso en los
bulbillos. A pesar de que el peso seco en los bulbillos es considerablemente mayor al
peso seco de las hojas, varios autores reportan que el contenido de alcaloides en la
familia Amarilidacea, se encuentra presente en las hojas, no obstante, es interesante el
comportamiento que presentaron los individuos frente al tratamiento con sacarosa, ya
que el peso de los bulbillos fue aumentando a medida que el porcentaje de la fuente de
carbono era mayor, posiblemente, se deba a un comportamiento asociado a la
absorcién de nutrientes por parte del bulbo. Sin embargo, el elevado peso promedio
seco de los bulbillos obtenidos in vitro, sugiere que es importante evaluar por separado
el contenido de alcaloides en los bulbillos y las hojas), para determinar el material seco
que tiene la mayor produccién de alcaloides en la especie Zephyranthes carinata.

7.6 Estandarizacion de metodologia analitica cromatografia capa fina
(TLC)

Para la estandarizacion de la técnica analitica por cromatografia de capa fina o
cromatografia plana (TLC), se realizdé una serie de diluciones del estdndar de Boldina
en metanol, teniendo en cuenta la metodologia realizada, se sembraron las diluciones
correspondientes a (3, 5, 10, 15,20) pg/uL, en una fase mévil de Metanol/Agua/Di
etilamina 70:30:0,01 y se llevé a un pH de 3,5 con &cido férmico. (Wagner, Bladt, &
Zgainski, 1984). En la Figura 24 se evidencia la intensidad colorimétrica de la placa
cromatografica revelada con el reactivo de Dragendorff, el cual genera una coloracion
marron indicando que en el analito hay presencia de moléculas alcaloides. La
intensidad colorimétrica de las bandas correspondientes a las concentraciones,
demostraron un comportamiento mucho mas intenso a medida que la concentracion era
mayor, no obstante, para las concentraciones de 10, 15y 20 ug/pL es poca la diferencia
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visual con respecto a la intensidad colorimétrica reflejada, esto pudo asociarse a un
posible error experimental en la toma de la alicuota de las diluciones. Sin embargo, se
realizd una curva de calibracion utilizando un registro fotografico de la placa y
llevdndolo al software ImageJ donde se seleccionaron las bandas correspondientes al
revelado por el reactivo de Dragendorff y se procesaron cuantitativamente en areas
bajo la curva Figura 25. El &rea bajo la curva reflej6 un comportamiento creciente a
medida que la concentracion de boldina en la alicuota sembrada era mayor. Frente al
resultado positivo de lectura de alcaloides para el estdndar boldina, se realiz6 una toma
de muestra de hojas provenientes del invernadero de la especie Zephyranthes carinata
y se separé el material seco en pesos de 300, 400, 500 y 1000 mg Figura 26, después
de realizar el protocolo de extraccion, se utilizaron diferentes volumenes de alicuotas (1,
5,10 pL) para cada una de las muestras Figura 27 las cuales fueron reveladas
posteriormente con el reactivo de Dragendorff y se obtuvieron  resultados negativos
para la deteccion colorimétrica de alcaloides. Teniendo en cuenta lo anterior, se
especulaba que la técnica no era lo suficientemente sensible para detectar alcaloides
en Zephyranthes carinata. Sin embargo, se decidio realizar el mismo procedimiento,
utilizando material vegetal de la especie Hymenocallis, de la cual, autores reportan
alcaloides como la licorina por medio de una técnica RNM (Long-Ze & Shu-Fang,
1995). Luego de realizado el procedimiento de extraccion, se tomd una alicuota de 10
puL para el material vegetal seco (300, 400, 500 y 1000 mg) Figura 28, donde se
reporté que la prueba de alcaloides utilizando la metodologia cromatografica de TLC
tuvo una respuesta negativa en deteccion de alcaloides. Posiblemente, los resultados
negativos de la prueba, se deben a que la cantidad de muestra vegetal del material
seco es insuficiente para la deteccion final ,teniendo en cuenta que existen otros tipos
de técnicas analiticas que utilizan una cantidad de muestra aproximada de 300 mg de
material vegetal seco, y la deteccion y cuantificacion final de alcaloides es realizada por
medio de un equipo de cromatografia gaseosa acoplada a un espectrémetro de masas
(GC/MS) (Cortes, y otros, 2015). También se reportan trabajo realizados en la deteccién
de alcaloides de Amaryllidaceae donde constatan el uso de hasta 100mg de peso seco
del material vegetal que fue detectado por un equipo de cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC). (Georgieva & Antanassov, 2014).
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8 CONCLUSIONES

El material subcultivado presenté una mayor formacion de bulbillos
(76,7%) respecto al material proveniente de invernadero (70.6%). El
material subcultivado genera entre 4 y 5 bulbillos por explante,
correspondiente a 35% y 2,3% del material subcultivado total,
respectivamente.

La mayor respuesta se obtiene, a los 4 meses de induccion. El tratamiento
sin sacarosa indujo el mayor niamero de hojas por bulbillo.

La longitud de las hojas tiende aumentar a medida que aumenta el tiempo
de cultivo in vitro tanto para el material proveniente del invernadero como
el obtenido por subcultivo in vitro.

De acuerdo al porcentaje de humedad y peso promedio de las hojas, el
tratamiento invernadero de los 4 meses de induccion y el tratamiento de
sacarosa al 3% son los tratamientos que presentaron menor humedad
relativa y mayor cantidad de peso seco promedio en la hojas, donde
posiblemente el contenido de alcaloides en las plantulas, sera mayor.

El peso seco de bulbillos fue considerablemente mayor al de las hojas,
principalmente en el tratamiento invernadero al 4to mes de induccion. A
una concentracion del 15% de sacarosa en el medio de cultivo, el peso
seco promedio de bulbillos fue 10 veces mayor al de las hojas. Es
necesario un estudio comparativo de produccién de alcaloides en ambos
tipos de tejidos para determinar la concentracibn maxima de alcaloides en
la especie.

La técnica analitica de TLC, no es una técnica apropiada para realizar un
analisis cuantitativo de produccién de alcaloides en la familia
Amaryllidaceae en condiciones in vitro, ya que se necesita gran cantidad
de material vegetal para que la metodologia pueda obtener resultados
medibles de acuerdo a la sensibilidad de la técnica.

Para realizar un analisis cuantitativo reproducible de la produccion de
alcaloides en Zephyranthes carinata, es necesario utilizar técnicas
analiticas mas sensibles de acuerdo a la toma de muestra. Técnicas como
el GC/MS o el UPLC, permiten utilizar una menor cantidad de muestra
vegetal seca que sera procesada para la obtencién de resultados
confiables.
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9 RECOMENDACIONES

Es necesario realizar un andlisis del didmetro del bulbillo de las plantulas en cada uno
de los tratamientos, ya que es una variable que ayuda a predecir el comportamiento de
la plantula frente a la absorcion de nutrientes e induccion en medios de cultivo que
contengan fitohormonas asociadas al crecimiento celular, que puedan dar indicios de
aumento la produccion de alcaloides en la planta, tal y como lo reportan (Ozel &
Khawar, 2007). Una posible técnica a implementar, consistiria en dividir el bulbo a la
mitad y colocar la superficie en un papel milimetrado para calcular el didmetro total del
bulbo.

Para futuros trabajos experimentales respectivos a la cuantificacion de alcaloides
producidos en plantas, se recomienda incluir en la metodologia, equipos con un rango
de deteccién mucho més sensible como lo es el cromatografo de gases acoplado a un
espectrometro de masas, ya que el equipo permite resolver problemas de cantidad de
muestra utilizada y su funcionamiento permite una toma de resultados de manera mas
reproducible.

El equipo de espectrometria de masas para cromatografia de gases es un sistema
combinado que reune el poder de discriminacion y la sensibilidad de un cromatégrafo
de gases (GC) con la especificidad para la muestra analizada que aporta una técnica
espectroscopica. Puede proporcionar datos espectrales altamente especificos de las
distintas sustancias presentes en una mezcla compleja sin necesidad de aislarlos
previamente. (Métodos recomendados para la identificacién y el analisis de cocaina ,
2012). El andlisis realizado en este equipo, consiste en recuperar una cantidad
aproximada de 2mg de extracto en 1mL de metanol por muestra para ser procesado por
el equipo a través de un capilar teniendo en cuenta un estandar de Boldina como
referencia que se inyecta en el equipo. (Cortes, y otros, 2015)

Para posteriores estudios, es necesario realizar un trabajo experimental mas profundo
frente a los tratamientos de 0% y 3% de concentracion de sacarosa en el medio de
cultivo, puesto a que ambos tratamientos presentaron valores de humedad relativa,
peso promedio de hoja, longitud de hoja y numero de hojas por bulbillo muy similares.
Por otro lado, también es importante evaluar el contenido de alcaloides en bulbillos
cuando estos son sometidos a altas concentraciones de sacarosa, puesto que al 15%
en el medio de cultivo se encontré el mayor peso seco de bulbillos en las plantulas. Se
necesitan realizar un estudio mucho mas amplio frente a otras variables que puedan
intervenir en estos tratamientos para definir el mas adecuado frente a la produccion de
alcaloides.
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A pesar de utilizar el protocolo de esterilizacion, el cual ayuda a reducir la
contaminacion en la induccion de escamas y plantulas en el medio de cultivo, es
indispensable verificar el estado de limpieza y esterilidad de los instrumentos que tienen
contacto directo con el material vegetal, asi mismo, el estado de limpieza y esterilidad
de la cabina de flujo laminar debe verificarse antes de realizar un proceso de induccion.
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