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Resumen

La familia Amaryllidaceae es reconocida por producir metabolitos secundarios conocidos
como alcaloides, que tienen propiedades farmacologicas y terapéuticas de gran interés para el
tratamiento de diversas enfermedades. Teniendo en cuenta su utilidad y relevancia se han
planteado nuevas estrategias para mejorar la obtencion de alcaloides. Una de estas es utilizar
cultivos in vitro para favorecer la propagacion de material vegetal en conjunto con la adicion
de elicitores que generen estimulos permitiendo una mayor produccion de estos compuestos.
En este proyecto se evalla la produccion de alcaloides tipo galantamina y licorina a partir de
bulbillos de Eucharis grandiflora producidos in vitro expuestos al elicitor &cido salicilico en

un sistema de inmersion temporal (SIT).

El objetivo del presente estudio es evaluar el efecto de dos concentraciones de acido salicilico
en la produccion de alcaloides tipo galantamina y licorina en plantas de Eucharis grandiflora
cultivadas en un SIT. Para ello, las concentraciones que se utilizaran son: 0.1 mMy 0.25 mM
tratadas durante 24 dias. El crecimiento vegetal se evalu6 en términos de longitud de hojas,
raices y acumulacion de biomasa. Por ultimo, la produccién de alcaloides se determiné
mediante la técnica de espectrofotometria UV. Los resultados obtenidos mostraron que la
concentracion de 0.1 mM de acido salicilico incrementa significativamente la produccién de
galantaminay licorina. Adicionalmente, esta concentracidn no genera un efecto negativo en las

variables fisicas evaluadas.
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Introduccion

Amaryllidaceae es una familia de plantas angiospermas monocotiledéneas compuesta por
plantas herbéaceas perennes de gran interés economico, médico, farmacéutico y cosmético.
Estas plantas cuentan con una amplia distribucion en el mundo con presencia en zonas
tropicales, subtropicales y regiones templadas céalidas, sin embargo, son predominantes en el
sur de Africa, América del Sur andina y la cuenca mediterranea’. Las plantas de la familia
Amaryllidaceae son particularmente Ilamativas en numerosos paises y comunidades debido a
su destacado potencial en el tratamiento de enfermedades y afecciones inflamatorias?. El uso
de esta especie como medicina herbaria tradicional se debe en gran medida a las propiedades
bioldgicas de los alcaloides que producen y su efecto positivo en el mejoramiento en los

sintomas de algunas patologias.

En este sentido, las diferentes plantas pertenecientes a la familia Amaryllidaceae producen una
clase de alcaloides denominados como alcaloides de amarilidacea (AA)3, los cuales exhiben
diversas actividades farmacoldgicas, incluyendo propiedades antitumorales*® antivirales®,
antibacterianas’, antifingicas®, antipalidicas®® analgésica®, citotxicas, antiproliferativas® y
larvicidas en mosquitos®®. Estos metabolitos cumplen funciones asociadas a la defensa de la
planta frente a agentes externos y se producen en estados especificos del desarrollo, asi como
en periodos de estrés. Se diferencian del metabolismo primario porque sus productos
moleculares no son esenciales para el crecimiento y la reproduccion del organismot!. En
consecuencia, las cantidades que se generan son bajas planteando uno de los principales retos
en el proceso de su obtencion para posterior uso en el desarrollo de fA&rmacos o en investigacion

bésica entre otras aplicaciones.

Entre los AA identificados en esta familia, se destacan la galantamina y la licorina al ser los
méas estudiados dados sus beneficios en el tratamiento de diferentes enfermedades. La
galantamina se utiliza como principio activo en los medicamentos Razadyne® y Nivalin®, que
son dos de los principales tratamientos paliativos contra la enfermedad de Alzheimer de leve a
moderado®2. Su mecanismo de accion consiste en bloquear el funcionamiento de la enzima
acetilcolinesterasa encargada de la degradacion de la acetilcolina (neurotransmisor esencial
para el funcionamiento cerebral). Por otro lado, la licorina también se convierte en foco de
interés gracias a que exhibe un amplio espectro de actividades bioldgicas que incluyen efectos
antitumorales, antibacterianos y actividad citotoxica'®, por lo que se emplea en mdltiples

estudios para desarrollar farmacos con este compuesto®?,



La familia Amaryllidaceae esta representada en Colombia por 18 géneros, entre los cuales se
encuentra Eucharis. Este género particularmente cuenta con una distribucion notable en
nuestro pais y Ecuador en donde se halla en bosques tropicales y premontanos de la cordillera
Occidental'*. En estudios se han informado que Eucharis grandiflora, una especie
perteneciente a este grupo, produce una gran variedad de alcaloides, entre los que se pueden
encontrar de tipo licorina, narciclasina (trisferidina, ismina), tazetina (tazetina, 3- epimacronina
y 3-O-Demetiltazetina), galantamina (galantamina, sanguinina) y hemantamina (hamaina, 8-
O- demetilmaritidina, hidroxivitatina y 2-O-Acetillicorina)®®. Al igual como se menciond con
respecto a los alcaloides de galantamina y licorina y sus efectos a nivel biol6gico, la
narciclasina ha demostrado tener potencial en el tratamiento de canceres al disminuir
considerablemente la proliferacion celular'®. Ademas, otros estudios han demostrado que la
sanguinina actia como un fuerte inhibidor de la colinesterasa, e incluso se ha reportado que
muestra un nivel de inhibicién mayor al estimado para la galantaminal’. Por su parte, para la

tazetina se ha reportado que tiene actividades antipaltdicas y antineoplésicas®*°.

Si bien con el tiempo se han dado a conocer los potenciales beneficios de los AA, aln no han
sido utilizados ni aprovechados en su totalidad. Esto se debe como se mencioné con
anterioridad a los limitantes existentes con respecto a las bajas cantidades de alcaloides que
producen estas plantas naturalmente. Adicionalmente, también hay otros factores que pueden
restringir la obtencion de metabolitos, tales como, la diversidad genética de las plantas,
condiciones climéticas y el estatus fisiolégico al momento de realizar la evaluacion. Estas
limitaciones impactan directamente en el tiempo requerido para que las plantas se desarrollen

adecuadamente y alcancen la fase de produccion para que sea rentable®®.

La situacion anteriormente planteada junto con el interés creciente ha impulsado la busqueda
de métodos tanto bioldgicos como quimicos para incrementar la obtencion de alcaloides y
posterior aplicacion en diferentes areas. En el momento existen dos métodos principales para
la obtencidn de estos compuestos organicos: el primero es el uso de plantas como biorreactores
mediante el cultivo vegetal in-vitro (por ejemplo, el sistema de inmersioén temporal-SIT) y el
segundo implica un proceso de sintesis quimica total que resulta siendo poco efectivo y muy

complejo de llevar a cabo.

Al ser descartado cada vez con mas frecuencia el uso de métodos quimicos, se ha convertido
en foco de atencion como una alternativa viable la produccion de moléculas biolégicamente

activas a través del cultivo in vitro de tejidos vegetales!®?, Esta tecnologia que representa un



enfoque novedoso abarca un conjunto de técnicas que permiten el crecimiento y mantenimiento
de células, organos y tejidos vegetales bajo condiciones ambientales controladas, cuyo
principal objetivo es manipular su crecimiento, multiplicacion y diferenciacion en un medio de

composicion conocida??.

Otra alternativa que se ha utilizado para dar solucion a la problematica planteada es la de
inducir la respuesta de defensa en las plantas con compuestos quimicos como elicitores, que
potencien la produccion de alcaloides. Entre los elicitores mas utilizados como inductores se
encuentran el metil jasmonato, el &cido jasmonico y en menor proporcion el &cido salicilico
para producir una diversidad de alcaloides de amarilidaceas (AA), como la galantamina,
licorina, hemantamina, montanina, pancratistatina, entre otros??®, Cabe resaltar que hasta el
momento, la informacién sobre el efecto que genera el acido salicilico es escasa en

comparacion con otros elicitores, y esta restringida a especies no nativas de nuestro pais.

En la amplia gama de metabolitos secundarios producidos por las plantas, se identifican
alrededor de 50,000 de ellos?®, clasificandose en cinco grupos principales: fenoles, terpenos,
esteroides, alcaloides y flavonoides, subrayando la diversidad de respuestas a situaciones
adversas?®. Entre estas, sobresale la via de sefializacion de la isocorismato sintasa (ICS) o la
via de la fenilalanina amoniaco-liasa (PAL), activadas en respuesta a una gran variedad de
patdgenos, conduciendo a la produccion de la hormona vegetal &cido salicilico (SA)?’. Este
compuesto, cuya concentracién se incrementa frente al dafio por el patdgeno, estimula la
produccion de proteinas defensivas y expresion de genes que codifican enzimas cruciales para

la biosintesis de metabolitos secundarios como método de resistencia?®.

Para ejemplificar como ocurre esta sintesis es necesario mencionar que tanto el acido salicilico
como otros biofactores inducen la expresion de enzimas como PAL (phenylalanine ammonia-
liase) y TD (tyrosine decarboxylase)?. Las enzimas mencionadas forman parte de los primeros
pasos de la ruta metabdlica de los alcaloides de Amaryllidaceae, iniciando con la formacion
del intermediario biosintético comin O-metilnorbelladina®®. El acoplamiento oxidativo de -
Ortho-para fenol con el intermediario da lugar a la formacion de licorina, mientras que el de

para-orto fenol conduce a la formacion de galantamina® (Figura 1).
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Figura 1. Principales tipos de via biosintética de alcaloides para la familia Amaryllidaceae.
Tomado de: (Kaur, H., 2022).

Dentro de los elicitores que han cobrado mayor relevancia con el tiempo se encuentra el acido
salicilico (SA) y sus derivados conocidos como salicilatos, compuestos fendlicos encargados
de desencadenar una respuesta hipersensible cuando tiene lugar la interaccién planta-
patdgeno®’.  Investigaciones han revelado aumentos en la concentracion de diversos
metabolitos secundarios con la adicion de &cido salicilico en sistemas de cultivo in vitro,
centrandose en los alcaloides y, mas especificamente, evaluando su efecto en la produccion de
galantamina y licorina ®2®% entre otros®. Cabe resaltar que el incremento en la acumulacion de
metabolitos secundarios como resultado del efecto del SA es menor en comparacion con otros
inductores como los jasmonatos®4. La optimizacion de la concentracion y el tiempo de
exposicion de los inductores en los cultivos in vitro es clave para obtener producciones exitosas
de alcaloides, para lo cual es indispensable la investigacion y profundizacion del tema. Dentro
de las ventajas de utilizar este tipo de inductor se encuentra que (a) es un producto natural se
requieren bajas cantidades para producir efectos positivos, (c) es facil de aplicar y (d) es un

producto quimico barato disponible en casi cualquier lugar®’.

El uso de cultivos in vitro para plantas, ha demostrado mejoras significativas en términos de
acumulacion de alcaloides y produccion de biomasa'?. Entre los sistemas de cultivo in vitro se

encuentra el Sistema de Inmersion Temporal (SIT) que se utiliza comUnmente como



biorreactor vegetal dado que proporciona multiples ventajas en términos de manejo, estabilidad
de condiciones propicias para tejidos vegetales y escalabilidad de produccion®. Asi mismo, se
ha demostrado que este tipo de sistema en comparacion con los sistemas de cultivo sélido
permiten al material vegetal una mayor accesibilidad a los componentes del sustrato, lo que

genera mayores ganancias de biomasa y tiempos de propagacion reducidos.

El SIT consta de dos recipientes conectados por una manguera: el primer recipiente alberga los
explantes, mientras que en el segundo se ubica el medio de cultivo. En la parte interna de cada
recipiente, una manguera de silicona desciende hasta el fondo para absorber el medio,
permitiendo la circulacion de este de un frasco a otro mediante la inyeccién de aire (Figura 2).
La frecuencia y duracion del intercambio pueden ajustarse programandose con ayuda de un
temporizador'?. Los biorreactores SIT suelen estar compuestos con recipientes de vidrio o
plastico que permiten el ingreso de fuentes de luz externas a los materiales vegetales cultivados,

factor de relevancia en cultivos in vitro.

® sombadeaire
R Vilvulareguladora
s« Vilvulasolenoide

Filtro de aire hidrofébico

Figura 2. Sistema de inmersion temporal (SIT). 1. El medio liquido esta separado del
recipiente de cultivo que contiene los explantes 2. Inmersion o paso del medio de cultivo del
frasco reservorio al frasco donde estan los explantes. 3. Retorno del medio de cultivo al frasco
reservorio luego de cumplir el tiempo de inmersion establecido. Tomado de: (Barragan, I.,
2017).

Es importante mencionar que la respuesta a los estimulos generados por los elicitores son
altamente dependientes de la especie de la planta, asi como de la concentracion especifica del
elicitor y el tiempo de exposicion. La informacion disponible sobre el uso de elicitores en
plantas de E. grandiflora es limitada, lo que hace que determinar el efecto de los elicitores en



esta planta se convierta en una nueva rama de investigacion que puede ser de gran utilidad para

descubrir como esta especie se comporta en el proceso de produccion de alcaloides.

El presente estudio tiene como objetivo general evaluar el efecto de dos concentraciones de
acido salicilico en la produccién de alcaloides tipo galantamina y licorina en plantas de
Eucharis grandiflora cultivadas en un sistema de inmersion temporal (SIT). Entre los objetivos
especificos se encuentran determinar la cantidad total de alcaloides producidos, caracterizar los
alcaloides tipo galantamina y licorina y, por ultimo, evaluar el efecto del acido salicilico en el
desarrollo y la acumulacion de biomasa de las plantas.

Metodologia
1. Introduccion de material vegetal a cultivo in vitro.

El ensayo tiene lugar en el laboratorio de biotecnologia de la Universidad ICESI, utilizando
plantas de Eucharis grandiflora que formaban parte de la coleccién de plantas de cultivo in
vitro. Adicionalmente, con el objetivo de aumentar la cantidad de unidades experimentales, se
incorporaron plantas procedentes del vivero ubicado en casa de malla en la misma universidad.
Estas plantas se mantuvieron en condiciones de sombra proporcionada por una polisombra,
similar al entorno natural de las plantas en un intento de emular las condiciones propias de un
sotobosque que corresponde al entorno natural de estas plantas. Cabe resaltar que el vivero se
encuentra en condiciones ambientales no controladas, es decir, era reflejo de las condiciones
naturales de la zona de estudio, en este caso Cali, incluyendo variaciones en luz, humedad y

temperatura.

Se introdujeron 6 bulbos de Eucharis grandiflora los cuales fueron expuestos a procesos de
desinfeccion para su posterior siembra in vitro. Los pasos llevados a cabo se describiran a

detalle en los siguientes parrafos.
1.1 Preparacion de medios de cultivo.

En la preparacién, se utilizé el medio de cultivo denominado MS (Murashige and Skoog)
completo®, suplementado con sucrosa 3% y bencilopurina (BAP) (1ml/L) para estimular el
crecimiento y la generacion de bulbos en las plantas y gel rite al 2%, como agente gelificante
para dar consistencia al medio. Por altimo, se afiadio carbon vegetal (Duchefa Biochemie ®)

0.1%. La adicién del carbdn se realizé con el propdésito de neutralizar los compuestos fendlicos



que la especie de interés pueda secretar y, de este modo, evitar cualquier alteracion de estos
compuestos en el desarrollo del experimento. Por otro lado, para hacer el cultivo en medio de
inmersién temporal se empled el medio MS liquido suplementado con vitaminas y glucosa al
3%.

1.2 Desinfeccion de material.

El proceso de desinfeccidn del material vegetal procedente del vivero, previo a su introduccion
en el cultivo in vitro en el laboratorio, fue el siguiente: inicialmente, se realiza una limpieza
fisica de las plantas colectadas mediante un lavado con agua corriente, eliminando escamas
exteriores, tallos y raices necrosadas o contaminadas en el vivero (Figura 3). Después se lavan
los bulbos con abundante agua y detergente Extran® al 50% para eliminar el exceso de tierra.
Posteriormente, se sumergen durante 5 minutos con agitacion en una solucion desinfectante
compuesta por MERCK TEGO 51 (Dodecil Dietilen Diaminoglicina y Dodecilano
Propilglicina 9.0%, Excipientes C.S.P.100%) al 2%. En la cabina de flujo laminar se realiza la
segunda etapa de desinfeccidn que consiste en sumergir los bulbos en etanol al 70% durante 1
minuto con agitacion constante. Luego, se enjuaga con agua estéril por 1 minuto y con agitacion
constante para eliminar el exceso de etanol. Tras este paso se retira el agua y se elabora un corte
trasversal al bulbo para retirar la parte apical, y se corta en 4 partes iguales conservando la
placa basal. Tras esto, se enjuaga con agua estéril y se sumerge las partes resultantes de los
bulbos en etanol al 70% por 1 minuto con agitacién constante. Se realiza un enjuague con agua
estéril por 1 minuto, y con agitacion constante para eliminar el exceso de etanol y se sumergen
en 150 ml de una solucion de hipoclorito de sodio al 1,5% con 4 gotas de Tween 20 por cada
100 mL de solucion durante 20 minutos con agitacion constante. Posteriormente, se efectlian 3
enjuagues con agua destilada durante 3, 10 y 15 minutos consecutivamente, se retira el agua 'y
se adiciona nuevamente agua destilada para evitar la deshidratacion de los bulbillos mientras
se lleva a cabo con el protocolo de introduccion al medio de cultivo in vitro. El procedimiento
descrito coincide con el protocolo de desinfeccion empleado en el laboratorio de biotecnologia

el cual se encuentra descrito detalladamente en (Barragan, I., 2017).



1.3 Induccién de material a un sistema de cultivo in vitro permanente.

Para realizar el proceso de induccion de material desde el vivero al laboratorio, se empleo la
técnica de "twin-scaling" con el fin de inducir la formacidn de bulbillos in vitro'* y aprovechar
al méximo el material recolectado. En el paso inicial de este proceso, se retiraron las 4 escamas
mas externas de los bulbos como medida para prevenir contaminacion en el medio.
Posteriormente, se corto el bulbo de manera transversal, descartando la parte apical. Luego, la
parte basal del bulbo se dividio en seis secciones, y de cada seccidon se seleccionaron 3 pares
de escamas unidas por la placa basal como se muestra en la Figura 3. Lo anterior se realizé con
la ayuda de un estereoscopio (SMZ445 Nikon ®), y se introdujeron en medio de cultivo
MSA1B, teniendo en cuenta que el area de la placa basal del explante estuviera en contacto
con el medio de cultivo para garantizar la apertura de las escamas y posterior formacion de
nuevos bulbillos. Se sembraron de 2 a 4 pares de escamas por recipiente, dependiendo del

tamano del frasco y el explante.

Figura 3: De izquierda a derecha se muestran plantas de E. grandiflora y técnica de twin-
scaling

En este proyecto, se procesaron un total de 10 bulbos de Eucharis grandiflora procedentes del
invernadero, lo que resulto en la siembra de 24 pares de escamas por bulbo. Ademas de utilizar
el material procedente del vivero, se emplearon bulbos presentes en cultivo in vitro al inicio
del proyecto, en concreto se usaron 8 bulbos con estas caracteristicas, de los cuales se
obtuvieron 10 escamas por bulbo. En todos los casos, los bulbillos se propagaron en medio
MSA1B.

Los cultivos in vitro se mantuvieron en un cuarto a temperatura constante de 25°C, con un
fotoperiodo de 16 horas bajo luz blanca y 8 horas de oscuridad, y con una humedad relativa del
70%.



2. Introduccion de los bulbos de Eucharis grandiflora al sistema de inmersion

temporal.

El Sistema de Inmersion Temporal (SIT) que se utilizara se encuentra en el cuarto de
crecimiento del laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad Icesi. Consta de tres
componentes: un compresor sin aceite de la marca Kaeser Dental 5T, que controla la presion
del aire y facilita el intercambio de medio entre los recipientes; paneles o estantes con
mangueras de silicona Tygon 3350 que conectan cada unidad de cultivo (dos recipientes para
el intercambio del medio); y los recipientes de cultivo, que en este estudio consistieron en pares

de Erlenmeyer de 250 mL cada uno.

Cada unidad de cultivo, o réplica, se compone de dos Erlenmeyer cerrados con tapones de
caucho grado alimenticio, conectados por una manguera de silicona Tygon 3350 que permite
el paso del medio de cultivo entre ellos. El sistema incluye un tubo de vidrio en forma de "Y"
con tapon de goma tipo septum en la manguera, permitiendo inyectar, mediante jeringa y aguja
hipodérmica estéril, el medio de cultivo una vez consumido o evaporado, devolviéndolo a su

volumen inicial (Figura 4).

El disefio del SIT permite preservar la integridad morfoldgica de las plantas in vitro y reduce
el estrés mecéanico al posibilitar el contacto intermitente del medio de cultivo liquido con los
tejidos vegetales durante breves periodos, renovando la atmdsfera gaseosa. Lo anterior es
importante porque permite controlar el entorno gaseoso mientras se utiliza de forma eficiente
el entorno liquido proporcionando un sistema de produccion que reduce costos®. A diferencia
de los cultivos semisélidos que solo permiten la aireacion, el SIT, ofrece un contacto completo

de todo el tejido vegetal con los medios nutritivos permitiendo la absorcion de estos®.

Ademas, destaca por su facilidad de manipulacion, y permite ajustar la composicion del medio
mediante una simple transferencia, ofreciendo oportunidades para la automatizacion®®. En estos
experimentos, se programé una frecuencia de inmersién de cada 8 horas con 15 minutos de
inmersion, y se cultivaron las plantas en medio MS liquido completo suplementado con un 3%
de sucrosa. El volumen del medio para el SIT fue de 40 ml, el cual se mantiene constante
durante el proceso experimental, completandolo cuando fue necesario es decir cuando se

consumié o evaporo.



Figura 4: a, SIT instalado, en la parte de atras Erlenmeyer con plantas y adelante Erlenmeyer donde
se agrega inicialmente el medio de cultivo. b, inyeccién de medio de cultivo por el tapdn tipo

septum??.

2.1  Preparacion de los tratamientos con acido salicilico para la induccion en la

produccion de alcaloides en plantas de E. grandiflora.

Para la transicion de las plantas desde el sistema de cultivo in vitro permanente al sistema de
inmersion temporal, se realizé la remocion de hojas y raices, para conservar Unicamente los
bulbillos. Este procedimiento busca simplificar su adicion en los matraces Erlenmeyer, asi
como garantizar la asepsia del experimento y estandarizar el estatus fisiolégico de los tejidos
que se van a evaluar. En cada matraz Erlenmeyer se introdujo la cantidad necesaria de bulbillos
para alcanzar un peso fresco de 2.5 g por matraz (entre 9 a 15 bulbillos). Por su parte, en el
matraz emparejado (réplica), se afiadieron 40 ml de medio MS suplementado con vitaminas y
un 3% de sacarosa. Se evaluo el efecto del &cido salicilico en el medio de cultivo en dos
concentraciones diferentes: 0.1 mMy 0.25 mM, este compuesto se afiadio 7 dias después de la
introduccién de los bulbillos en el sistema de inmersion temporal. La cosecha de los bulbillos
se realizd a los 17 dias posteriores a la introduccion del elicitor en el medio de cultivo. Como
control, se incluyeron plantas cultivadas en el sistema de inmersion temporal en el mismo

medio de cultivo, pero sin el uso del elicitor, manteniendo el mismo periodo de 24 dias en total.

Una semana después de iniciar el cultivo, se realizaron inyecciones de 5 mL de medio (con o
sin elicitores segun el tratamiento) con el prop6sito de compensar la reduccion del medio 14
debida a la evaporacion y al consumo por parte de las plantas, manteniendo asi el volumen
inicial de 40 mL.



3. Toma de medidas morfologicas.

Luego de los 24 dias de tratamiento con acido salicilico, se retiraron las plantas de los sistemas
de inmersion temporal (SIT) y se realiz6 la medicion de su peso fresco, comparandolo con las
mediciones previas al ingreso al SIT. Asimismo, para determinar la biomasa de los bulbillos
fue necesario en primera instancia secarlos en un horno durante 48 horas para después ser
pesados. Todas las mediciones de esta variable se realizaron utilizando una balanza analitica
de la marca Sartorius. Los datos de biomasa corresponden a los datos de peso seco de los
bulbos, puesto que de esta manera se tiene en cuenta la masa real de la planta, descartando la

variacion que proporciona el contenido de humedad al interior de cada planta.

Finalmente, para obtener las medidas de longitud de las hojas y raices mas largas, se empleo
cinta métrica para realizar las mediciones correspondientes, tomando en cuenta la raiz y la hoja
maés extensa de todos los bulbillos (Figura 5). Para disminuir el porcentaje de error en los datos
obtenidos en este punto se tomdé una medida que seria utilizada como referencia para verificar

en el programa imageJ el valor determinado para cada bulbo.
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Figura 5: Técnica usada para medir el largo de hojas, en este caso de un bulbo de E. grandiflora

4. Extraccion de alcaloides.

La extraccion de alcaloides sigui6 el protocolo establecido por Ortiz (2023). Para iniciar, se
secO el material vegetal a 55 °C durante tres dias con el proposito de eliminar la humedad y
determinar su peso seco. Una vez seco el material vegetal se tomé una muestra de 300 mg, que
fue macerada con nitrégeno liquido hasta convertir el material inicial en polvo. La mezcla
resultante se resuspendio en &cido clorhidrico al 5% con una relacién peso-volumen del 6%.

Luego, esta suspension se sometid a sonicacion (Qsonica®) durante 16 minutos a una amplitud



del 70% en intervalos de 50 segundos encendido y 30 segundos apagado. Posteriormente, se
llevo la suspension al shaker con agitacion orbital a 300 rpm durante dos horas seguido de una
centrifugacion a 4000 rpm para separar el sobrenadante (fase acuosa acida), que se recuperd en
un erlenmeyer de 125 mL. Después de la recuperacion se homogeniza con vortex por 5
minutos. El precipitado resultante se traté con HCI dos veces mas, realizando la centrifugacion

y el vortex en cada lavado.

El sobrenadante recolectado se lavo tres veces con n-Hexano en relacion 1:1 con la fase acida
para desengrasar las muestras. Después de cada lavado, se agitd a 300 rpm en el shaker durante
media hora y se separaron las fases en un balén de decantacion. Se aumentd el pH de la fase
acida a 9.0 empleando hidréxido de amonio al 28%, obteniendo la fase acuosa basica. Asi pues,
la muestra se agit6 a 300 rpm durante 24 horas. Luego, se afiadié cloroformo en proporcién 1:1
y se homogeneiz6 durante 2 horas, separando las fases en un balén de decantacion y
conservando la fase organica (cloroformo, fase organica enriquecida con los alcaloides). Este
paso se repitié dos veces mas. Posteriormente, se realizaron dos lavados adicionales con agua
tipo 2 en relacion 1:1, agitandolos a 300 rpm durante 30 minutos cada uno. Para finalizar, se
filtro la fase orgénica enriquecida pasandola por un embudo con sulfato de sodio anhidro para
eliminar trazas de agua, y se llevd a rotoevaporacion a 40 °C y un vacio entre 280-600 bares a

80 rpm.

Los alcaloides se recuperaron del balon con metanol y se transfirieron a un vial de vidrio
debidamente rotulado y se llevo al horno durante dos dias con el objetivo de evaporar el
metanol y calcular el rendimiento de la extraccion. Luego, se resuspendieron las muestras en

metanol y se almacend a 4 °C hasta realizar el proceso de cuantificacion.
5. Cuantificacion por espectrofotometria.

La cuantificacion de galantamina y licorina se realizO mediante espectrofotometria UV
utilizando un espectrofotometro modelo Shimadzu UV-1800. En primer lugar, se realiz6 un
espectro de barrido en el rango de 200 a 500 nm para determinar la absorbancia maxima de
ambos compuestos. Una vez identificadas las longitudes de onda de absorbancia maxima, se
desarrollaron curvas de calibracion para galantamina y licorina. Para la galantamina, se
emplearon soluciones con concentraciones de 0.0125, 0.025, 0.050, 0.075 y 0.1 ¢g/L de
bromhidrato de galantamina (Supelco®). Para la licorina, se utilizaron concentraciones de
0.0125, 0.025, 0.0375, 0.05 y 0.075 g/L de clorhidrato de licorina (Sigma-Aldrich®). Ambos



compuestos fueron disueltos en metanol. En este andlisis se usé 1 ml de muestra, el cual era el
resultado de la extraccion &cida de los alcaloides en donde se utiliz6 300 mg para cada

tratamiento.

Para la curva de calibracién se realizaron diluciones con el objetivo de que cada una de las
concentraciones previamente determinadas se encontraran en el rango de absorbancia, es decir,
de 0 a 1. Dicho esto, a la muestra que ya estaba diluida en metanol se le afiadié 1ml de adicional
de este disolvente obteniendo un volumen final de 2ml. De esta cantidad se extrajeron 300
microlitros que fueron afiadidos a las celdas de cuarzo para después afiadir 1700 microlitos y

tener nuevamente el volumen final de 2ml.
6. Analisis estadistico

El experimento emplea un disefio completamente al azar de un factor con tres niveles que
fueron el control y los cultivos expuestos a las dos concentraciones de &cido salicilico. Todos
los experimentos se realizaron por duplicado y los andlisis se hicieron usando analisis de
varianza (ANOVA) y para evaluar las diferencias entre los grupos, se utilizo la prueba de Tukey
con la funcién HDS.test del paquete agricolae en R 46 con una significancia p < 0.05. Estas
pruebas fueron realizadas en el programa R version 4.4.0.

Resultados
1. Propagacion de material vegetal

Se obtuvieron un total de 150 plantulas de E. grandiflora mediante la técnica de twin scaling.
Lo anterior se traduce en un porcentaje de induccion del 83%. Al considerar la pérdida del 10%
debido a la contaminacion, la efectividad de propagacién fue del 73%. Se considera que una
tasa de contaminacion igual al 10% indica que el proceso de introduccion del material es
parcialmente efectivo, pero debe considerarse situaciones en las que el protocolo de
desinfeccion integre la parte interna de los bulbos. Dado que, en el proceso de induccion de
bulbos desde el invernadero al cultivo in vitro se observ6 que en una gran parte del material
recolectado presentaba en la placa basal hongos o bacterias que dificultaron la separacion de

las escamas sanas para su posterior crecimiento (Figura 6).



Figura 6. Partes seccionadas de un bulbo de E. grandiflora introducido del vivero al laboratorio con

aparente contaminacion por hongos o bacterias.
2. Medidas fisicas de las plantas.

Posterior al tratamiento con el elicitor se observd que las plantas de E. grandiflora expuestas a
la concentracion de 0.1 mM tuvieron una mejor respuesta a su cultivo en el sistema de
inmersién temporal, siendo capaces de producir una cantidad de hojas y raices similares al
control (Figura 7). Teniendo en cuenta lo anterior, los analisis fisicos se realizaron Unicamente
con las plantas que presentaban hojas y raices, con el objetivo de evitar variaciones excesivas

provocadas por datos atipicos que supondrian las plantas sin hojas o raices.

Control 0.1 mM

Figura 7: Plantas de E. grandiflora cosechadas después de haber sido sometidas a los distintos

tratamientos propuestos en el presente trabajo en el sistema de inmersion temporal.

El procedimiento experimental arrojo como resultado que el tratamiento correspondiente a la
concentracion de 0.1mM de acido salicilico presentd en general hojas mas largas en
comparacion con el promedio de la concentracién mas alta. Como prueba de ello es que tanto
el control como el tratamiento con SA de 0.1mM no mostraron diferencias estadisticamente
significativas en ambas plantas. Esto contrasta con lo que se ha descrito en estudios anteriores
donde la aplicacion de SA provocaba un efecto negativo en el desarrollo de las hojas®* %8 . En
este estudio, por su parte, se encontrd que el tratamiento de 0.1mM de SA no genera una
disminucion en el crecimiento de la hoja mas larga, por el contrario, genera un incremento del



4% en relacion con el control. A su vez, el tratamiento con la concentracion de 0.25 mM de
SA mostré una disminucién correspondiente al 16% en la longitud de la hoja mas larga en
comparacion con el control. Lo anterior demuestra que concentraciones mas altas del elicitor

pueden generar un efecto inhibitorio en el crecimiento y desarrollo de las hojas.

Por otro lado, las raices vieron disminuido su crecimiento con la adicion de SA, efecto que se
noto de forma mas severa en el tratamiento con la concentracion mas alta del inductor. Para la
concentracion de 0.1 mM se observd que la raiz mas larga tuvo una longitud menor
correspondiente al 2% con respecto al control mientras que las plantas expuestas a 0.25 mM
de SA redujeron el tamafio de su raiz en aproximadamente un 14%. Estos resultados se pueden
observar de manera grafica en la Figura 8. Ademas, es importante destacar que todos los
tratamientos tuvieron una variacion significativa, esto puede ser ocasionado debido a que no
todas las plantas cosechadas produjeron raices. Lo anterior puede estar asociado a una respuesta
propia de la especie de estudio o el hecho de que cuando las plantas estan sumergidas en el

medio, tienen la capacidad de absorber nutrientes por toda la superficie de la planta.

Hoja mas larga por tratamiento Raiz mas larga por tratamiento
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Figura 8: En el panel izquierdo, se muestra el promedio de la hoja mas larga para cada tratamiento
evaluado, incluyendo los tratamientos con las concentraciones de 0.1 mM y 0.25 mM de SA y su
respectivo control. En el panel derecho, se presenta el promedio de la raiz mas larga para cada
tratamiento. En ambos paneles, se incluyen barras de error que representan la desviacién estandar y las
letras indican las diferencias significativas segun la prueba de Tukey.

En cuanto a la variable de biomasa, en la Figura 9 se observa que las plantas expuestas a la
concentracion de 0.1 mM tienden a producir una mayor cantidad de biomasa en comparacion
con el tratamiento de 0.25mM. Lo anterior coincide con las observaciones fisicas que se
hicieron en la figura 7 donde se evidencid que las plantas del tratamiento de menor
concentracion tuvieron un crecimiento similar al del control, mientras que, para 0.25mM se

encontraron mas registros de poco desarrollo en hojas y raices. Es importante retomar lo



mencionado en parrafos anteriores donde se menciona que estos resultados no coinciden con
lo reportado en otros estudios como el de Colque (2004) en donde se encontré que cualquier
concentracion de SA, incluso las mas bajas afectarian de forma negativa el desarrollo de las
plantas?®. En este caso, podemos evidenciar que para Eucharis grandiflora la concentracion

de 0.1 mM de &cido salicilico mantiene la acumulacién de biomasa de manera positiva.

Si bien la informacion sobre el efecto del acido salicilico en la produccion de alcaloides es
limitada, existen diversos articulos en donde se expone que la aplicacion de inductores ralentiza
el desarrollo de la planta®. En dichos articulos se explica que, los elicitores pueden reducir el
crecimiento de las plantas al desviar recursos de los procesos de crecimiento hacia los
mecanismos de defensa. Cuando las plantas detectan elicitores, activan sus sistemas de defensa,
lo que frecuentemente implica la produccion de metabolitos secundarios como los alcaloides.
Esta respuesta requiere de energia y recursos, que no estan disponibles para las actividades de
crecimiento primario, como la divisién y el alargamiento celular. Los inductores desencadenan
una respuesta de estrés oxidativo en las plantas, acompafiada de la activacion de genes
relacionados con la defensa. Este proceso metabodlico, al demandar una gran cantidad de
recursos, puede inhibir el crecimiento vegetativo, ya que la planta prioriza su supervivencia

sobre su desarrollo®?,
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Figura 9: Biomasa acumulada promedio de Eucharis grandiflora bajo diferentes tratamientos.
Los tratamientos incluyen dos diferentes concentraciones de acido salicilico (0.1 mM y 0.25
mM) y su respectivo control. Las barras de error indican la desviacion estandar, y las letras
sobre las barras muestran las diferencias significativas determinadas por la prueba de Tukey

A pesar de los hallazgos obtenidos, la limitada informacién disponible para las especies
analizadas sugiere que los elicitores podrian estar ejerciendo un efecto distinto sobre las rutas

metabolicas de estas plantas, en comparacion con otros grupos vegetales.



3. Obtencion de alcaloides galantamina y licorina.

Se uso la espectrofotometria UV para cumplir con uno de los objetivos del trabajo, el cual era
determinar la concentracion de galantamina y licorina presentes en las plantas evaluadas en
cada uno de los tratamientos. Para esto se realizd un espectro de barrido, en donde se encontro6
que la absorbancia maxima para los compuestos era de 289 nm y 286 nm para galantamina y
licorina respectivamente, estos resultados se ajustan a lo reportado en la teoria para estos
compuestos®*“%. Adicionalmente, en la figura 10 se muestra los resultados de las curvas de
calibracion realizadas para obtener la concentracion de los alcaloides extraidos de las plantas

estudiadas.

Curva de calibracion para galantamina Curva de calibracion para licorina
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Figura 10: de izquierda a derecha se muestran las curvas de calibracion realizadas para
galantamina y licorina respectivamente. También se muestra el R2 de la recta y su ecuacion.

En general se observé que el acido salicilico en bajas concentraciones puede incrementar la
produccién de alcaloides. El efecto que genera este elicitor ha sido documentado en diversos
estudios cuyos resultados pueden variar de una especie a otra dependiendo el tiempo de
exposicion y las concentraciones utilizadas®®. En estos se indica que el efecto positivo del SA
en el aumento de alcaloides se debe a que este compuesto influye en la actividad de diversas
enzimas clave en las rutas metabdlicas de algunas especies vegetales*'. Por ejemplo, tiene un
efecto positivo en la actividad de la enzima fenilalanina amonio-liasa (PAL), que es una enzima
clave en la via de biosintesis de compuestos fendlicos y alcaloides*'#2, En particular, PAL
cataliza la conversion de fenilalanina en trans-cindmico, un paso fundamental que conecta el
metabolismo primario con el especializado®. Esto permite la sintesis de una variedad de
compuestos, incluidos los alcaloides de Amaryllidaceae, conocidos por sus propiedades
bioldgicas y farmacologicas. Lo anterior es posible gracias a que el &cido salicilico juega un
papel relevante en la regulacién de la expresion génica permitiendo la expresion de genes y
enzimas asociados a la produccion de alcaloides*. Adicionalmente, concentraciones adecuadas



de SA pueden estimular el crecimiento celular, lo que a su vez puede contribuir a una mayor

produccion de biomasa y, por ende, de alcaloides*.

Continuando con el analisis, se encontrd que la concentracion de &cido salicilico que genero
una mejor respuesta en cuanto a la produccion de alcaloides fue la de 0.1 mM. Lo anterior se
puede evidenciar en la figura 11 donde el valor més alto para galantamina fue de 1.19 mg/ml
correspondiente al tratamiento de 0.1mM. Por su parte, la produccién para el tratamiento de
0.25 mM fue de 0.47 mg/ml siendo un valor muy cercano al encontrado en el control. Para
licorina la tendencia es la misma que la descrita anteriormente, el valor mas alto fue de 0.40
mg/ml para la concentracion de 0.1 mM. En el caso de la concentracion 0.25 mM la produccion

fue de 0.23 mg/mL siendo un valor muy cercano al control con 0.24 mg/mL.
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Figura 10: Producciéon promedio de galantamina y licorina en Eucharis grandiflora bajo
diferentes tratamientos (0.1 mM y 0.25 mM y su respectivo control sin acido salicilico). En el
panel izquierdo, se muestra la produccién de galantamina, y en el panel derecho, la
produccion de licorina, en cada tratamiento evaluado. Las letras indican el resultado de las
pruebas estadisticas, donde letras iguales no representan diferencias estadisticamente
significativas.

Ahora bien, si se comparan los tratamientos con el control se tiene que para Eucharis
grandiflora se incrementa un 57% la produccion de galantamina con el tratamiento de 0.1 mM
de &cido salicilico con respecto al control. En su lugar, el tratamiento de 0.25 mM presento un
valor menor correspondiente al 8% en la produccidn de este alcaloide en comparacién con el
control. Para licorina el incremento es mas modesto, pues se encontré que el tratamiento de 0.1
mM incrementa en un 40% la produccion. Esto contrasta con el resultado de 0.25 mM donde

la concentracion de alcaloides esta por debajo del control en un 4%.

De los datos anteriormente presentados se puede decir que, para los dos tipos de alcaloides
estudiados, el &cido salicilico incrementa significativamente la produccion cuando se afiade al

medio una concentracion de 0.1 mM. Por otro lado, en la produccion de licorina, ambos



tratamientos reducen el porcentaje de rendimiento del alcaloide siendo maés evidente con la
concentracion de 0.25 mM, esto puede deberse a la produccion de otros compuestos en
respuesta al estrés generado por el elicitor, disminuyendo la produccién de este tipo de

alcaloide®46:47,

También es importante sefialar que estos resultados representan informacion nueva sobre la
produccidn de galantaminay licorina en Eucharis grandiflora utilizando acido salicilico ya que
hasta el momento no se habian reportado estudios sobre este tema. Sin embargo, en
investigaciones relacionadas con el uso de SA para mejorar la produccién de alcaloides se
encontrd gque la concentracion de 0.1 mM de &cido salicilico (SA) se identifico como la méas
efectiva para inducir la produccion de alcaloides tropanos en varias especies de Datura®. El
uso de 0.1 mM de SA segun la investigacion parece estar relacionado con la induccién de la
expresion de genes especificos involucrados en la biosintesis de TAs, como el gen que codifica
para la enzima H6H (hidroxilasa de hiosciamina), que es crucial para la produccion de
escopolamina y hiosciamina*. La activacion de estas vias metabdlicas puede ser mediada por
la sefializacion del SA, ya que actia como un regulador en la respuesta de las plantas a estreses
bidticos y abidticos. Lo anterior permite dilucidar un poco cuél puede ser el mecanismo que

estd permitiendo la produccidn de galantamina y licorina en Eucharis grandiflora.

En otro estudio se encontrd que la suplementacion del medio con una concentracion de 100
puM (0.1mM) de SA promovi6 la acumulacion de compuestos alcaloides totales e individuales
luego de estar expuestas de 15 a 20 dias de tratamiento®’. Asimismo, en Stevia rebaudiana, la
suplementacion de 100 uM de SA en el medio de cultivo aumento la produccion de
diterpenoides y compuestos fendlicos en 4.1 y 3.4 veces, respectivamente®!. Es importante
mencionar que el uso de &cido salicilico en la produccion de alcaloides como la galantamina
en otras especies ha mostrado efectos negativos. Tal es el caso de Narcissus confusus donde
las concentraciones evaluadas de SA en general tuvieron un efecto inhibidor en la produccién
de alcaloides?*. En este sentido, a medida que se aumenté la concentracion de SA, se observé
una disminucion tanto en la acumulacion de galantamina (GAL) en los tejidos como en su
liberacion al medio de cultivo®. Lo anterior coincide con varios estudios donde se menciona
gue concentraciones mas altas de acido salicilico tienen efectos inhibitorios en la produccion

de alcaloides*.

Por ultimo, los resultados encontrados no coinciden con ideas previas que mencionan que

existe una relacion inversa entre el peso seco y la produccion de alcaloides. Ya que como se



observa en la grafica 9 para Eucharis grandiflora el tratamiento de 0.25 mM presenta una
cantidad de biomasa (tomada como peso seco en este estudio) menor que el tratamiento de 0.1
mM, sin embargo, es este Gltimo la concentracion que si permite el incremento en la produccion
de los alcaloides de interés. Lo anterior puede deberse a que cada especie incluso perteneciendo
a una misma familia tiene su propia fisiologia y metabolismo, lo que puede influir en la manera
en que produce y acumula alcaloides. Caso opuesto fue la relacion del crecimiento de hojas, y
su contribucion a la produccion de alcaloides, pues parece que el poco crecimiento de las hojas
potencia la produccion de alcaloides. Es importante mencionar que esta Ultima afirmacion no
puede ser confirmada ya que hasta el momento no hay informacion disponible para esta
especie. Estos resultados junto con los interrogantes que se han planteado en la investigacion
dan apertura a futuros trabajos sobre el papel del acido salicilico en el proceso de obtencién de
alcaloides en plantas. Adicionalmente, también se genera evidencia sobre como los resultados

de elicitacion pueden variar de una especie a otra.
Conclusion

El presente estudio se enfoca en evaluar la produccién de alcaloides en la especie Eucharis
grandiflora perteneciente a la familia Amarilidacea, utilizando un enfoque de cultivo in vitro
e induccién mediante elicitores, con el objetivo de incrementar la produccion natural de

alcaloides Utiles para la industria farmacéutica y cosmética.

Para lograr esto, se establecié una metodologia que permitiera la propagacion eficiente de las
plantas estudiadas en sistemas in vitro. En este sentido, la técnica “twin scaling” demostro ser
adecuada para esto ya que permitidé la obtencion de nuevas plantas con una alta tasa de

supervivencia y desarrollo.

Adicionalmente, se analizaron las medidas fisicas de las plantas para identificar su reaccion al
tratamiento de acido salicilico, haciendo énfasis en las dos concentraciones evaluadas. Se
observaron diferencias importantes en la respuesta de las plantas al cultivo: La concentracion
de 0.1 mM no gener0 un efecto inhibitorio en el crecimiento de hojas y raices, lo que si ocurrid
con el tratamiento de 0.25 mM que presentd una disminucion en los valores para estas
variables. Las tendencias de biomasa presentaron un patron similar donde el control y la
concentracion de 0.1 mM fueron estadisticamente iguales, en comparacion con la

concentracion de 0. 25 mM que tuvo un valor de biomasa menor.



El aspecto de mas relevancia del estudio guarda relacion con la produccion de los alcaloides
de interés. Mediante espectrofotometria UV se encontré que el tratamiento de 0.1 mM de acido
salicilico favorece la produccion de alcaloides en Eucharis grandiflora, a través de un
incremento del 57% de galantamina y 40% de licorina en comparacion con el control. Por otro
lado, se confirmo lo reportado en la literatura con respecto a que elevadas concentraciones de
acido salicilico afectan la produccién de alcaloides, como se evidencid con el tratamiento de
0.25 mM. Esto demuestra que la mejora en la produccion de estos compuestos utilizando SA
depende de factores clave como las concentraciones que se apliquen en el medio.

Estos resultados dan apertura a nuevos interrogantes relacionados con el efecto del acido
salicilico en las plantas amarilidaceas. En este caso, Eucharis grandiflora mostré resultados
opuestos para las dos concentraciones evaluadas, sin embargo, atn queda mucho por aprender
de como ocurre el proceso de biosintesis en esta especie. Asi mismo, si se utilizan
concentraciones mas pequefias de SA a las evaluadas es posible o no incrementar la produccion

de alcaloides.

Finalmente, esta investigacion contribuye a comprender mejor la produccién y obtencion de
metabolitos secundarios en plantas de la familia amarilidacea, principalmente en el estudio de
alcaloides. Esto ya que al incrementar la produccion de alcaloides como la licorina y la
galantamina permite que otros grupos de investigacion tengan una base solida para el uso de

estos compuestos en el tratamiento de diversas enfermedades.
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