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Resumen

Kalanchoe daigremontiana ha tomado gran importancia como modelo en
investigaciones sobre el metabolismo acido crasulaceo y su uso como medicina
tradicional. Posee distintas propiedades biol6gicas, como actividad antihistaminica,
antiinflamatoria, citotoxica, para tratamiento de abscesos, quemaduras, ulceras
gastricas, reumatismo, tos, fiebre y actividad antimicrobiana. En K. daigremontiana
se han aislado e identificado distintos metabolitos secundarios como compuestos
fendlicos, carotenoides y bufadiendlidos. Se ha probado la actividad citotoxica de
contra diferentes lineas celulares de cancer de los bufadiendlidos, y los compuestos
fendlicos han demostrado poseer actividad antiinflamatoria, antioxidante, asi como
citotoxica contra algunas lineas celulares. La produccién de estos compuestos en
K. daigremontiana es variada por lo que implementar herramientas biotecnoldgicas
como el cultivo in vitro representa una alternativa para su obtencion, ademas de
permitir el empleo de estrategias como la elicitacién para activar el metabolismo
secundario y el incremento de la produccidn de estos compuestos. Se ha observado
que la elicitacibn con metil jasmonato potencia la produccién de compuestos
fendlicos en especies de Kalanchoe, sin embargo, siguen siendo pocas las
investigaciones sobre cultivo de tejidos vegetales y elicitacion con metil jasmonato
para la produccién de fenoles y flavonoides totales. El objetivo del presente trabajo
fue establecer un cultivo celular de K. daigremontiana y evaluar el efecto de
diferentes concentraciones de metil jasmonato, sobre el contenido de fenoles y
flavonoides totales. Se establecié un cultivo de callo y células en suspension usando
medio Murashige y Skoog (100%) suplementado con los reguladores de crecimiento
vegetal; Picloram y Bencilaminopurina (0.1+1.0 mg/L). Se realizé la elicitacion
usando distintas concentraciones de metil jasmonato (50, 100, 150 y 200 pM).
Posteriormente se realiz6 un analisis fitoquimico para determinar el contenido de
fenoles totales (método Folin Ciocalteau) y el Contenido de flavonoides totales.
Todas las concentraciones evaluadas con metil jasmonato incrementaron
significativamente el contenido de flavonoides totales (3.18, 1.77, 3.91 y 1.96 mg
equivalentes de quercetina por gramo de biomasa (mg EQ/g) respectivamente) al

compararse con el control (0.81 mg EQ/g), mientras que solo las concentraciones



50 y 150 uM de metil jasmonato incrementaron el contenido de fenoles totales (5.84
y 5.39 mg equivalentes de &cido gélico por gramo de biomasa (EAG/Q)
respectivamente), al compararse con el control (3.4 mg EAG/g). Se logré establecer
un cultivo celular en suspension de K. daigremontiana, la adicion de metil jasmonato
en dicho cultivo establecido, provoco un incremento en la produccion de fenoles y
flavonoides totales. Compuestos con actividades biolégicas que podrian ser

caracterizados y probados en investigaciones futuras.
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Abstrac

Kalanchoe daigremontiana has taken great importance as models in research on
crassulacean acid metabolism and its use in traditional medicine. It has different
biological activities, such as antihistamine, anti-inflammatory, cytotoxic activity, for
treatment of abscesses, burns, gastric ulcers, rheumatism, cough, fever, its
antimicrobial activity has been evaluated. In K. daigremontiana, different secondary
metabolism have been isolated and identified as phenolic compounds, carotenoids
and bufadienolides; the bufadienolides have been tested for their cytotoxic activity
against different cancer cell lines, the phenolic compounds have been shown to have
anti-inflammatory, antioxidant, as well as cytotoxic activity against some cell lines.
The production of these compounds in K. daigremontiana is varied, so implementing
biotechnological techniques such as in vitro culture represents an alternative for
obtaining them, in addition to allowing the use of strategies such as elicitation to
activate secondary metabolism and increase the production of these compounds. It
has been observed that elicitation with methyl jasmonate has enhanced the
production of phenolic compounds in Kalanchoe species. However, there is still little
research on plant tissue culture and elicitation with methyl jasmonate on the content
of phenols and total flavonoids. The objective of this work was to establish a cell
culture of K. daigremontiana and evaluate the effect of methyl jasmonate, at different
concentrations, on the content of phenols and total flavonoids of cell culture of K.
daigremontiana. A callus and cell suspension culture was established using
Murashige and Skoog medium (100%) supplemented with the plant growth
regulators; picloram and benzylaminopurine (0.1+1.0 m/L). Elicitation was carried
out using different concentrations of methyl jasmonate (50, 100, 150 y 200 uM).
Subsequently, the phytochemical analysis was performed. To determine total phenol
content (The Folin Ciocalteau Method) and total flavonoid content was determined;
all the evaluated concentrations of methyl jasmonate significantly increased total
flavonoid content (3.18, 1.77, 3.91 y 1.96 mg of quercetin equivalents per gram of
biomass (EQ/Q) respectly), when compared to the control (0.81 mg EQ/g), while only

the 50 and 150 pM concentrations of methyl jasmonate increased total phenol
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content (5.84 y 5.39 mg of gallic acid equivalent per gram of biomass (EAG/Q)
respectively), when compared to the control (3.4 mg EAG/g). It was possible to
establish a suspension cell culture of K. daigremontiana, the addition of methyl
jasmonate in the established culture, caused an increase in the production of
phenols and total flavonoids. Compounds with biological activities that could be

characterized and tested in future research.
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1. Introduccién

El género Kalanchoe es un buen modelo de estudio en investigaciones sobre
fisiologia vegetal, particularmente sobre el metabolismo acido crasulaceo (CAM) y
sobre la capacidad regenerativa en plantas. También tiene gran importancia porque
engloba a varias especies medicinales que poseen diversas actividades bioldgicas
(Milad et al., 2014; Garcia-Perez et al., 2018; Kolodziejczyk-Czepas y Stochmal,
2017). Se ha reportado que producen metabolitos secundarios (MS) relacionados
con propiedades medicinales; dicho género se caracteriza por producir MS tipo
terpeno, tales como triterpenos (McKenzie et al., 1987; Wu et al., 2006), incluyendo
bufadiendlidos, esteroles (Gaiko et al.,1976) y MS tipo fendlico como los flavonoides
(Siti-Aisyah et al., 2016). Estos ultimos son reconocidos por su propiedad
antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana, entre otras, mientras que, en las
plantas, pueden actuar como atrayentes o elementos disuasivos de otros
organismos, 0 como protectores contra plagas de insectos al afectar su
comportamiento, crecimiento y desarrollo (Chomel et al., 2016).

Las plantas producen MS en respuesta a su interaccién con el medio ambiente, por
lo que su concentracién puede ser fluctuante (Wink, 2015; Kabera et al., 2014). Los
reportes en la literatura muestran que el contenido de compuestos fendlicos totales
entre especies pertenecientes al género Kalanchoe es variado. En Kalanchoe
gastonis-bonnierise Raym.-Hamet and H. Perrier se reportan 20 mg equivalentes de
acido galico por gramo (mg EAG/g) de hoja seca (Romero-Calbache, 2017); en
Kalanchoe pinnata Lam. (Pers.) se reportan 56.35 mg EAG/g de hoja seca (Torres-
Molina, 2017); en K. daigremontiana Raym.-Hamet y H. Perrier se reportan 4.96 mg
EAG/g de hoja seca (Sharker et al., 2013).

Una herramienta biotecnoldgica que representa una alternativa para la produccion
de MS de plantas es el cultivo de tejidos vegetales (CTV, también conocido como
cultivo in vitro) pues se lleva a cabo en condiciones nutricionales y ambientales
controladas (Wei. et al., 2016). Ademas, el CTV permite el empleo de estrategias
para incrementar la produccion de MS, como la elicitacibn con metil jasmonato
(MeJa), que cuando se aplica exdgenamente a cultivos de células vegetales de una

variedad, estimula positivamente las vias biosintéticas del metabolismo secundario,
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lo que lleva a una mayor produccion de diversos MS, incluidos los terpenoides,
alcaloides y fendlicos (Ramirez-Estrada et al., 2016). En K. daigremontiana existen

pocos reportes sobre CTV y elicitacion con MeJa sobre el contenido de fenoles y

flavonoides totales.



2. Antecedentes

2.1 Importancia y usos medicinales del género Kalanchoe

El género Kalanchoe es un conjunto de especies pertenecientes a la Familia
Crassulaceae y a la subfamilia Kalanchoidae, la cual esta formada por tres géneros
Kitchingia, Bryophyllum y Kalanchoe, aunque hay autores que consideran que la
subfamilia solamente est4 formada por el género Kalanchoe y que los otros dos
géneros son secciones de este ultimo (Mort et al., 2001; Baltwin, 1938). Las
especies del género Kalanchoe son originarias de zonas extremadamente secas de
Madagascar y de regiones aridas de Africa oriental (Gehrig et al., 2001; Kluge et al.,
1991), aunque se encuentran ampliamente distribuidas en paises tropicales y
subtropicales (Figura 1) (Beckett y Schuster, 1990; Karuppusamy, 2009). Ninguna
especie del género Kalanchoe es endémica de México, pero diversas especies
fueron introducidas al pais y se distribuyen en los Estados de Chiapas, México,
Guerrero, Hidalgo, Michoacan, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana RoO,
Tabasco, Veracruz y Yucatan (Meyran-Garcia y Lopez-Chavez, 2003; Remib,
2008).

Figura 1. Distribucion de especies del género Kalanchoe (imagen tomada de
https://www.discoverlife.org/mp/20m?act=make _map)



https://www.discoverlife.org/mp/20m?act=make_map

El género Kalanchoe se distingue por sus érganos florales los cuales consisten en:
cuatro sépalos, cuatro pétalos, cuatro carpelos sin condensar y ocho estambres
(Milad et al., 2014). Es un buen modelo de estudio en investigaciones sobre
fisiologia vegetal, particularmente sobre el metabolismo acido crasulaceo (CAM), el
cual representa una modificacion adaptativa de la via de asimilacion fotosintética
del carbono; asi como estudios bioquimicos; ecofisiolégicos (Milad et al., 2014;
Kluge y Brufert, 1996). También, este género desempefia un papel importante en la
investigacion de plantas sobre la regeneracion de células vegetales y la
reproduccion asexual (Guo et al., 2014; Milad et al., 2014). Esta ultima en las
especies de Kalanchoe se observa a través de la formacion de plantulas en los
margenes de las hojas de las plantas adultas, ya sea de manera inducida por estrés
0 constitutiva, a través de un mecanismo complejo que involucra procesos
hormonales, genéticos, morfologicos y embriogénicos (Garces y Sinha, 2009).
Ademas del interés sobre su reproduccién y metabolismo, las especies del género
Kalanchoe han ganado mucho interés debido a su uso en la medicina tradicional,
principalmente en Africa, Asia y América del Sur, donde se han utilizado para el
tratamiento de diversos padecimientos, como las picaduras de insectos, heridas,
quemaduras, fiebre, infecciones, tos, artritis, Ulceras gastricas, dolores de cabeza,
diabetes, reumatismo entre otros (Nwadinigwe, 2011; Ojewole, 2005; Da Silva et al.,
1995).

2.2 Fitoquimica del género Kalanchoe

Los MS también llamados productos secundarios o productos naturales, son
compuestos organicos que aparentemente no tienen una funcién directa en el
crecimiento y desarrollo de la planta (Taiz y Ziegen, 2010), aunque tienen un papel
importante en la interaccion entre las plantas y su entorno (por ejemplo, defensa
contra herbivoros y patégenos, proteccion contra la luz ultravioleta, etc.). Los MS
son compuestos diferentes a los producidos durante el metabolismo primario (amino
acidos, nucledtidos, azucares, acidos lipidicos), su distribucion en el reino vegetal

esta restringida y solo pueden encontrarse en algunas especies o grupos de plantas



(Taiz y Ziegen, 2010). Son compuestos que se acumulan en tejidos y estructuras
especificas (por ejemplo, vacuolas, glandulas especializadas, tricomas, etc.) y su
produccion se ve afectada por varios factores, como el genotipo, la fisiologia de las
plantas, el clima, las condiciones ambientales y los patdégenos; en algunos casos,
solo se producen durante ciertas etapas de desarrollo (Isah et al., 2018; Shitan,
2016). Los MS pueden clasificarse segun su ruta de biosintesis en: compuestos que
contienen nitrégeno, compuestos que contienen azufre, terpenoides y compuestos
fendlicos (Wink, 2015; Kabera et al., 2014; Ahmad et al., 2017), y en cada caso se

presentan diferentes tipos (Figura 2).

Plant secondary metabolites
! | | |
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Figura 2. Clasificacion de los metabolitos secundarios de plantas (imagen tomada
de Jamwal et al., 2018)



Las plantas contindan siendo la fuente principal de moléculas bioactivas, muchas
de las cuales son MS; alrededor del 25-28% de las medicinas modernas se derivan
de MS bioactivos de plantas superiores. Por lo anterior, en las uUltimas décadas, los
esfuerzos se han dirigido a la extraccion, purificacion y el esclarecimiento de la
estructura de muchos MS, asi como de sus efectos biologicos (Samuelsson, 2004).
Tal es el caso de los compuestos fendlicos, los cuales comprenden una amplia
gama de metabolitos que se pueden clasificar acorde a su estructura quimica,
destacandose los fenoles simples (esqueleto C6), acidos fendlicos (C6-C1 o C6-
C3), taninos ((C6-C3-C6)n) y flavonoides (C6-C3-C6) (Kabera et al., 2014; Chomel
et al., 2016). Algunos flavonoides como las antocianinas son antioxidantes bien
conocidos que eliminan las especies reactivas de oxigeno (ROS), tal como la
cianidina-3-glucésido que tiene una gran capacidad de absorcidén de radicales de
oxigeno in vitro (Wang et al.,, 1997). Ademéas, se ha demostrado que las
antocianinas reducen los factores de riesgo para enfermedades cardiovasculares
(Wallace et al., 2016), suprimen el crecimiento celular en varias lineas celulares de
cancer (Lin et al., 2017), poseen efecto antiinflamatorio (p.Ej. cianidina-3-glucosido,
delfinidina-3-glucdésido y petunidina-3-glucdsido) ya que inhiben las actividades del
factor nuclear kappa de las células B (NF-kB) a través de las vias de la proteina
quinasa activada por mitégenos (MAPK), asi como la actividad de la enzima
ciclooxigenasa (Afaq et al., 2005; Vendrame y Klimis-Zacas, 2015; Wang et al.,
1999).

El género Kalanchoe también tiene gran importancia porque presenta especies
medicinales con potencial antifangico (Misra & Dixit, 1979), antiinflamatorio (Afzal et
al., 2012; Pal et al., 1999), antiulcérico (Pal et al., 1999), antimicrobiano (Akinpelu,
2000), insecticida (Supratman et al., 2000; Supratman et al., 2001a),
anticancerigeno (Supratman et al., 2001b; Mahata et al., 2012), antihipertensivo
(Ojewole, 2002), antidiabético (Goyal, et al., 2013; Matthew, et al.,, 2013c)
hepatoprotector (Yadav and Dixit, 2003), analgésico (Nguelefack et al., 2006),
inmunomodulador (Cruz et al., 2008), y con efectos en desoérdenes asociados al

sistema nervioso central (Kukuia et al., 2015).



En las especies del género Kalanchoe, se han aislado e identificado MS, tales como:
triterpenos, esteroles, fenantrenos (Baladrin et al., 1985; Wink, 2015),
bufadiendlidos (Kabera et al., 2014; Bourgaud et al., 2001; Dornenburg y Knorr,
1995; Bhalsingh y Maheshwari, 1998), antocianinas y flavonoides (Namdeo et al.,
2002; Rao y Ravishankar, 2002). Los datos publicados sobre los MS aislados de
diferentes 6rganos de especies de Kalanchoe (Figura 3) se resumen en la Tabla 1.
Algunos de estos MS presentan actividades biolégicas como se muestra en la Tabla
2, de la que se puede observar que los MS tipo bufadiendlidos se han identificado
en diferentes especies (Tabla 1). Estos son compuestos tipo triterpeno esteroide de
24 carbonos y tienen como caracteristica la presencia de 6 anillos de lactona (a-
pirona) y una doble insaturacion en la posicion 17-f del nucleo perhidrofenantreno
(Gaussmannm, 2001), los cuales han presentado actividad citotoxica contra
diferentes lineas celulares de cancer (Tabla 2, Figura 4). Ademas, se han
identificado MS tipo flavonoide como otra clase predominante en especies del
género Kalanchoe (Tabla 1) presentando actividad antiinflamatoria, antioxidante, asi

como citotdxica contra algunas lineas celulares (Tabla 2, Figura 4).






Figura 3. Diferentes especies medicinales del género Kalanchoe. a) K.
blossfeldiana, b) K. brasiliensis, ¢) K. daigremontiana, d) K. gracilis, €) K. pinnata, f)

K. spathulata (Imagenes tomadas de https://www.naturalista.mx/)

Tabla 1: Metabolitos secundarios reportados para especies del género Kalanchoe

K. blossfeldiana | Flores Cianidina Nielsen et al.,
Delfinidina 2005
Malvidina
Peonidina

3,5-0-b-D-diglucosido de
pelargonidina

Quercetin

Quercetrin
Quercetin-3-0O-B-
Dglucoside

K. brasiliensis F Patuletin-3-O-(4"-O-acetyl-



https://www.naturalista.mx/

Hojas y a-L- rhamnopyranosyl)-7- Costa et al.,
tallo O- 1994
(2™-O-acetyl-a-
Lrhamnopyranoside)
Patuletin-3-O-a-
Lrhamnopyranosyl-
7 O-(2"-
O-acetyl-a-
Lrhamnopyranoside)
Patuletin-3-O-(4"-O-acetyl-
a-L-rhamnopyranosyl)-7-
Orhamnopyranoside
K. Flores F Cianidina-3-glucésido M. A. Puertas
daigremontiana Mejia et al.,
2014
Hojas AF Acido galico Chernetskyy
Acido ferdlico etal., 2018
Acido cafeico
Acido p-cumaérico
Acido protocateico.
Hojas T Daigremontianina Supratman et
al.,, 2001a, b
Raices T Kalandaigremoside A Moniuszko-
Kalandaigremoside B gcz)iqf\;vaj etal,
Kalandaigremoside C
Kalandaigremoside D
Kalandaigremoside E
Kalandaigremoside F
Kalandaigremoside G
Kalandaigremoside H
K. Hojas T Bersaldegenin-3-acetate Supratman et
daigremontiana Bryophyllin A al., 2001a
X tubiflora Bryophyllin C
K. gracilis Parte F Eupafolin Liu et al.,
aérea Eupafolin-3-7 di-o- 1989
rhamnoside

Eupafolin-3-O-rhamnosyl-7-
O-(4-O-acetylrhamnoside)

Eupafolin-3-O-(3-O-
acetylrhamnosyl)- 7-O-(3-
O- acetylrhamnoside)

Eupafolin-4’-o-rhamnoside
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Luteolin

Kaempferol

Quercitrin

Quercetin

Parte
aérea

Hellebrigenin

Hellebrigenin-3-acetate

Kalanchoside A

Kalanchoside B

Kalanchoside C

Wu et al.,
2006

K. pinnata

Hojas

Quercitrin

Quercetin-3-0-a-
Larabinopyranosyl
(1 2) a-Lrhamnopyranoside

Muzitano et
al., 2006

Planta
completa

Afzelin

a-rhamnoisorobin

Kaempferitrin

Kaempferol 3-O-a-L-(2-
acetyl)rhamnopyranoside-
7-
O-a-L-rhamnopyranoside

Kaempferol 3-O-a-L-(3-
acetyl)rhamnopyranoside-
7-
O-a-L-rhamnopyranoside

Kaempferol 3-O-a-L-(4-
acetyl)rhamnopyranoside-
7-
O-a-L-rhamnopyranoside

Kaempferol 3-O-a-
Dglucopyranoside-
7-O-a-Lrhamnopyranoside

Tatsimo et
al., 2012

Hojas

Bryophyllin A

Bryophyllin C

Supratman et
al., 2001b;
Supratman et
al., 2000

K. spathulata

Hojas y
flores

Kaempferol

Kaempferol-3-o-
rhamnoside

Patuletin

Gaind et al.,
1981
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Patuletin-3,7-di-
Orhamnoside

Quercetin
Quercetin-3-0-glucoside-7-
0-rhamnnoside
4"-acetylsagittatin A

Costa et al.,
1996

AF= Acidos Fendlicos, F= Flavonoide, T= Triterpenos,

K. streptantha | Hojas F

Tabla 2. Actividad biologica de algunos metabolitos secundarios reportados en

Kalanchoe

Nombre del metabolito Actividad bioldgica Referencia
secundario
Afzelin Proteccion del ADN, antipaltdica, Liu et al.,
antioxidante, antiinflamatoria y 2007,
actividad absorbente de rayos UV Shin et al.,
Actividad antioxidante 2013
Bryophyllin A Insecticida Supratman
et al.,
2001b
Bryophyllin B Inhibicion de la replicaciéon del VIH en | Wu et al.,
linfocitos H9 2006
Bryophyllin C Insecticida Supratman
et al., 2000
Cianidina Antiinflamatoria y antioxidante Liang et al.,
2017
Delfinidina Hepatoprotectora, antiinflamatoria, Patel et al.,
antioxidante, anticancerigena 2013
Eupafolin Antiangiogénico, antitumoral Jiang et al.,
2017;
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Ko et al.,

2014
Luteolin Antioxidante, antiinflamatoria Lopez-
antimicrobiana y anticancerigena lazaro,
2009
Kaempferol Antiinflamatoria, antitumoral y Wang et
antioxidante al., 2018
Kaempferitrin Hipoglucemiante, antiinflamatoria, Ramos-
anticancerigena, inmunoestimulante, Hernandez
antidepresiva, antifangica y et al., 2018
antibacteriana.
Kalanchosides Actividad citotdxica en lineas de Wu et al.,
células tumorales humanas 2006
[nasofaringeas (KB), su MDR variante
(KB-VIN), pulmoén (A549), ovario
(1A9), proéstata (PC3), ileocecal (HCT-
8) y epidermoide (A431)
Malvidina Antioxidante Costa et
al., 2014
Quercetin Antiinflamatoria, anticancerigena, Anand-
antiulcerica, antibacterial David et al.,
2016
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Figura 4. Estructura quimica de algunos metabolitos secundarios reportados en
Kalanchoe: a) afzelin, b) bryophyllin A, c) bryophyllin B, d) cianidina, e) delfinidina,
f) eupafolin, g) luteolin, h) kaempferol, i) kaempferitrin, j) kalanchosides A, k)
malvidina, I) quercetin (Imagenes obtenidas de http://www.chemspider.com/)

2.3 Cultivo in vitro de plantas y su aplicacion en la produccion de MS

El cultivo de tejidos vegetales (CTV), también conocido como cultivo celular o in
vitro, es una herramienta importante en los estudios béasicos y aplicados, asi como
en la aplicacion comercial. EI CTV es el cultivo aséptico de células, tejidos, 6érganos
y sus componentes en condiciones fisicas y quimicas definidas in vitro. EI CTV es
una herramienta importante en la biotecnologia vegetal, su fundamento es la
totipotencialidad de las células vegetales, que se refiere a la capacidad de una sola
célula para expresar el genoma completo por division celular, ademas de la
capacidad de las células para alterar su metabolismo, crecimiento y desarrollo
(Thorpe 2007). La base tedrica para el cultivo de tejidos vegetales fue propuesta por
Gottlieb Haberlandt, en su discurso ante la Academia Alemana de Ciencias en 1902
sobre sus experimentos sobre el cultivo de células individuales (Neumann et al.,
2009; Thorpe 1990).
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Figura 5. Proceso del CTV y método de la produccion de MS, a) obtencion de CTV
por organogénesis o embriogénesis directa (linea continua) y morfogénesis
indirecta (linea punteada) (imagen tomada de Radice, 2004), b) diagrama de la
obtencién de CTV para produccion de MS (imagen obtenida de Espinosa-Leal et al.,
2018)

Dependiendo de la parte de la planta que se cultiva, podemos referirnos a ellos
como cultivo celular (células gaméticas, suspension celular y cultivo de
protoplastos), cultivo de tejidos (callos y tejidos diferenciados) y cultivo de érganos
(cualquier 6rgano como embriones cigoéticos, raices, brotes y anteras, entre otros);
cada tipo de cultivo se utiliza para diferentes aplicaciones basicas y biotecnoldgicas
(Hussain et al., 2012).

En las Ultimas décadas, se han realizado progresos considerables con respecto a
la produccion de MS mediante el uso de técnicas de cultivo de tejidos vegetales
debido a las ventajas de esta plataforma sobre otros sistemas de produccion. La
produccién de MS por cultivos in vitro generalmente ocurre en un proceso de dos
pasos, acumulacién de biomasa y sintesis de metabolitos secundarios, en el que
ambos pasos deben optimizarse de forma independiente (Goncalves y Romano,
2008; Isah et al., 2018; Murphy et al., 2014). La produccion podria lograrse mediante
el uso de callos indiferenciados, cultivos en suspension celular o estructuras
organizadas como brotes, raices o embriones somaticos. En algunos casos, puede
ser necesario un cierto grado de diferenciacion para que ocurra la biosintesis
(Karuppusamy, 2009). Se requiere el uso de cultivos de 6rganos diferenciados, por
ejemplo, cuando el metabolito objetivo solo se produce en tejidos o glandulas
vegetales especializadas, como es el caso de los aceites esenciales (Karuppusamy,
2009; Rao y Ravishanka, 2002).

Los cultivos de tejido celular y de suspension celular puede interpretarse como
células libres o pequefios grupos de células de callos de plantas cultivadas en un

medio liquido dispersado que puede producir una masa de MS (Moscatiello et al.,
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2013); han sido investigados por métodos biotecnolégicos y proporcionan una
plataforma de bioproduccion prometedora para los productos naturales deseados.
Aparte de la produccion de metabolitos mediada por el cultivo de células vegetales,
también existe la oportunidad de identificar lineas celulares que pueden producir
cantidades de compuestos iguales o incluso mayores que las de la planta. Ademas,
ciertos compuestos que no estan presentes o sintetizados en las plantas pueden
producirse mediante cultivos celulares (Bhatia y Bera, 2015).

Las células vegetales cultivadas en suspension pueden mantenerse en un estado
desdiferenciado con una division celular poco coordinada durante largos periodos
de tiempo. Con respecto a la homogeneidad y la estabilidad genética, las células en
suspension proliferan mas rapidamente que las células del callo. Se puede seguir
al crecimiento simplemente evaluando varios pardmetros que estan asociados
directa o indirectamente con el crecimiento, como el nimero de células, la masa
fresca y seca, el indice mitético, los componentes del medio, la conductividad del

medio (Kayser y Quax, 2006).

Los cultivos de células en suspensién de plantas son un sistema modelo confiable
para la investigacion y la produccion in vitro de MS para uso farmacéutico. La
principal ventaja de esta tecnologia es que puede llevarse a cabo bajo condiciones
controladas y se pueden utilizar varios inductores para aumentar la acumulacién de
metabolitos. Es independiente de las condiciones geograficas, estacionales y
ambientales, y contribuye a un sistema de produccién estable que garantiza la
acumulacion continua de productos con calidad y rendimiento uniformes. Se han
obtenido numerosos medicamentos naturales con diversas actividades como;
antitumorales, antipaltdicos, antioxidantes y antidiabéticos, etc. Ademas, muchos
compuestos nuevos se han aislado de células suspendidas de plantas medicinales

combinadas con biotransformacion (Yue et al., 2014).

2.4 La elicitaciébn como estrategia para incrementar la produccién de MS por
CTVv
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Hay varios factores que pueden optimizarse para mejorar el crecimiento y la
productividad de los metabolitos de los cultivos in vitro. Entre ellos, se pueden
nombrar los siguientes: la composicion del medio de cultivo, el pH del medio, la
densidad del indculo, el entorno del medio de cultivo (p. Ej., temperatura, calidad de
la luz, etc.), la agitacion y la aireacion, etc. (Isah et al., 2018; Murphy et al., 2014;
Ochoa-Villareal et al., 2016). El medio de cultivo afecta fuertemente la productividad
de la biomasa y los metabolitos, y por lo tanto, la seleccion de la formulacion
adecuada del medio de cultivo es un paso imprescindible (Isah et al., 2018). Debe
seleccionarse de acuerdo con los requisitos fisiologicos de las especies de plantas,
y hay varios parametros que pueden optimizarse, a saber, la composicion de
nutrientes, concentracion de sal, niveles de nitrato y fosfato, tipo y concentracién de

reguladores del crecimiento de las plantas, fuente de carbono, etc.

No obstante, la estrategia disponible que suele emplearse en CTV para mejorar la
productividad de los metabolitos secundarios, es la elicitacion, que tiene como
objetivo activar la sefializacion y metabolismo en células o tejidos mediante el uso
de agentes que desencadenan la respuesta de defensa (Zhao et al., 2005). Los
elicitores tienen la capacidad de controlar una variedad de actividades celulares a
nivel bioguimico y molecular, ya que inducen la regulacién positiva de los genes
(Zhao et al.,, 2005). Los elicitores pueden ser bidticos o abidticos y pueden
comprender moléculas de sefializacion como MeJa, &cido salicilico (SA), extractos
de la pared celular microbiana (p. Ej., Extracto de levadura, quitosano), sales
inorganicas, metales pesados, agentes fisicos (p. Ej., Radiacion UV) entre otros
(Narayani y Srivastava, 2017; Ramirez-Estrada et al., 2016). El SA y MeJa son
probablemente los inductores mas utilizados (Giri y Zaheer, 2016). Los jasmonatos
(JA), particularmente MeJa, desempeiian un papel importante en los procesos de
transduccion de sefales que regulan los genes de defensa en las plantas; cuando
se aplica exégenamente a cultivos de células vegetales de una variedad de
especies, el MeJa estimula positivamente las vias biosintéticas del metabolismo
secundario, lo que lleva a una mayor produccién de diversos MS, incluidos los

terpenoides, alcaloides y fendlicos, por lo que es considerado un elicitor bidtico que
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incrementa la produccion de compuestos de interés farmacéutico (Ramirez-Estrada
et al., 2016).

2.5 Boténica, usos y cultivo in vitro de K. daigremontiana.

Kalanchoe daigremontiana Raym.-Hamet y H. Perrier. también es conocida
comunmente como aranto, espinazo del diablo, madre de miles, etc. La planta
desarrolla un tallo erecto que puede alcanzar hasta 1 m de altura con hojas
opuestas, carnosas oblongo-lanceoladas que llegan a los 15-20 cm de largo y de 1-
3.5 cm de ancho, los margenes aserrados de la hoja producen pequefias plantulas
o0 pseudobulbillos (Johnson, 1934; Descoings, 2003) (Figura 6). La especie es
originaria de Madagascar (Chittenden, 1951; Descoings, 2003) pero se ha
distribuido en paises tropicales y subtropicales, se han encontrado en diferentes

Estados de México (Figura 6)
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Figura 6. Aspectos fisicos de K. daigremontiana, a) aspecto de las hojas de K.
daigremontiana, b) floracibn en K. daigremontiana, c) brotes saliendo las
aserraduras de las hojas en K. daigremontiana (imagenes tomadas de

https://www.naturalista.mx/)
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Figura 7. Mapa de la distribucion de K. daigremontiana en México (imagen tomada

de https://www.discoverlife.org/mp/20m?act=make map)

Kalanchoe daigremontiana es usada tradicionalmente para tratar quemaduras,
Ulceras gastricas, reumatismo, tos, y fiebre (Anisimov et al., 2009), siendo algunos
de dichos usos atribuidos a compuestos fendlicos, carotenoides, polisacaridos y
bufadiendlidos (Tabla 1,2). Posee distintas actividades biologicas, como actividad
antihistaminica, antiinflamatoria, citotdxica, para tratamiento de abscesos,
guemaduras, ulceras gastricas, reumatismo, tos, fiebre, asi como actividad

antimicrobiana (Wu et al., 2009; Supratman et al., 2001b),

Pocas investigaciones han sido realizadas para establecer cultivos in vitro de callo
y de células en suspension y la variacion en la produccibn de MS de K.
daigremontiana. Garcia-Pérez y colaboradores en 2020 realizaron el cultivo in vitro
de tres especies diferentes de Kalanchoe (K. daigremontiana, K. tubiflorum y K. x
houghtonii), bajo estrés nutricional para inducir la biosintesis de compuestos
fendlicos, ademas de optimizar la extraccion fendlica utilizando cuatro disolventes
con diferentes proporciones de MeOH. Para el establecimiento del cultivo in vitro se
usaron plantulas de 18 meses de un invernadero, se desinfestaron y colocaron en
recipientes con 25 mL de medio usandose dos formulaciones; medio Murashige y
Skoog al 100% y al 50%, suplementado con 3% de sacarosa, para la extraccion se
usaron combinacion de MeOH:agua (v/v); 40%, 60%, 80% y MeOH absoluto, el
valor maximo se obtuvo de las partes aéreas de K. x houghtonii cultivadas en medio
MS 50% y extraidas con MeOH 80% (50 mg EAG/g DW), para flavonoides las partes
aéreas mostraron mejores resultado usando MeOH absoluto como extraccién, y la
composiciéon del medio no afecto la acumulacién de flavonoides siendo K.
daigremontiana la que mostro un valor significativamente mayor (16.0 mg EQ/g
DW). Por otra parte, Lépez (2011) utilizando medio de cultivo Murashige y Skoog al
100% adicionado con sacarosa al 3%, 6-bencilaminopurina (BAP) y acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) a diferentes concentraciones, encontr6 que la

combinacion 1.0 mg/L y 0.5 mg/L respectivamente, promovio la mayor induccion de
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callo en explantes de hoja. Por otro lado, Pérez (2015) re-establecié un cultivo de
callo utilizando las condiciones descritas por Lopez (2011), el cual empleé para
desarrollar un cultivo en suspension. Este ultimo cultivo fue estudiado a través del

tiempo, realizando un analisis cualitativo de flavonoides y triterpenos.

Recientemente Garcia-Pérez y colaboradores (2021) combinaron el cultivo de
células en suspension y la metabolomica para mostrar el efecto de dos elicitores
(MeJa y SA) sobre el potencial biosintético de 3 especies de Kalanchoe (K.
daigremontiana, K. tubiflorum y K. x houghtonii). Para el establecimiento del cultivo
de células en suspension de las tres especies se probd el medio Murashige y Skoog
100 y 50% suplementado con las combinaciones de (0.5 y 1.0 mg/L) 2,4-D + (0.5,
1.0 y 2.0 mg/L) BAP, eligiendo el medio adecuado para cada especie, siendo la
combinacion Murashige y Skoog 100% con 0.5 + 1.0 mg/L (2,4-D + BAP) la usada
para K. daigremontiana, Murashige y Skoog 50% con 0.5 + 1.0 mg/L (2,4-D + BAP)
para K. x houghtonii y Murashige y Skoog 100% con 1.0 + 0.5 mg/L (2,4-D + BAP)
para K. tubiflorum, mientras que para la elicitacién usaron 0, 50 y 100 uM de MeJa
y 0, 100, 500 y 1000 uM de SA por separado y en combinacion. Para el estudio
metaboldmico se realizé un analisis de los metabolitos de K. daigremontiana y K. x
houghtonii usando un espectrometro de masas de cuadrupolo-tiempo de vuelo
(QTOF) acoplado a un sistema ultra-HPLC, los datos derivados de la metabolémica
se analizaron e interpretaron estadisticamente mediante la herramienta de software
Mass Profiler Professional el andlisis revel6 que ambos elicitores (solos o
combinados) tuvieron efecto en el metabolismo primario y secundario de los cultivos
de células en suspensién de las tres especies, el cual dependio del tipo del elicitor,
asi como de la especie. Usando correccién de prueba multiple Benjamini-Hochberg,
el analisis reveld que el metabolismo fue estimulado por los elicitores usados,
principalmente compuestos fenolicos, compuestos que contienen N y terpenos. En
K. x houghtonii el uso de MeJa regul6 positivamente los compuestos derivados de
fenilpropanoides, los glicésidos de antocianidinas, flavonas, flavonoles y las
cumarinas. El uso de SA regul6 positivamente a un grado menor la biosintesis de

glicésidos de antocianidina, mientras que las flavonas y flavanoles fueron
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fuertemente inhibidas. Con el uso de MeJa-SA se obtuvo un efecto sinérgico,
estimulando positivamente flavonoles y negativamente las flavonas, antocianinas.
Para los compuestos que contienen N, MeJa estimul6 positivamente los alcaloides,
SA estimulé positivamente los alcaloides en un grado menor, reprimié el 6-
(metilsulfanil) hexil-desulfoglucosinolato y glucoiberverina, por otra parte MeJa-Sa
estimularon positivamente a los alcaloides y negativamente a algunos
glucosinolatos alifaticos.

En K. daigremontiana el uso de MeJa regulé positivamente el contenido de
derivados de &cidos fendlicos, flavonoles, flavonas, isoflavonas, se estimuld
negativamente los pterocarpanos y lignanos. Por otra parte, SA estimuld
positivamente pero en menor cantidad que MeJa; los flavonoles, las flavonas y
algunas isoflavonas, los lignanos se estimularon negativamente. La combinacion
MeJa-SA estimulo positivamente flavonas, algunas isoflavonas y pterocarpanos, se
estimuld negativamente flavonoles y lignanos. Por otra parte, los compuestos que
contienen N fueron el segundo grupo que mostr6 mayor estimulacion; MeJa
estimulé positivamente la acumulacion de alcaloides, alcaloides inddlicos,
glucosinolatos alifaticos. ElI SA estimulo positivamente la acumulacion de alcaloides,
glucosinolatos  alifaticos, estimulé negativamente algunos alcaloides de
isoquinolina. MeJa-SA mantuvo una sinergia de ambos elicitores en la acumulacion
de alcaloides. La familia de los terpenoides fue la tercera familia que se estimuld
con el uso de elicitores; el MeJa estimulé positivamente saponinas, carotenoides y
fitoalexinas, se estimulé de forma negativa los sesquiterpenoides. El SA estimul6
positivamente algunas fitoalexinas, mientras que la estimulacion negativa se
observd en sesquiterpenoides, saponinas y carotenoides. MeJa-SA estimulé de
forma positiva saponinas, carotenoides y fitoalexinas, se estimul6 de forma negativa
la produccién de sesquiterpenoides.

En este estudio se observo que el metabolismo esta estimulado por el uso de
elicitores, donde todos los tratamientos causaron un efecto positivo con respecto al
control, en K. daigremontiana y el uso de MeJa-SA provoco el mayor efecto seguido
de SA y MeJa en tres familias de MS, para K. x houghtonii se observé un efecto

antagonico entre MeJa y SA (Figura 8).
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Figura 8. Biosintesis de los MS con el uso de elicitores MeJa, SA y MeJa-SA en K.
daigremontiana y K. x houghtonii; a) MS estimulados por el uso de elicitores en K.
daigremontiana, b) MS estimulados por el uso de elicitores en K. x houghtonii.
(Imagen modificada de Garcia-Perez, 2011)
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Ademas, se observo que ambos elicitores (solos o combinados) tuvieron efecto en
la cantidad de biomasa producida por los cultivos de células en suspensién de las
tres especies, el cual dependio del tipo y la concentracién del elicitor, asi como de
la especie. En K. tubiflorum, Gnicamente el uso de 500 y 1000 uM de SA disminuy6
la biomasa, mientras que la concentracion de 100 uM de SA no mostro un efecto en
la biomasa, con respecto al control. El uso de MeJa en ambas concentraciones
disminuyd la biomasa en casi un 50%. Ademas, al usar ambos elicitores disminuyé
la biomasa en valores menores al 50%. En el caso de K. x houghtonii tnicamente
el uso de 500 y 1000 uM de SA disminuy0 la biomasa, mientras que la concentracion
de 100 uM de SA no mostré un efecto en la biomasa, con respecto al control.
Mientras que MeJda 50 uM disminuyd la biomasa respecto al control. Ambos
elicitores en todas las concentraciones y combinaciones disminuyeron la biomasa
hasta aproximadamente un 70%. En K. daigremontiana, el uso de SA en todas las
concentraciones disminuy6 la cantidad de biomasa con respecto al control, mientras
que Unicamente MeJa 50 uM incrementé la biomasa. Ademas, la combinacion de

ambos elicitores disminuyd mas del 50% la biomasa, respecto al control.
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3. Justificacion

El MeJa ha potenciado la produccion de flavonoides tipo antocianinas en plantas de
Kalanchoe blossfeldiana. Cuando MeJa (0.1, 0.5y 1.0 % p/p) se aplico alrededor
del tallo de plantas jovenes de K. blossfeldiana, causé la acumulacion de
antocianinas (alrededor de 0.3 puM/g peso fresco contra 0.03 puM/g peso fresco del
control) en brotes después de 7 dias de tratamiento (Saniewski et al. 2003). Por otro
lado, al aplicar MeJa en las raices de K. blossfeldiana a concentraciones de 5.0 a
40.0 mg/L, incrementd sustancialmente la acumulaciéon de antocianinas, la cual
dependio de la edad de la planta; siendo mayor en raices de plantas viejas después
de 14 dias de tratamiento (379.31 mg/g peso fresco contra 74.69 ug/g peso fresco)
(Goraj-Koniarska et al. 2014). Sin embargo los tiempos de produccion y costos se
pueden reducir con el uso de métodos biotecnolégicos como el CVT que
proporcionan una bioproduccion prometedora para la obtencion de los productos
naturales deseados. Ademas de la producciéon de metabolitos mediada por el cultivo
de células vegetales, también existe la oportunidad de identificar lineas celulares
gue pueden producir cantidades de compuestos iguales o incluso mayores que las
de la planta (Bhatia y Bera, 2015); las muestras vegetativas in vivo y cultivos in vitro
presentan diferentes perfiles de MS, lo que esta relacionado con factores genéticos,
pero también con condiciones ambientales de crecimiento que conducen a
diferentes condiciones de estrés oxidativo y por lo tanto, respuesta disimil en
términos de metabolismo secundario. Con respecto a las CVT combinada con la
elicitacion de Kalanchoe se dispone de informacién muy limitada. Un cultivo de K. x
houghtonii se sometié a elicitacion con ciclodextrinas (Garcia-Pérez, 2019). Los
resultados demostraron que solo se necesitaron 7 dias para lograr un crecimiento
celular estable y produccion de compuestos fendlicos.

En particular no se ha cuantificado la produccion de compuestos fenélicos en un
cultivo de células en suspension de K. daigremontiana establecido y propagado con
picloram (PIC) y 6-bencilaminopurina. El CTV es una herramienta importante en
aplicaciones biotecnoldgicas, como la produccion de MS y en particular, para K.
daigremontiana podria representar una estrategia para la produccién de

compuestos fendlicos.
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4. Hipotesis

El contenido de fenoles y flavonoides totales en un extracto de un cultivo celular de
Kalanchoe daigremontiana se incrementara por el MeJa ya que es una molécula

que estimula positivamente las vias biosintéticas del metabolismo secundario.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Establecer un cultivo de células en suspension de Kalanchoe daigremontiana

capaz de producir compuestos fendlicos, incluyendo aquellos de tipo flavonoide.

5.2 Objetivos particulares
Establecer un cultivo celular de Kalanchoe daigremontiana.

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de metil jasmonato, sobre el
contenido de fenoles y flavonoides totales en el extracto del cultivo celular de

Kalanchoe daigremontiana
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6. Materiales y métodos

6.1 Material vegetal

Se obtuvo planta madre de K. daigremontiana de un vivero ubicado en la ciudad de
Toluca, Estado de México y se emplearon brotes vegetativos de las hojas, de

aproximadamente 0.5 cm de diametro.

6.2 Medio de cultivo y condiciones de incubacién

El medio de cultivo fue el medio Murashige y Skoog al 100%, suplementado con 30
g/L de glucosa. Para formular un medio de cultivo semisélido (empleado en
induccion de callo) se suplementd con phytagel al 2%; éste se omite en la
formulaciéon de medio liquido. Para la induccion de callo, se agregé al medio de
cultivo una combinacion de reguladores de crecimiento vegetal (RCV) citocinina 6-
bencilaminopurina (BAP) 1mg/L combinada con picloram (PIC) 0.1 mg/L. Los
explantes se incubaron por 30 dias. Todos los cultivos se incubaron bajo luz
fluorescente blanca a 16/8 horas luz/oscuridad y a una temperatura de 25 + 2°C;

ademas, los cultivos en suspension se colocaron en un agitador orbital a 110 rpm.

6.2.1 Induccion de callo y establecimiento de cultivos de células en
suspension

Los cultivos celulares en medio liquido se establecieron a partir de callo friable
procedente de cultivos obtenidos en medio semisélido. Se pesaron 1.5 g y se
sembraron en matraces Erlenmeyer de 125 mL conteniendo 25 mL de medio de
cultivo liquido. Para proliferar el callo en medio semisélido y medio liquido se

realizaron subcultivos cada 17 dias.

6.3 Elicitacion con MeJa.

La biomasa proliferada de células en suspensién (17 dias) se trat6 con MelJa
(Sigma-Aldrich) a diferentes concentraciones (0, 50, 100, 150 y 200 pM) e
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incubando por 24 h Posteriormente se cosecho la biomasa por filtracién al vacio.

Cada tratamiento consistio de 3 unidades experimentales y se realizo por triplicado.

6.3.1 Obtenciéon de extractos

La biomasa filtrada se seco (en estufa a 60°C durante 48 horas), se peso y pulverizo.
Posteriormente la biomasa se extrajo con metanol (MeOH) (100 mg de biomasa
seca/ 100 mL de MeOH) por 20 min en un ultrasonicador (SSLA-950W). El extracto
se filtr6 y posteriormente se concentré a un volumen final de 10 mL en un
rotaevaporador (Buchi) acoplado a una bomba de vacio; el extracto concentrado se

empled en el andlisis fitoquimico.
6.4 Analisis fitoquimico

Se determind el contenido de fenoles totales (CFT) empleando el método Folin-
Ciocalteau (Singleton et al., 1999), flavonoides totales (CFVvT) por el método descrito
por Woisky y Salatino (1998). En CFT se emple6 &acido galico como estandar para
elaborar curva patrén (y=10.196x + 0.0184; R? = 0.9988) con concentraciones de
0.1 a 0.0008 mg/L, mientras que en CFVT se empled quercitina como estandar para
elaborar curva patrén (y= 41.355x — 0.0097 y R?= 0.9945) en concentraciones de
0.006 a 0.0004 mg/L. Los resultados del CFT se expresaron como mg equivalentes
de acido gélico por gramo de biomasa seca (mg EGA/g), mientras que los resultados
del CFVT se expresaron como mg equivalentes de quercitina por gramo de biomasa

seca (mg EQ/g). Cada muestra de extracto se procesé por duplicado.

6.5 Andlisis estadistico

Se empleo el software NCSS 12 para realizar analisis estadistico (cuadrado latino).
Se realiz6 un analisis de varianza; una vez obtenida la normalidad de los datos y
homogeneidad de varianza se realiz0 la prueba ANOVA para la comparacion
multiple de medias sobre el CFT y CFVT, bajé un 5 % de nivel de significancia.
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7. Resultados y Discusion
7.1 Establecimiento de cultivos de callo y de células suspension

La combinacién de los RCV PIC 0.1 mg/L y BAP 1.0 mg/L promovi6 la formacién de
callo en explantes de hoja, después de 30 dias de incubacion. El callo formado era
friable de color blanco-verdoso y aparecio en los bordes de los explantes (Figura
9a). Dicho callo al subcultivarse mantuvo sus caracteristicas durante 8 ciclos de
subcultivo (Figura 9b). El callo mantenido para subcultivo al transferirse a matraces
con medio liquido se disgregd y mantuvo una coloracion mas uniforme (Figura 9c).
Los efectos de distintos tipos de RCV y de concentraciones en brotes de K.
daigremontiana para establecer un cultivo de callos ha sido previamente reportado
Mejia-Sanchez et al., 2016 probardén que la combinacion de 2,4-D + BAP a distintas
concentraciones ((0+0, 0.0+0.5, 0.5+0.5, 0.5+1 y 0+2.4 mg/L respectivamente)
promovieron distintas respuestas; el uso de BAP 2.0 mg/L promovié la produccion
de brotes, mientras que las combinaciones 0.5+0.5 y 0.5+1.0 de 2,4- D y BAP
respectivamente promovieron la formacion de callo, estas ultimas combinaciones se
consideran una alternativa para establecer una linea celular capaz de producir
distintos tipos MS. Los RCV juegan un papel esencial en la determinacion de la via
de desarrollo y metabolismo de las células y tejidos cultivadas in vitro (Sagare et al.,
2000).

En 2018, Mejia-Sanchez et al. establecieron una linea celular en suspensioén de K.
daigremontiana adicionada con 2,4-D 0.5 mg/L y BAP 1 mg/L, la cual fue capaz de
producir compuestos fendlicos (1.43+£0.12 mg EAG/Q) y en callo fresco de K. pinnata
se reportaron 0.59 mg EAG/ g (Romero-Calvache, 2017), observandose una mejor
produccion de compuestos fenolicos en la linea celular de K, daigremontiana. No
obstante, se observé que después de 10 subcultivos en K. daigremontiana el
crecimiento del callo y su morfologia se vio afectado, ya que cambio de coloracion
y se incremento la necrosis celular. Ozeki y Komamine (1986) reportaron que las
auxinas son reguladores de crecimiento vegetal que inhibieron la sintesis de

antocianinas en cultivo en suspension de zanahoria, siendo el 2,4-D la auxina que
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mostro el mayor efecto inhibitorio de antocianinas, incluso observaron degradacion
de estas, ademés al estar presente el 2,4-D mostr6 un buen crecimiento
indiferenciado ya que existe una correlacion inversa con la sintesis de antocianinas
y el crecimiento indiferenciado. Al conocer esta informacion se realizé un estudio
para comparar la respuesta a distintas auxinas y como alternativa para la induccién
de callo en K. daigremontiana por lo que se probaron distintas concentraciones (0.5-
5 mg/L) y combinaciones de IBA (&cido indol-3-butirico), ANA (4cido 1-
naftalenacético) y PIC con BAP. Con el uso de IBA se obtuvo una desdiferenciacion
lenta y presencia de raices adventicias desarrolladas en los bordes de las hojas,
ademas de necrosis en gran parte del explante. El uso de ANA provoc6 una
elongacion en los explantes sin desdiferenciacion, pero con necrosis en el 50% de
los explantes; el uso de 0.5 mg/L de ANA + 1.0 BAP propicioé el desarrollo de
microbrotes en las hojas de los explantes, sin embargo, en ningun tratamiento
probado se observé un callo friable. El uso de PIC en general estimuld la
desdiferenciacion, en algunos casos (1.0 mg/L PIC + 1.0 mg/L BAP) permiti6 el
desarrollo de raices adventicias, sin embargo el uso de 0.1 + 1.0 mg/L (PIC + BAP)
fue el que present6 una desdiferenciacion del 100%, desdiferenciacion que solo se
habia observado con el uso de 2,4-D, se desarroll6 un callo friable (blanco-verdoso)
ademas se obtuvo buen crecimiento de callo; después de 10 subcultivos se mantuvo
el crecimiento de este. Ademas que no hubo cambio en la conformacion del callo
por lo que se eligi6 como alternativa para la induccion y mantenimiento de la linea
celular de K. daigremontiana para realizar los estudios de elicitacién y determinar
su capacidad para producir compuestos fendlicos.

Lépez (2011) utilizando BAP 1.0 mg/L y 2,4-D 0.5 mg/L encontré que se promovio
la mayor induccién de callo en explantes de hoja. Garcia-Perez y colaboradores
(2021) para el establecimiento del cultivo de células en suspension de K.
daigremontiana, K. tubiflorum y K. x houghtonii usaron 0.5+1.0, 0.5+1.0 y 1.0+0.5
(mg/L) de 2,4-D + BAP respectivamente. 2,4-D es la auxina sintética mas usada
para la obtencion de callo, por su potencial para revertir el metabolismo celular a un
estado desdiferenciado (George et al., 2008). El callo obtenido de la combinacion

de PIC + BAP en el presente trabajo, presentd una produccion de compuestos
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fendlicos (3.47 mg EAG/g (control)), mientras que Mejia-Sanchez (2018) reporto
1.43 £ 0.12 mg EAG/g con el uso de 2,4-D, asi con el uso de picloram se obtuvo
una linea celular capaz de producir compuestos fendlicos. Picloram se ha reportado
como una de las auxinas sintéticas con mayor similitud en su efecto con el 2,4-D,
como fuente de auxina en cultivos de tejidos de varias especies, tanto
monocotileddéneas como dicotileddneas, pero su valor principal ha sido que es eficaz
a concentraciones inferiores que las del 2,4-D, disminuyendo la inhibicion de la
clorofila y la represion de la regeneracion que a menudo se observa con 2,4-D (Beyl
y Sharma 1983; Colins et al., 1978), esta ultima ha sido la mayor causa en el uso
de picloram por 2,4-D ya que se ha reportado que la regeneracién de cultivos
derivados de medios con picloram es mas eficaz que el medio que contienen 2,4-D
(Barro et al., 1999). Por otra parte, Fitch y Moore (1990) determinaron la utilidad de
picloram para el mantenimiento de cultivos de tejidos totipotentes para cultivares de
cafia (Saccharum spp. Hibrido y Saccharum spontaneum L.), se prob6 (0.0 — 3.0
mg/L) picloram y 2,4-D, se observé que la proporciéon de tipos de tejido cambié en
funcién del tiempo, el cultivo, genotipo, cantidad y tipo de auxina. El callo verde en
los medios picloram siempre se regeneran plantas verdes, nueve hibridos y diez
parientes silvestres de la cafia de azUcar produjeron callos verdes, mientras que
solo tres hibridos se cultivaron como callos verdes en medios 2,4-D en cultivo a
largo plazo. Los callos verdes fueron inoculados en medio liquido MS con 0.5 mg/L
de picloram para cultivo en suspension. Estos cultivos fueron totipotentes después
de 19 meses, aunque el picloram promovié el crecimiento de los callos, la iniciacién
de los mismos no fue tan rapida como con el 2,4-D. El uso de picloram representa
una alternativa para el cultivo de callos friables y su posterior regeneracion, ademas
de que en algunas investigaciones se han establecido cultivos de células en
suspension. Farjaminezhad y Garoosi en 2017 probaron el efecto de 2,4-D, PIC,
ANA (0.0, 0.5, 1.0 y 1.5 mg/L) combinado con BAP y kinetina (0.0, 1.0 y 2.0 mg/L)
en medio Murashige y Skoog de explantes de Azadirachta indica, ademas evaluaron
la acumulacién y produccion de azadiractina, la mejor induccion y crecimiento de
callos se obtuvo en un medio MS que contenia 1.5 mg/L de ANA y 3 mg/L de

kinetina, el callo friable y con mayor porcentaje de callosidad (100%) se obtuvo con
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los reguladores PIC + kinetina (1.0+2.0 mg/L), el medio suplementado con 1 mg/L
de PIC y 2 mg/L de kinetina produjo la mayor cantidad de peso de biomasa fresca
(493.02 g/L), peso de biomasa seca (77.27 g/L), acumulacién de azadiractina (3.69
mg/g DW), y produccion de azadiractina (285.64 mg/L).

Las auxinas y citoquininas se han utilizado ampliamente para generar callos, pero
se sabe poco sobre como inducen callos a nivel molecular (Feher, 2019). En
general, la inestabilidad genética es inherente en los cultivos in vitro; sin embargo,
el método involucrado en la multiplicacion determina la incidencia de variacién
somaclonal por lo que el papel de las hormonas exégenas va mas alla de los rasgos
fenotipicos y, en consecuencia, es obligatorio lograr un adecuado equilibrio
fitohormonal para cada genotipo para lograr protocolos eficientes de cultivo de
tejidos vegetales (Thorat et al., 2018; Gallego et al., 2011)
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Figura 9. Callo formado con la combinacion de PIC 0.1 y BAP 1.0 mg/L. a) callo
friable en los bordes de los explantes de K. daigremontiana, b) callo con 8

subcultivos en medio semisolido, c) callo transferido a medio liquido.

7.2 Efecto del MeJa sobre la produccion de compuestos fendlicos

Unicamente MeJa a la concentracion de 50 y 150 uM increment6 de manera
significativa el contenido de fenoles totales en las células de K. daigremontiana
(Figura 10a), mientras que el contenido de flavonoides incrementd en todas las
concentraciones probadas, siendo significativamente mayor en la concentracién de
150 yM (Figura 10b). El valor de p=.0045 < .05 por lo que existen diferencias
significativas. Se ha reportado que MeJa cuando se aplica de manera exodgena para
cultivos de células vegetales (100 a 200 uM) estimula positivamente las vias
biosintéticas secundarias de estas ultimas, produciendo terpenoides, flavonoides,
alcaloides y fenilpropanoides (Uppalapati et al., 2005; Rischer et al., 2006;
Wasternack y Hause, 2007). Garcia-Perez y colaboradores (2021) con el uso de
técnicas de metabolomica en combinacion de la técnica de elicitacion lograron
identificar las familias de metabolitos que son afectadas con el uso de dos elicitores
(MeJa y SA) en dos especies de Kalanchoe (K. daigremontiana y K. x houghtonii).
El uso de distintos elicitores presenta cambios en los grupos de MS sin embargo,
hay variabilidad en la respuesta, en el caso de los compuestos fendlicos, las
flavonas fueron las principalmente y positivamente afectadas, entre ellas el
Kaempferol que es de los reportados en la especie. La actividad del Kaempferol
(Tabla 2) ha sido ampliamente estudiada, principalmente sus actividades;
antiinflamatoria, antitumoral y antioxidante. Sin embargo, siguen faltando estudios
de cuantificacién ya que el uso de distintas concentraciones del elicitor podria tener
un efecto distinto en grupos especificos de MS. Los terpenoides son un grupo
importante identificado en la especie de estudio, se observé un efecto positivo en
este grupo en especifico usando MeJa, seguido por MeJa-SA, asi el presente
estudio podria ayudar a ampliar la investigacion tanto en compuestos fendlicos
como algunos otros MS como los terpenoides que ampliamente se encuentran

identificados en K. daigremontiana (Tabla 1), como los bufadienolidos
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(Kalanchosides) que presentan en general actividad citotoxica (Tabla 2) en el rango
de los nano gramos (Wu et al., 2006). Estos reportes, demuestran que la aplicacion
eficaz de MeJa requiere estudios para encontrar la dosis para producir la mayor
cantidad de metabolitos secundarios (Ramirez-Estrada et al., 2016).
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Figura 10. Promedio y desviacion estandar de los compuestos fendlicos y
flavonoides totales usando distintas concentraciones de MeJa a) CFT b) CFVT. (a,
b, c y d; representan grupos de medias, los grupos que contienen la misma letra no
son estadisticamente diferentes)

Sun y colaboradores en 2016 investigaron el efecto de MeJa, acido abscisico y su
combinacion en el metabolismo de callo de Malus sieversii f. niedzwetzkyana;
mostraron que el MeJa promovié la acumulacion de antocianinas al usar
concentraciones de 10 a 10 mol/L, siendo la concentracion 103 mol/L la que
incrementd a 1.4 veces respecto al control. El acido abscisico (6 pM/L) inhibié
significativamente la biosintesis de antocianinas en todos los tratamientos sin
embargo la respuesta a los elicitores depende del tipo y concentracion de estos, la
especie vegetal y el tipo de cultivo. Por otra parte Mendoza y colaboradores (2018)
probaron el efecto del SA (100, 300 y 600 uyM) y Meda (1, 3, 5 uM) sobre la
produccion de compuestos fendlicos en un cultivo de células en suspension de
Thevetia peruviana, a distintos tiempos de elicitacién en cultivo (0, 24, 72, 96, 120
horas.) se observo el mayor incremento de compuestos fendlicos usando MeJa con
respecto al control, este resultado fue a 3 yM después de 24 h (4.4 mg EAG/g DW)
y 96 h (4.2 mg EAG/g DW), sin embargo para SA el mayor incremento fue después
de 24 h usando 300 pM (5.983 mg EAG/g DW). El mas alto nivel de flavonoides se
observo después de 72 h con 3 uM de MeJa (6.88 EQ/g DW). En el presente trabajo
el uso de MeJa 50y 150 puM incrementé la concentracién de CFT 3.29y 3.875 veces
respectivamente mas con respecto al control, lo que representa una alternativa
viable como propuesta de produccion de compuestos fendlicos, sin embargo se
podria ampliar el rango de concentraciones, ademas de probar distintos tiempos de
elicitacion; para potenciar aiun mas la produccion de compuestos fendlicos ademés
de que este tipo de investigaciones podrian ayudar a conocer mejor los mecanismos
de accion de los elicitores. Ademas al compararse con un sistema de elicitacion in
vivo (Goraj-Koniarska et al. 2014) donde MeJa aplicado en las raices de K.
blossfeldiana a concentraciones de 5.0 a 40.0 mg/L, increment6 sustancialmente la
acumulacion de antocianinas, la cual dependié de la edad de la planta; siendo mayor

en raices de plantas viejas después de 14 dias de tratamiento (379.31 mg/g peso
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fresco contra 74.69 ug/g peso fresco. El sistema in vivo se reporta una gran
diferencia de acumulacion de compuestos con respecto a huestro sistema como se
ha reportado, cabe mencionar que la produccion de MS varia entre especies
ademas esta relacionado con factores genéticos, con condiciones ambientales de
crecimiento que conducen a diferentes condiciones de estrés oxidativo. Asi como la
edad del cultivo es un pardmetro importante en la produccién de compuestos
bioactivos por elicitacion (Naik y Al-Khayri, 2016).

El mecanismo exacto de los elicitores bidticos y abioticos en la produccion de MS
en las plantas, es poco conocido. Se han planteado diversos mecanismos a este
respecto como el mensajero de Ca?*, los factores que afectan la integridad de la
membrana celular, la inhibicion/activacion de las vias intracelulares y los cambios
en el estrés osmatico, etc. (Kayser y Quax, 2006; Namdeo, 2007). La respuesta de
las plantas al estrés inducido por el inductor usualmente comienza en la membrana
celular. Aunque hay varios receptores en el citosol, asociados tanto con el nucleo
como con la membrana citosdlica. Se han identificado varios sitios de union al
elicitor en las membranas plasmaticas celulares para una variedad de elicitores de
diferentes estructuras quimicas. La transduccion de la sefal del inductor, percibida
por los receptores, conlleva la accion de segundos mensajeros que amplifican aun
mas la sefial para otras reacciones posteriores. Los eventos que ocurren
secuencialmente en las respuestas inducidas por el inductor se pueden resumir
como: la percepcion del elicitor por el receptor; fosforilacion y desfosforilacion
reversibles de proteinas de membrana plasmatica y proteinas citosdlicas; realce
citosolico [Ca?*]; flujo de flujo de salida de CI” y K* / H*; alcalinizaciéon extracelular y
acidificacion citoplasmica; activacion de las proteinas quinasa activadas por
mitégenos (MAPK); activacion de la NADPH oxidasa y produccién de especies
reactivas de oxigeno y nitrogeno (ROS y RNS, respectivamente); expresion
temprana de genes de defensa; produccidon de jasmonato; la expresion de genes de

respuesta de defensa tardia y la acumulacion de MS (Ramirez-Estrada et al., 2016).
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El uso de MeJa en un cultivo in vitro en suspensién es una alternativa para la
incrementar la produccion de CFT ya que estos ultimos como se ha mencionado
(Figura 2) estadn dentro de la clasificacion de MS producidos en el metabolismo
secundario de las plantas y se ha demostrado tienen distintas actividades biolégicas
(Tabla 2). Dentro de los compuestos fendlicos podemos encontrar los acidos
fendlicos que se encuentran presentes en Kalanchoe y se han estudiado en distintos
modelos vegetales. Bogucka-Kocka y colaboradores en 2018 estudiaron el
contenido de acidos fendlicos, la capacidad antioxidante y citotoxica de extractos de
hojas de cuatro especies diferentes de Kalanchoe (K. daigremontiana, K. pinnata,
K. milloti y K. nyikae). Solo el extracto de K. pinnata mostré una alta citotoxicidad
contra la linea de células T humanas H-9 (ICso = 116 pg/mL). Otros extractos (K.
daigremontiana, Kalanchoe milloti, K. nyikae) mostraron una citotoxicidad mas
pronunciada hacia las células J45.01 (células T de leucemia linfoblastica aguda
humana), aunque todos los extractos dependen de la dosis en las lineas celulares,
encontraron una correlacion positiva ente la actividad antioxidante y citotoxica en
las fracciones de K. pinnata, ademas mostraron que K. daigremontiana contenia la
mayor cantidad de acidos fendlicos (124 ug/g de peso seco), (acido galico [ug/g
DW] 0.9+0.12 K. daigremontiana macerada y 1.1+0.07 K. daigremontiana ASE
(Accelerated solvent extraction)), en el presente trabajo se obtuvo una
concentracion de 5.8 mg EAG/g de CFT con el uso del elicitor MeJa (50 yM) por lo
gue podria considerarse una alternativa para obtener compuestos que presentan
actividad antioxidante y citotdxica contra distintas lineas celulares de cancer, por lo
que para posteriores estudios se podria probar el extracto y su actividad ademas de

identificar los compuestos presentes de manera mayoritaria.
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8. Conclusiones

Se logré establecer un cultivo celular en suspension de K.
daigremontiana, usando la concentracion de 0.1 mg/L Picloramy 1.0 mg/L
de BA en medio Murashige and Skoog al 100%

La linea celular de K. daigremontiana establecida fue capaz de producir
compuestos fendlicos incluidos los de tipo flavonoide

La elicitacion con MeJa incremento la produccion de compuestos
fendlicos incluyendo los tipos flavonoide.

El uso de herramientas biotecnoldgicas en conjunto con el CVT y la
elicitacion incrementan la produccion de MS de interés medicinal y con
tiempos de produccion mas bajos que sistemas in vivo, donde se han
usado plantas jovenes de 12 a 14 meses (Goraj-Koniarska et al. 2014)
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9. Perspectivas

Realizar estudios usando técnicas analiticas (cromatografia de gases, HPLC)
para identificar los compuestos que se estan elicitando dentro del sistema
establecido.

Caracterizacién morfologica de los cultivos in vitro.

Evaluar distintos medios de cultivo y modificaciones en macro y micro
nutrientes para incrementar la produccion de MS.

Evaluar distintos elicitores tanto biéticos como abidticos para potenciar la
produccion de MS.

Realizar estudios de citotoxicidad en lineas celulares de cancer de los
extractos elicitados.
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