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Resumen 

 

 

El dibencil trisulfuro (DBTS) es actualmente un interesante candidato en la lucha 

terapéutica contra el cáncer. Ácido salicílico (AS) y metil jasmonato (MeJA) fueron 

empleados en diferentes concentraciones (10, 100 y 1 000 mg/L) para inducir la 

biosíntesis y acumulación de DBTS en cultivos in vitro de Petiveria alliacea L. Los 

cultivos de células en suspensión fueron establecidos en medio Murashige y Skoog 

(MS) a la mitad de la concentración de todos sus componentes, suplementado con 

2% de sacarosa (m/v), 53,7 µM (2,4-D) y 11,0 µM (K). La cinética de crecimiento fue 

monitoreada cada en un período de 40 días. Cuatro días después de añadir ambos 

agentes elicitores, el extracto intracelular de los cultivos celulares fue analizado y 

DBTS fue cuantificado por HPLC. Ambos elicitores favorecieron la biosíntesis y 

acumulación de DBTS y de otros metabolitos secundarios identificados por 

cromatografía de capa fina (CCF). 

 

 

Palabras clave: cultivo in vitro, metabolitos secundarios, Petiveria alliacea L., 

dibencil trisulfuro, HPLC, elicitores, cáncer 
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Abstract 

 

 

Dibenzyl trisulfide (DBTS) is a promising candidate in the cancer therapy. Salicylic 

acid (SA) and methyl jasmonate (MeJA) were used at different concentrations (10, 

100 and 1 000 mg/L) to induce the biosynthesis and accumulation of DBTS in in vitro 

cultures of Petiveria alliacea L. Cell cultures were initiated in half-strength Murashige 

and Skoog (MS) medium supplemented with sucrose (2% m/v), 53,7 µM (2,4-D) and 

11,0 µM (K). The growth kinetics was monitored for 40 days. Four days after 

elicitation, the extract was analyzed and intracellular DBTS was essayed by HPLC. 

Both elicitors promoted the biosynthesis and accumulation of DBTS and other 

secondary products identified by thin-layer chromatography (TLC). 

 

 

Keywords: plant cell culture, secondary products, Petiveria alliacea L., dibenzyl 

trisulfide, HPLC, elicitors, cancer 
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Introducción 

 

 

El interés por los cultivos de células vegetales y el dominio de esta técnica han 

incrementando en las últimas décadas. Numerosas investigaciones han sido 

desarrolladas sobre cultivos vegetales bajo forma de callos, luego bajo forma de 

suspensiones celulares obtenidas a partir de especies de plantas cada vez mas 

variadas. 

 

La ventaja de los cultivos de células vegetales in vitro proviene de las características 

del reino vegetal cuya capacidad de biosíntesis es excepcional. Adicionalmente, con 

el fin de poder responder a las condiciones que impone el ambiente exterior a los 

vegetales, las plantas poseen un conjunto coordinado de genes que solo intervienen 

en condiciones bien precisas. En consecuencia, una gran parte del genoma de las 

plantas no se expresa normalmente. 

 

En el caso de cultivos de células vegetales in vitro, las células no perciben mas las 

señales a las cuales ellas están acostumbradas y pueden expresar un potencial 

normalmente reprimido. 

 

Los cultivos de células vegetales in vitro presentan numerosas ventajas para 

resolver diversos problemas fundamentales como aquellos concernientes a la 

totipotencia de las células vegetales, les mecanismos de división celular, el modo de 

acción de los reguladores de crecimiento, la diferenciación, entre otros. 

 

Finalmente, la utilización de cultivos de células vegetales como posible fuente de 

metabolitos secundarios presentando un interés farmacéutico, ha llegado a ser 

posible gracias al dominio de las técnicas de la química de las fermentaciones. 

Actualmente se puede concebir la producción de sustancias de alto valor agregado, 

la producción de nuevas moléculas cuya biosíntesis está normalmente reprimida en 

la planta. 

 



Introducción 2 

 

Como etapa inicial para incrementar la producción de metabolitos secundarios será 

estudiado el efecto de dos reconocidos elicitores bióticos (metil jasmonato (MeJA) y 

ácido salicílico (AS)). Estos elicitores son percibidos como señales de estrés, 

desencadenando distintas respuestas sobre la biosíntesis de numerosas moléculas 

de bajo peso molecular cuyo rol esta relacionado con la defensa de la planta ante 

factores de estrés externo. Las vías de transducción de señales entre el MeJA y AS 

actúan sinérgica o antagónicamente sobre una cierta serie de genes codificando 

para proteínas involucradas en el sistema de defensa de los vegetales. 

 

En esta investigación serán expuestos los métodos generales utilizados en el curso 

del presente trabajo, así como las características del material vegetal empleado. 

Posteriormente, en una primera parte titulada “El anamú”, serán abordados 

aspectos concernientes a la biosíntesis de sus derivados de azufre, sus actividades 

terapéuticas y los trabajos desarrollados hasta el presente en el área de la 

fitoquímica. En una segunda parte, será descrito la obtención de callos y células en 

suspensión y el efecto de los elicitores sobre la biosíntesis de diversos metabolitos 

secundarios. Finalmente, una serie de conclusiones y perspectivas derivadas del 

análisis de los resultados así como de los trabajos actuales dirigidos a establecer la 

ruta de biosíntesis de los derivados de azufre en Petiveria alliacea L. 
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1. El Anamú (Petiveria alliacea L.) 
 

 

1.1 La planta 

En el sistema de clasificación del Grupo de Filogenia de Angiospermas 

(http://theplantlist.org), anamú (P. alliacea L.) corresponde a la vasta familia de 

dicotiledóneas, clado Angiospermeae, clado Eudicotiledóneas verdaderas, clado 

Eudicotiledóneas superiores, orden Caryophyllales y familia Phytolaccaceae, esta 

última abarcando 17 géneros y alrededor de 125 especies distribuidas en regiones 

tropicales y sub-tropicales de 3 continentes (África, América y Asia). 

 

La literatura taxonómica la describe como 

hierba perenne, erecta, caracterizada por 

alcanzar entre 0,3 y 1 m de altura; tallo 

leñoso en la base, erecto, poco ramificado 

con ramas delgadas y ascendentes; hojas 

cortamente pecioladas, alternas, 

membranosas, elípticas a ovales, agudas 

en el ápice, estrechas en la base, 

escasamente pubescentes o glabras, de 

3-12 cm de largo por 2 a 2,5 cm de ancho; 

fruto capsular, pequeño, cuneiforme, flores 

sésiles, pequeñas y delgadas, tornando de 

blanco a rosa pálido, reunidas en espigas  

Figura 1. Petiveria alliacea L. pequeñas, bracteadas, en racimos 

terminal o axilar, que debido a los cortos pedúnculos florales simulan delgadas 

espigas delgadas, erectas, de 10 a 15 cm de largo; dotada de espinas, que sirven de 

medio de diseminación; raíz fusiforme, irregularmente ramificada, su superficie 

externa es de color pardo claro-amarillo, finamente estriada en sentido longitudinal; 

fácilmente reconocida por su característico olor a ajo, de dónde deriva su nombre 

(Roth y Lindorf, 2002) (Figura 1). 
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La hoja y la epidermis del tallo, contienen un complejo sistema de estomas 

paracíticos y tricomas no glandulares. El mesófilo es dorsoventral con dos capas de 

parénquima en empalizada y 4-5 capas de parénquima esponjoso. El tallo presenta 

un tipo singular de colénquima y parénquima, compuesto de 10-12 capas de células; 

esclerénquima dispuesto en los polos y el paquete vascular colateral. Es común la 

presencia de fitolitos en toda la hoja y tallos. En lo concerniente a la hoja, en vista 

frontal, la epidermis adaxial está compuesta por células de paredes sinuosas. 

Respecto a la cara abaxial, las células poseen forma alargada e irregular y la 

presencia de tricomas multicelulares no glandulares y glandulares, está restringida a 

la región de la nervadura central (Duarte y Lopes, 2005) (Figura 2). 

 

 
Figura 2. Organización estructural de la hoja y tallo de P. alliacea L. Imágenes 1-6. 1-2. Vista frontal 

de la epidermis de las caras adaxial y abaxial, respectivamente. 3. Sección transversal de la región de 

la nervadura central. 4. Sección transversal de la región del mesófilo, detalle del fitolitos (flecha). 5. 

Detalle del tejido vascular, el floema en arco con abertura hacia el adaxial. 6. Vista frontal de la 

epidermis del tallo (Adaptado de Rocha et al. 2006). 

 

Endémica de la flora amazónica, y ampliamente distribuida en el continente 

americano, desde la Florida en Estados Unidos hasta la Argentina, pasando por 

Centroamérica y el Caribe, África septentrional y Asia meridional, anamú ha sido 

empleada por tribus aborígenes en África por su actividad abortifaciente, mientras en 
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el Brasil y Cuba su uso ha estado tradicionalmente relacionado con la magia y 

hechicería (Lemus et al. 2004). 

 

1.2 Los metabolitos secundarios del anamú 

Diferentes familias de metabolitos secundarios han sido identificados en P. 

alliacea L. repartidos entre flavonoides, alcaloides, taninos, lactonas, cumarinas, 

triperpenos y esteroides, entre otros (Sousa et al. 1987; Monache y Cuca, 1992) 

(Figura 3). Sin embargo, en algunos casos, no ha sido posible identificar plenamente 

algunos de ellos, de los cuales existen reportes de su presencia (saponinas, 

glicósidos cardiotónicos y/o cianogenéticos, entre otros). Aún no ha sido posible 

confirmar si corresponden a falsos positivos o es el producto de modificaciones 

químicas debidas a los métodos de extracción o procesamiento de la planta. 

Específicamente, en el caso de algunos derivados de azufre, cuyo origen permanece 

incierto, ha sido propuesto que son el resultado de las reacciones enzimáticas 

inducidas en la planta en el momento de su recolección. 

 

Quizá, la mayor controversia tiene origen en el momento de discutir la 

presencia de cardenólidos, conjunto de metabolitos secundarios bastante restringido 

en el reino vegetal, limitado a algunas decenas de géneros distribuidos en un 

pequeño conjunto de familias (Apocynaceae, Brassicaceae, Celastraceae, 

Combretaceae, Euphorbiaceae, Liliaceae, Moraceae, Plantaginaceae, 

Ranunculaceae, Scrophulariaceae, Solanaceae, Verbenaceae) de la cual no hace 

parte Phytolaccaceae (Kreis y Müller-Uri, 2010). Analizando los resultados 

experimentales consignados en diferentes artículos y tesis, se ha podido inferir que 

la presencia de los glicósidos cardiotónicos que en esta familia de metabolitos 

secundarios, es consecuencia de la reactividad del grupo lactona presente (Correa 

et al. 1993). 

 

A pesar de las diferencias entre P. alliacea L. y las plantas del género Allium, 

anamú es capaz de sintetizar diferentes derivados de azufre, entre ellos dibencil 

trisulfuro (DBTS), representando un ejemplo que remarca la peculiaridad de esta 

planta. Hacia 1975, fue aislado y caracterizado el triterpeno isoarborinol cinamato, 

otro compuesto hasta ahora presente única y exclusivamente en anamú, sin que
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exista reporte alguno de su presencia en otras plantas (Segelman y Segelman, 

1975). Para asignar su estructura fue necesario su síntesis química y comparación 

sobre la base de sus características espectrales (UV, IR, MS). 
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Figura 3. Estructuras de algunos metabolitos secundarios identificados en P. alliacea L. 

 

Actualmente DBTS es identificado como un potencial producto en la lucha 

contra el cáncer (Williams et al. 2009). Este metabolito se encuentra en la planta 

entera (hojas, tallos, raíces y flores), pero su mayor concentración está en la raíz. 

Dada su importancia como eventual agente terapéutico en la lucha contra el cáncer, 

el cultivo in vitro de esta especie fue iniciado recientemente, explorando el efecto de 

la fuente de azúcar y la concentración de los reguladores del crecimiento sobre el 

desarrollo de callos (Webster et al. 2008). Este compuesto fue aislado únicamente 

en P. alliacea L. sin que exista otro reporte de su presencia en otras plantas, ni 

siquiera en aquellas de la familia Phytolaccaceae (Williams et al. 2002), razón por la 

cual aumenta el interés de su estudio y producción. 
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Con base en el diseño racional de medicamentos, algunas modificaciones 

sobre la estructura química del DBTS han sido realizadas con el objetivo de 

aumentar su eficacidad y disminuir su toxicidad. La actividad inhibitoria de los 

derivados conteniendo una estructura compuesta por sustituciones en las posiciones 

orto, meta y para con grupos halógenos (cloro, flúor y bromo) así como otros 

derivados (grupos metilo y t-butilo) mostraron la actividad mas alta respecto a la 

molécula original, mientras que aquellos conteniendo sustituciones muy complejas 

fueron inactivos (An et al. 2006). Tres años más tarde, este mismo grupo evaluó un 

derivado cuyas propiedades se asemejaran a aquellas de la molécula inicial 

mediante la sustitución del hidrógeno en la posición orto, por un átomo de similar 

tamaño, pero con diferentes propiedades químicas, alterando notablemente sus 

propiedades físico-químicas con el objetivo de mejorar su carácter hidrofílico 

permitiéndole atravesar más fácilmente las membranas celulares. El nuevo 

compuesto, bis(4-fluorobencil)trisulfuro (DFBTS) fue mucho más activo contra líneas 

celulares tumorales sobre-expresando el gen de resistencia a múltiples 

medicamentos. A través de estudios de espectroscopía de masas, se determinó que 

DFBTS se une a la β-tubulina a través del residuo Cys12, formando el producto β-

tubulina-SS-fluorobencilo. 

 

Este nuevo producto ejerció un efecto antitumoral notablemente mejor que 

aquel obtenido con Paclitaxel sobre líneas celulares sobreexpresando el gen de 

múltiple resistencia a diferentes fármacos (Xu et al. 2009). Respecto al mecanismo 

de acción ejercido por los agentes inhibidores de los microtúbulos, los alcaloides de 

Vinca y los taxanos, DFBTS es un nuevo agente antitumoral. Este suceso pone en 

evidencia un nuevo hallazgo, sugiriendo que DFBTS actúa como nuevo agente 

inhibidor de la formación de los microtúbulos. Resultados similares habían sido 

obtenidos por el equipo de Rösner et al. (2001) cuando investigaron la afinidad 

específica de DBTS por ciertos residuos de aminoácidos presentes en la proteína 

albúmina de suero bovino (BSA). Análisis comparativos de la interacción DBTS/BSA 

mediante RMN unidimensional revelaron dos nuevas señales significativas, la 

primera de ellas a 3,4 ppm (singulete agudo) en la región alifática y el segundo entre 

6,6-6,8 ppm (singulete ancho) sobre los residuos aromáticos de BSA. La magnitud 
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de las señales aromáticas fue más grande que la contraparte alifática. Estas dos 

señales fueron significantemente reducidas cuando DBTS fue pretratado con 2-

mercaptoetanol antes de analizar por RMN. La señal obtenida a 6,7 ppm bajo la 

forma de un singulete agudo asociado a la presencia de DBTS en solución tampón 

Tris-D2O fue significativamente más pequeña comparada con aquella obtenida a 6,6-

6,8 ppm en el espectro DBTS/BSA. 

 

1.3 Síntesis química del DBTS 

DBTS se ha convertido en un producto natural para la lucha contra el cáncer. 

Debido a sus actividades biológicas y su disponibilidad limitada a partir de fuentes 

naturales, algunas estrategias sintéticas han sido desarrolladas para este producto 

natural. 

 

Cronológicamente los primeros desarrollos en síntesis orgánica dirigida a la 

formación de derivados de azufre simétricos fueron conducidos por Tsurugi et al. 

(1970) haciendo reaccionar a temperatura ambiente diferentes arilhidrosulfuros con 

aminas de fuerte basicidad. Estas aminas (morfolina, piperidina, mono, di y tri-n-

butilamina) condujeron a la formación de cantidades fluctuantes de H2S, azufre 

elemental, diaril disulfuros y polisulfuros, estos últimos formados como consecuencia 

de la reacción entre el disulfuro y la amina. La distribución de producto llegó a ser 

característicamente dependiente de los valores de pKa de la amina empleada. Estos 

resultados demostraron que las aminas cuyos valores de pKa son inferiores a 5,17, 

se comportan como nucleófilos y producen H2S, arilalcanotiol, diaril polisulfuros y 

disulfuros. 

 

El esquema 1 ilustra los trabajos que Furukawa et al. (1973) continuaron luego 

de aquellos emprendidos por el equipo de Tsurugi, sintetizando inesperadamente 

DBTS (5) con un rendimiento cercano a 30% cuando trataron 

bencilfenilmetanotiosulfinato con exceso de morfolina en éter a temperatura 

ambiente por 10 horas. 

 



Evaluación de los contenidos metabólicos en cultivos de células de Petiveria alliacea L. 10 

 

Esquema 1. Síntesis de DBTS a partir de bencilfenilmetano tiosulfinato con aminas. 

 

La formación de (6) conduce a la producción de fenilmorfolinometanotiol, el cual 

reacciona con la morfolina restante para producir fenildimorfolinometano, 

acompañado de la eliminación de H2S. El H2S liberado en el curso de la reacción 

reacciona con (1) para producir (5), hecho que fue posteriormente confirmado. 

 

Furniss et al. (1989) presentan una vía alternativa a la síntesis de polisulfuros 

empleando inicialmente los derivados de tiol a partir de la reacción de los haluros 

aromáticos o heterocíclicos de metileno con tiourea para producir haluros de 

isotiouronio los cuales son posteriormente tratados con hidróxido de sodio. Luego la 

síntesis prosigue en dos vías, la síntesis de trisulfuros simétricos (método A) o la 

síntesis de trisulfuros simétricos/asimétricos (método B). En el método A, N-

trimetilsililimidazol sulfuro reacciona con dicloruro de azufre. El producto resultante 

diimidazolil sulfuro reacciona con derivados de tiol para producir los 

correspondientes trisulfuros. En el método B, el derivado de tiol reacciona con 

dicloruro de azufre a baja temperatura. El producto resultante reacciona con un 

segundo derivado de tiol para producir el trisulfuro deseado, dependiendo del tiol 

empleado en la segunda etapa. 

 

Mediante la estrategia de síntesis “one-pot”, Banerji y Kalena (1980) lograron 

sintetizar diferentes trisulfuros simétricos en condiciones de bajas temperaturas, 

alcanzando alta pureza y buenos rendimientos. La síntesis está basada sobre la alta 

reactividad de diimidazolilsulfuro respecto a los nucleófilos. Diimidazolilsulfuro (1) es 

rápidamente obtenido por reacción de N-trimetilsililimidazol con dicloruro de azufre 

(Esquema 2). 
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Esquema 2. Síntesis en dos etapas de derivados de azufre simétricos. 

 

Derbesy y Harpp (1994) reportaron un método útil para la preparación de 

trisulfuros simétricos y asimétricos haciendo reaccionar cuantitativamente tiol y 

dicloruro de azufre para producir tiosulfenil cloruro (1) que es estable a -78 °C. Este 

producto intermedio reacciona con la segunda mol de tiol para producir el derivado 

de azufre asimétrico (2) (Esquema 3). 

 

 
Esquema 3. Procedimiento general para la síntesis de derivados de azufre simétricos y asimétricos. 

 

La mayor ventaja de este procedimiento es su extrema rapidez, al no requerir el 

aislamiento de productos intermedios y permitir que la reacción se lleve a cabo en un 

mismo reactor. Adicionalmente, el método genera una gran variedad de moléculas 

con buenos rendimientos y purezas. 

 

Sinha et al. (2001) presentaron una nueva estrategia concerniente a la 

reactividad de Cu(II)/Sn(II) en torno a la activación de di-derivados de azufre y azufre 

elemental conduciendo a la formación de mono, tri y tetrasulfuros (Esquema 4). El 

efecto del cobre permite resaltar la reactividad observada y se cree que actúa via 

intermediarios tiolato de cobre. La reacción de activación del azufre se extiende a 

varios halogenuros de alilo (compuestos 3-5), alquilo (compuestos 6-9) y bencilo 

(compuestos 10-11) dando lugar a los correspondientes di-organotriderivados (14a-

20a) y di-organotetraderivados de azufre (14b-20b) con rendimientos moderados. 
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Esquema 4. Formación de diorganotri y tetrasulfuros mediante la reacción de azufre elemental y 

haluros orgánicos. 

 

En conclusión, a pesar de los buenos rendimientos alcanzados mediante 

algunas técnicas de síntesis anteriormente presentadas, no ha sido llevada a cabo a 

escala industrial la producción de DBTS como consecuencia de la poca estabilidad 

química y de la toxicidad de sus precursores. 
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1.4 Biosíntesis de los derivados de azufre en anamú 

La naturaleza y origen de ciertos componentes responsables del olor y sabor de 

numerosas plantas pertenecientes al género Allium ha sido estudiada hace más de 

70 años, sin embargo, la biosíntesis de los polisulfuros en anamú es aún 

desconocida y pocos trabajos han sido reportados en la literatura (Musah et al. 

2009a,b). 

 

El punto central de la biosíntesis de los derivados de azufre, tiene origen en el 

acoplamiento de la cisteína al metabolismo de carbono y nitrógeno, llegando a ser 

precursor inicial de todos los compuestos que contienen azufre reducido, incluyendo 

los alc(en)ilcisteína sulfóxidos (CSOs). Las plantas utilizan sulfatos inorgánicos como 

fuente de azufre y este es absorbido por las raíces, convertido a cisteína luego de 

reducción a sulfito. El sulfato es activado a 5’-adenilsulfato por medio de ATP 

sulfurilasa y reducido inicialmente a sulfito por medio de una reductasa dependiente 

de glutatión, y este sulfito reducido por acción de una sulfito reductasa dependiente 

de ferredoxina (E.C. 1.2.7.4). La síntesis de cisteína ocurre en tejidos fotosintéticos o 

no mediante dos reacciones secuenciales. 

 

En primer lugar, o-acetilserina (OAS), el precursor de la cisteína, es sintetizado 

a partir de L-serina por medio de la adición de un grupo acetilo proveniente de acetil 

CoA por acción de la serina acetiltransferasa (SAT) (E.C. 2.3.1.30) unida a la 

cisteína sintasa (o-acetilserina (tiol) liasa; OAS-TL; CSasa). El enlace CSasa actúa 

como subunidad estructural o regulatoria de la SAT siendo, generalmente, inactiva 

en la biosíntesis de aminoácidos. Luego, la CSasa inserta sulfuro en la OAS. De 

esta manera, para que ocurra la efectiva síntesis de cisteína, un exceso de CSasa 

libre es requerido. Por este medio, las células vegetales sintetizan cisteína in situ 

(Jones et al. 2007). 

 

Los principales CSOs identificados en plantas pertenecientes al género Allium y 

de los cuales hay consenso son precursores de los metabolitos secundarios 

responsables del olor y sabor son ilustrados en la Figura 4. La enzima alinasa (E.C. 

4.4.1.4) rompe estos precursores para dar como productos amoníaco, piruvato y 

tiosulfinato. 
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Figura 4. Precursores del sabor del género Allium. 

 

De igual manera, γ-glutamil péptidos (γGP) diferentes a los 4 precursores 

mencionados anteriormente, han sido detectados en el género Allium y 

particularmente en P. alliacea L. (Kubec y Musah, 2001; 2005). Aunque parece que 

ellos no son parte de las características organolépticas, se reconoce que son 

intermediarios en la biosíntesis y pueden actuar como reserva de nitrógeno y azufre 

(Jones et al. 2004). 

 

Trabajos conducidos por Lancaster et al. (1989) han permitido proponer una vía 

de biosíntesis de los derivados de azufre del género Allium (Figura 5) a partir de 

γGPs actuando como intermediarios, y sobre los cuales se acepta que participan en 

dichas reacciones. Es propuesto que la biosíntesis de los precursores en el género 

Allium proceden vía S-alc(en)inlación de la cisteína en glutatión, seguido por 

transpeptidación para remover el grupo glicil, oxidación a cisteína sulfóxido, 

finalmente, remoción del grupo glutamil para producir CSOs. Una ruta biosintética 

alternativa, omite el glutatión para favorecer la alc(en)ilación directa de la cisteína o 

tioalc(en)ilación de OAS seguida por la oxidación a sulfóxido. Es importante destacar 

que en ambas rutas participan un conjunto de enzimas que hasta el momento no 

han sido estudiadas detalladamente, y sus roles son inferidos a partir de sistemas 

similares. 
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Figura 5. Dos rutas biosintéticas para la síntesis de los precursores de los componentes del sabor en 

Allium han sido propuestas para la síntesis de metil cisteína sulfóxido. La ruta A ilustra la participación 

de glutatión, el cual es metilado y a través de eliminación de la glicina y finalmente oxidado mediante 

la supresión del grupo γ-glutamil, convirtiéndolo a metil cisteína sulfóxido. La ruta B representa una 

vía alternativa mediante metilación directa de o-acetil serina para producir metil cisteína sulfóxido. 

 

Para discernir el origen de los alc(en)il sustituyentes, hacia 1970 fue conducido 

un experimento que permitió demostrar que la 14C-valina producía ácido metacrílico 

radiomarcado, el cual puede reaccionar con glutatión para producir S-2-carboxipropil 

glutatión, proveyendo una ruta para los grupos alc(en)il en la formación de ACSO, 

PeCSO y PCSO. In vivo, metilacril CoA es un intermediario en el catabolismo de la 

valina, suministrando una fuente de este producto al interior de la célula. Como 

evidencia adicional, Suzuki et al. (1962) identificaron la incorporación de 14C-valina 

en S-2-carboximetil cisteína y S-2-carboxipropil glutatión. 

 

Aunque continúan desconocidos los precursores y rutas biosintéticas de los 

bencilhidroximetil sulfuros detectados por Benevides et al. (2001), Kubec et al. 
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(2002; 2010) confirmaron experimentalmente que gracias a la inestabilidad química 

de S-(2-hidroxietil)fenilmetanotiosulfinato y S-bencil 2-(hidroxietano)tiosulfinato, 

ambos derivados de azufre pueden ser los precursores del dibencil sulfuro, 

benzaldehído, tritiolaniacina, estilbenos, bencil mercaptano y ácido benzoico. 

 

1.5 Actividad biológica del anamú y sus metabolitos secundarios 

 

1.5.1 La enfermedad del cáncer 

Se estima que la enfermedad del cáncer fue responsable de cerca de 7,1 

millones de muertes hacia 2002. La incidencia de los tipos específicos de cáncer 

varía en función de los grupos étnicos y raciales, edad, hábitos y factores 

ambientales. Durante 2006 en Estados Unidos, cerca de 72200 adolescentes y 

adultos jóvenes de 15 a 39 años de edad fueron diagnosticados con cáncer 

(National Cancer Institute 2006). 

 

Esta cifra podría aumentar notablemente a causa del crecimiento de la 

población mundial. En efecto, hacia 2010 las proyecciones del incremento en la 

incidencia de cáncer son: 27% en Europa, 116% en África, 92% en Asia, 44% en 

Norteamérica y 101% en América del Sur (Lence y Camacho, 2006). 

 

El cáncer corresponde a un conjunto de enfermedades caracterizadas por la 

proliferación anormal de células con capacidad para invadir órganos y tejidos, 

prosiguiendo a la diseminación y posterior metástasis. Como resultado de las 

alteraciones genéticas, las células normales se convierten en células cancerígenas 

perdiendo toda capacidad de control de los mecanismos de replicación y reparación 

del ADN, activando diferentes vías de escape a los mecanismos de reparación que 

tienen las células no tumorales. Durante la fase G1 la célula hija proveniente de una 

célula madre, se desarrolla aumentando de tamaño y sintetiza nuevo material 

citoplásmico. Durante la fase S, tiene lugar la duplicación del ADN; en G2 son 

sintetizadas las proteínas y RNA, y el final de esta fase está caracterizado por la 

aparición de cambios estructurales en la célula. 
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El correcto funcionamiento de los procesos del ciclo celular precisa de cambios 

en los complejos enzimáticos entre los cuales se encuentran las ciclinas, las cinasas 

dependientes de ciclinas (CDC) y los complejos formados entre estas. Estos 

complejos están encargados de dirigir la célula de una fase a otra durante el ciclo 

celular, llegando a ser dependiente de las formas activas o inactivas de los 

complejos ciclina-CDC, al igual que otros eventos. Cuando existe algún daño 

genético, los mecanismos de control transcripcional de los complejos ciclina-CDC 

inducen la interrupción del ciclo celular hasta reparar el daño producido. 

 

Gracias al conocimiento del rol de las cinasas dependientes de ciclinas sobre la 

regulación del ciclo celular estas han sido empleadas como dianas farmacológicas. 

Basados sobre los desarrollos alcanzados en la biología celular y molecular, la 

medicina ofrece diferentes opciones terapéuticas para distintos tipos de cáncer, 

siendo el pronóstico a tiempo el factor decisivo para prevenir el desarrollo de la 

enfermedad. 

 

Como opciones alternativas se encuentran la radioterapia y la quimioterapia, 

siendo útil esta última en pacientes afectados por cáncer dónde la enfermedad ha 

progresado hacia metástasis o bien en el caso de leucemias. El uso de agentes 

quimio-terapéuticos tiene por objetivo actuar sobre fases específicas del ciclo 

celular, restringiendo la maduración y proliferación de células malignas, sin embargo, 

este mecanismo no es específico sobre las células tumorales, convirtiéndolo en su 

mayor desventaja al inducir carcinogénesis, mutanogénesis y/o teratogénesis 

(Jiménez, 2006). Estos agentes pueden ser clasificados de acuerdo a su mecanismo 

de acción (Tabla 1) y algunos de ellos están disponibles en el mercado. 

 

A principio de los años 90 aparecieron los primeros trabajos que demostraron la 

actividad citotóxica de P. alliacea L. frente a ciertas líneas celulares. A pesar de los 

buenos resultados alcanzados (80-90% de inhibición sobre la línea de mieloma 

humano), no fueron identificados el principio activo ni sus mecanismos de acción 

empleados (Rossi et al. 1990). 
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Tabla 1. Clasificación de los agentes citostáticos en función de su mecanismo de acción 

Clasificación Principios activos Mecanismos de acción 
Fase principal de 

actividad en el ciclo 
celular 

Agentes 
alquilantes 

Ifosfamida 
Ciclofosfamida 
Treosulfano 
Carboplatino 
Cisplatino 
Tiotepa 
Mecloretamina 
Clorambucilo 
Busulfano 
Nitrosureas 
Dacarbazina 

Alquilación del DNA 
 
Enlaces cruzados 
 
Inhibición de la replicación del 
DNA 

Actividad 
inespecífica en todas 
las fases del ciclo 
celular 

Antimetabolitos 

Citarabina 
5-Fluoroacilo 
Gemcitabina 
Mercaptopurina 
Metrotrexato 
Floxuridina 
Hidroxiurea 
Hexametilmelamina 
Procarbazina 
Irinotecano 

Incorporación de una base falsa 
en el ADN 
 
Inhibición enzimática o 
codificación errónea en la síntesis 
del ADN 

Fase S 

Inhibidores de la 
mitosis 

Paclitaxel 
Vinorelbina 
Vincristina 
Vindesina 
Vinblastina 
Dibencil trisulfuro 

Alteración de la formación de 
microtúbulos 
 
Interrupción de la mitosis en 
metafase 

Fase M 

Antibióticos con 
efecto citostático 

Bleomicina 
Dactinomicina 
Daunorubicina 
Doxorubicina 
Epirubicina 
Mitoxantrona 
Mitomicina C 

Intercalación entre bases del 
ADN 
 
Inhibición de la biosíntesis del 
ADN 

Fase S 
 
Fase G2 

Inhibidor de la 
Topoisomerasa I 

Etopósido 
Tenipósido 
Amsacrina 

Inhibición de la Topoisomerasa I, 
inhibiendo la torsión del ADN 

Fase S 
 
Fase G2 
 
Fase M 

Inhibidor de la 
Topoisomerasa II 

Topotecán 
Irinotecán 

Inhibición de la Topoisomerasa II 
que cataliza la torsión del ADN 

Fase S 

L-Asparaginasa L-Asparaginasa 
Inhibición de la síntesis de 
proteínas y la síntesis del ADN y 
el ARN 

Fase G1 

 

Malpezzi et al. (1994) demostraron que el mecanismo empleado por los 

metabolitos de anamú presentes en los extractos evaluados sobre el desarrollo de 

los cigotos de Lytechinus variegatus correspondió probablemente a la inhibición de 

la síntesis de ADN y como consecuencia, el proceso de división celular. El 1H RMN 

correspondiente a la fracción etérica (siempre la más activa) a la concentración más 
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alta para el primer rompimiento (80 µg/mL) reveló sorprendente consistencia con los 

picos correspondientes a polisulfuros, los cuales no estaban presentes en la fracción 

acuosa que a la misma concentración no tuvo efecto sobre el desarrollo de las 

células. La destrucción completa de los embriones fue observada 6 horas después 

de la fertilización con una dosis de 20 µg/mL, sugiriendo que el mecanismo de 

inhibición es dosis-dependiente. 

 

A través de ensayos bio-dirigidos, Matta-Greenwood et al. (2001) analizaron el 

extracto de éter de petróleo de las raíces de P. alliacea L., el cual mostró actividad 

diferenciadora en la línea celular HL-60 con IC50 igual a 3,6 µg/mL. Estudios 

fotoquímicos más detallados sobre la fracción activa, permitieron aislar dos 

derivados de azufre (DBTS y 2-[(fenilmetil)ditio]-etanol) cuya actividad y selectividad 

es 100 veces superior a aquella exhibida por los alildimetil disulfuros presentes en 

las plantas del género Allium. Adicionalmente, estos dos compuestos incrementaron 

el nivel total de glutatión, además, de inducir la expresión de glutatión S-transferasa 

en la línea celular de hepatoma de rata. 

 

Recientemente, Urueña et al. (2008) confirmaron que los polisulfuros y 

flavonoides presentes en P. alliacea L. han incrementado la actividad de las enzimas 

responsables de inducir apoptosis en las líneas celulares evaluadas, deteniendo el 

ciclo celular en fase G2 e induciendo un notable cambio en la morfología celular. De 

la misma manera, fue demostrado que las diferentes fracciones analizadas 

emplearon diferentes mecanismos para detener el ciclo celular. Mientras en algunos 

casos algunas fracciones indujeron apoptosis a través de despolarización de la 

membrana mitocondrial, otras estimularon la activación de las endonucleasas. Estos 

hallazgos abren nuevas puertas a la investigación los cuales permitirán elucidar los 

posibles efectos sinérgicos de los metabolitos que componen las diferentes 

fracciones. 

 

De otro lado, Pepple et al. (2010) estudiaron el mecanismo de acción de DBTS 

sobre células sanguíneas, demostrando que este se encuentra asociado con 

cambios en la morfología de los eritrocitos, por medio de la interacción de DBTS con 

las anquirinas, proteínas de la membrana celular que ayudan a mantener la 



Evaluación de los contenidos metabólicos en cultivos de células de Petiveria alliacea L. 20 

 

integridad del citoesqueleto del eritrocito. Adicionalmente, no fue observado ningún 

otro efecto adverso como agregación y/o aglutinación de las células rojas de la 

sangre, sin embargo, en la concentración empleada para combatir el cáncer, es 

altamente probable que la administración de DBTS en pacientes produzca efectos 

sobre la elasticidad de los eritrocitos así como cambios en la morfología de su 

membrana. 

 

1.5.2 Otras propiedades farmacológicas 

 

1.5.2.1 Actividad antimicrobiana 

Uno de los principales usos tradicionales que tiene anamú en América está 

relacionado con su actividad antimicrobiana, destacándose recientemente los 

estudios con microorganismos patógenos de plantas como Fusarium culmorum, F. 

oxysporum, G. graminis y Colletotrichum gloeosporioides (Silva et al. 2008; Ayodele 

et al. 2000). 

 

Por otra parte, son numerosos los reportes que dan cuenta de su actividad 

bactericida, bacteriostática y antifúngica frente a microorganismos responsables de 

muchas enfermedades en humanos. Von Szczepanski et al. (1972) demostraron que 

la fracción clorofórmica del extracto etanólico de hojas y raíces de P. alliacea L. 

ejerció actividad antibacteriana contra E. coli, S. aureus, C. albicans y M. 

tuberculosis y antifúngica contra Aspergillus niger, Penicillium notatum, 

Mycrosporum gypseum y Trichophyton mentagrophytes. 

 

En adición al anterior trabajo, Cáceres et al. (1991) estudiaron una gran 

cantidad de plantas Centroamericanas con reconocida actividad antifúngica entre la 

población, demostrando la inhibición del crecimiento de Epidermophyton floccosum 

cuando evaluaron el extracto acuoso de hojas de P. alliacea L. 

 

Recientemente, Guedes et al. (2009) e Illnait-Zaragozí et al. (2009) evaluaron la 

actividad del extracto etanólico de las partes aéreas de P. alliacea L. contra 

diferentes agentes patógenos responsables de numerosas enfermedades. Estos 

trabajos demuestran el efecto inhibitorio de los extractos sobre B. subtilis, Candida 
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albicans, C. glabrata, C. kefyr, C. krusei, C. lusitaniæ, C. parapsilosis, Cryptococcus 

grubii, C. neoformans var. grubii, E. coli, Enterococcus fæcalis, P. æruginosa, 

Rhodotorula mucilaginosa, Streptococcus mutans, Sthapylococcus aureus, S. 

epidermis, Saccharomyces cerevisiæ y Trichosporom asahii. 

 

Resultados diferentes a los observados por otros investigadores han sido 

descritos por Torre-Melis et al. (1994) y Cáceres et al. (1991) cuando evaluaron la 

actividad antimicrobiana in vitro de diferentes extractos de P. alliacea L. frente a 

Aspergillus nidulans, B. subtilis, C. albicans, E. coli, Flavobacterium sp., Klebsiella 

neumoniæ, M. canis, P. æruginosa, S. aureus, Salmonella typhi, T. mentagrophytes 

var. algodonosa, T. mentagrophytes var. granulare y T. rubrum. Estas diferencias 

pudieron tener origen en la manera de preparar los extractos, puesto que los 

principios activos y algunos extractos han demostrado ejercer efecto frente a hongos 

y levaduras como Aspergillus flavus, Candida albicans, C. tropicalis, Cladosporium 

cladosporioides, C. cucumerinum, C. sphærospermum, Issatchenkia orientalis, 

Mucor racemosus, Pseudallescheria boydii, S. cerevisiæ y las bacterias B. cereus, E. 

coli, K. pneumoniæ, Micrococcus luteus, Mycobacterium smegmatis, P. fluorescens, 

Salmonella newport, S. typhosa, Sarcina lutea, Serratia marcescens, S. aureus, 

Stenotrophomonas maltophila, Streptococcus agalactiæ (Kim et al. 2006; Williams et 

al. 2003; Benevides et al. 2001; Misas et al. 1979). 

 

Illnait-Zaragozí et al. (2010) demostraron recientemente la actividad antifúngica 

de la planta. De manera similar, pusieron en evidencia que los métodos empleados 

para estudiar la actividad antifúngica de los extractos se suma a la fuente de 

resultados controversiales. Cuando evaluaron el potencial efecto antifúngico de la 

planta empleando el método de difusión en agar no fue observada la actividad 

antimicrobiana. Sin embargo, modificando la metodología, encontraron un resultado 

congruente con otros reportes en la literatura. Dichas diferencias tienen origen entre 

otros factores, a la sensibilidad de las diferentes cepas evaluadas. Misas et al. 

(1979) pusieron en evidencia la diferente respuesta de los distintos serotipos de 

Shigella flexneri, E. coli y P. æruginosa. 
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En Venezuela y Brasil, decocciones de la planta entera son utilizadas para 

curar los pacientes afectados por la malaria, pero aún esta actividad es objeto de 

discusión (Caraballo et al. 2004). Los resultados de Ruiz et al. (2011) demostraron 

que el extracto hidroalcohólico de las hojas tuvo efecto en el test de inhibición de la 

ferriprotoporfirina con IC50 de 3,8 µg/mL frente a cepas de P. falciparum resistentes a 

cloroquina, sin embargo, la IC50 de inhibición del microorganismo fue superior a 10 

µg/mL. De otro lado, Cretton (2009) demostró que el extracto diclorometánico de la 

raíz en concentración de 9,7 µg/mL, inhibió en 79,2% el desarrollo in vitro de P. 

falciparum. Los resultados anteriormente presentados son contrarios de aquellos 

observados por Sauvain (1989) cuando evaluó diferentes extractos de plantas con 

reconocida actividad antimalárica en la Guayana Francesa y el Amazonas, 

ejerciendo baja actividad en la inhibición del microorganismo cuando fue evaluado el 

extracto hidroalcohólico de las partes aéreas de la planta en concentración de 100 

µg/mL. 

 

1.5.2.2 Actividad antiofídica y antiplaquetaria 

El extracto acuoso de P. alliacea L. fue evaluado contra la agregación de las 

plaquetas sanguíneas, causada por el ácido araquidónico, el colágeno y el factor de 

activación de las plaquetas (Villar et al. 1997). Así mismo, el uso de decocciones de 

las ramas y hojas ha sido extensivo en países de Centroamérica y Sudamérica como 

estrategia para detener el efecto de la intoxicación producida por la mordedura de 

Bothrops atrox y B. asper (Soares et al. 2005). 

 

1.5.2.3 Actividad antiparasitaria 

Trabajos conducidos por Berger et al. (1998) y Cáceres et al. (1998) permitieron 

demostrar que la fracción hexánica del extracto etanólico de hojas y raíces de P. 

alliacea L. ejerció actividad in vitro más no así in vivo contra el desarrollo de la forma 

infectante del parásito Trypanosoma cruzi. De igual manera, Echevarría y Torres 

(2001) pudieron corroborar que el extracto hidroalcohólico de hojas de anamú, 

posee actividad contra G. liamblia. Finalmente, un estudio reciente de la actividad 

antiparasitaria de diferentes plantas de América del Sur, entre ellas P. alliacea L., 

demostró que el extracto diclorometánico de la raíz fue activo frente a cepas de 
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Trypanosoma brucei rhodesiense e inactivo frente a T. cruzi y Leishmania donovani 

en la misma concentración evaluada. 

 

1.5.2.4 Actividad insecticida 

La utilización del aceite esencial de raíces y flores de P. alliacea L. ejerció 

efecto acaricida sobre Tetranychus urticae (Neves et al. 2010). Igualmente, existe 

evidencia de la actividad supresora de la nutrición en larvas de Attagenus piceus del 

aceite esencial de las hojas de anamú (Roth y Lindorf, 2002). Adebayo y Olaifa 

(1993) evaluaron la efectividad del destilado acuoso de la raíz, sobre la ovoposición 

de A. ægypti y C. pipiens fatigans, permitiendo registrar un descenso sobre la misma, 

entre 80 y 90%. Así mismo, el extracto acuoso de raíz ejerció un efecto insecticida 

sobre Ootheca mutabilis, Maruca testulalis, Zonocerus variegatus, Riptortus dentipes 

y Apunth varium, plagas que afectan importantes cultivos en Nigeria (Adebayo et al. 

2007). 

 

Johnson et al. (1997) encontraron una interesante evidencia de la actividad 

insecticida del DBTS sobre Cylas formicarius elegantulus, una de las plagas de la 

papa dulce y otras plantas de la misma familia. En ensayos in vitro sobre la broca del 

café (Hypothenemus hampei), ellos demostraron que DBTS en concentración de 5 

g/L indujo 89% de mortalidad, 24 horas después de su aplicación. 

 

Empleando como modelo experimental huevos y larvas de Meloidogyne 

incognita, Ponte et al. (1996) demostraron que las decocciones de raíz de anamú, 

disminuyeron el grado de infección en cultivos de L. esculentum Mill. A pesar de los 

resultados obtenidos, no se desarrollaron otros estudios dirigidos a aislar las 

sustancias activas responsables de esta actividad. Con base en los alentadores 

resultados obtenidos por el grupo de Ponte, el extracto acuoso de las hojas de 

anamú fue evaluado, siendo altamente eficiente para reducir el número de agallas y 

de huevos del Nematodo M. javanica en L. esculentum Mill (Gonçalves, 2006). 

 

Posteriormente, Sousa (2006) estudió la composición química de los extractos 

biológicamente más activos frente a M. incognita, Callosobruchus maculatus y 

Bemisia tabaci, siendo este último un importante vector de más de 100 tipos de virus 
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de las plantas. El éxito de la investigación dio paso al estudio de la actividad 

biológica de los componentes mayoritariamente presentes en el aceite esencial 

evaluado, conduciendo al aislamiento e identificación de compuestos de bajo peso 

molecular (derivados de azufre, alantoína, entre otros derivados de fenilpropanoide). 

Un año más tarde, García-Mateos et al. (2007) confirmarían los hallazgos de Sousa, 

empleando Trialeurodes vaporariorum (West.) como modelo de estudio. Los 

resultados in vitro e invernadero pusieron en evidencia altas tasas de mortalidad del 

insecto sin afectar el rendimiento del producto (peso y tamaño del tomate). 

 

1.5.2.5 Actividad antiinflamatoria 

Extractos de P. alliacea L. han demostrado ejercer efecto antiespasmódico, el 

cual concuerda con su popular uso como analgésico. La administración de diferentes 

extractos de las hojas ha demostrado un significante efecto analgésico (De Lima et 

al. 1991). Evaluando la actividad analgésica y anti-inflamatoria de los extractos de 

anamú, Furones et al. (1996a,b) no obtuvieron resultados similares a los 

anteriormente reportados. No obstante, empleando el mismo modelo para la 

evaluación de la actividad analgésica (contorsiones por ácido acético), existen 

reportes de esta actividad. Las diferencias pudieron tener origen en la forma de 

preparar los extractos, así como el estado vegetativo de la planta y las 

concentraciones empleadas. 

 

1.5.2.6 Otras actividades 

Entre el amplio espectro de actividades diferentes a las ya enunciadas, se 

destaca por su capacidad de inhibir el virus de la Diarrea Viral Bovina (Ruffa et al. 

2002a), como acaricida (Rosado-Aguilar et al. 2009), moderada actividad alelopática 

(Ayala et al. 1994; Pérez-Leal et al. 2006), antioxidante (Okada et al. 2008) e 

inmunoestimulante (Delaveau et al. 1980; Williams et al. 1997). 

 

En busca de validar la actividad analgésica del anamú, Gomes (2006) halló 

evidencia de otras actividades igualmente interesantes relacionadas con 

alteraciones en la actividad del Sistema Nervioso Central (SNC) en las fracciones 

compuestas de alcaloides, cumarinas, saponinas y triterpenos. Posteriormente, 

Blainski et al. 2010 demostrarían que las diferentes fracciones analizadas, 
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compuestas principalmente de flavonoides, indujeron efectos contrarios (disminución 

y aumento de la acción depresora del SNC). Hasta el presente, ningún estudio ha 

develado el mecanismo de acción ejercido por los principios activos del anamú, así 

como tampoco los constituyentes responsables de esta actividad. 

 

Su efecto abortivo fue estudiado inicialmente por Guerra et al. (1989) y Peters 

et al. (1988), quienes condujeron experimentos dirigidos a evaluar el efecto biológico 

de diferentes extractos de anamú, sobre la gestación, la implantación y el efecto 

tóxico sobre los cigotos de ratas. Los resultados demostraron que el extracto acuoso 

e hidroalcohólico de hojas, tallo y raíz afectaron notablemente el desarrollo 

embrionario, cuando fueron administrados por vía oral en el quinto día de preñez. 

Ninguno de los extractos anteriormente evaluados presentó toxicidad sobre el 

embrión, dado que no existió diferencia estadísticamente significativa en el número 

de reabsorciones entre los tratamientos y el control. En conclusión, los extractos de 

hojas y raíz presentaron efecto sobre la implantación del embrión, en cuanto el 

extracto de tallo presentó citotoxicidad sobre el cigoto. Los anteriores resultados 

fueron confirmados por Oluwole y Bolarinwa (1996) con base en el uso tradicional de 

esta planta en el continente africano. Estos estudios demostraron que los extractos 

administrados actuaron aumentando la contracción del útero de rata e inhibiendo el 

proceso de implantación del embrión, respectivamente. En útero de rata aislado, el 

extracto suministrado incrementó la frecuencia y fuerza de las contracciones sobre la 

respuesta contráctil a oxitocina. Gracias a estos resultados, los autores concluyeron 

que el extracto podría contener algunos principios occitóxicos. 

 

Dado que las prostaglandinas PEG2 y PEG2α están involucradas en la 

respuesta del efecto contráctil del útero, no se descarta que los principios activos 

presentes en el extracto estén involucrados en la génesis de prostaglandinas 

mediante sustrato para la prostaglandina sintetasa. Esta hipótesis fue confirmada 

por la significante disminución en la frecuencia y amplitud de las contracciones luego 

de preincubar con 100 µg/mL de indometacina. 

 

Estos resultados motivaron el estudio del efecto de la administración de una 

decocción de la planta entera sobre la reducción del puerperio bovino (Vilchez, 
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2007). Los animales sometidos al tratamiento con anamú presentaron tiempos de 

celo a los 79 días, mientras para el control (sin tratamiento) este tiempo aumentó a 

100 días. Así mismo, el intervalo parto-celo disminuyó cerca de 25% frente al 

control. Estos resultados pudieron ser explicados gracias a la actividad 

inmunoestimulante del anamú, incrementando la actividad de los linfocitos NK, la 

producción de interferón y la expresión de los receptores de las interleucinas 2 y 4 

(Queiroz et al. 2000). Su actividad antiinflamatoria es debida a la presencia de 

esteroides y triterpenos (β-sitosterol y α-friedelinol) inhibidores de la síntesis de 

prostaglandinas. Gracias a su contenido en derivados de azufre se explica su 

actividad antimicrobiana y su efecto abortivo causa contracción del útero eliminando 

los restos del parto. 

 

Recientemente, Maia et al. (2010) demostraron que el extracto hidroalcohólico 

de la raíz de anamú no ejerció la actividad abortifaciente en la rata, causando solo 

un retardo en el proceso de implantación del embrión. A pesar de este resultado, el 

mayor número de evidencias avalan esta propiedad así como su consumo 

tradicional por parte de la tribu Yoruba en Nigeria. 

 

1.5.2.7 Aspectos toxicológicos y metabolismo de los derivados de DBTS 

Aún existe gran controversia sobre el efecto tóxico asociado al consumo de P. 

alliacea L. Aunque en Colombia y Cuba fue aprobado su uso como agente 

estimulante del sistema inmune, no existen evidencias bibliográficas sobre estudios 

in vivo que permitan demostrar que su consumo no ejerce efectos secundarios 

adversos. Audi et al. (2001) verificaron la actividad analgésica y anti-convulsiva de 

los extractos acuosos e infusión de raíces y hojas de anamú. Los resultados en 

animales sugirieron que las partes utilizadas de anamú, contienen componentes con 

efecto ansiolítico y protector de las lesiones gástricas por estrés. A las 

concentraciones evaluadas en el estudio (superiores a 3 g/kg) no produjeron ningún 

efecto tóxico. Germano et al. (1995) no observaron diferencias significativas 

estadísticamente entre el tratamiento y el control en el hígado, bazo y riñones de 

ratas a las cuales fue suministrado el extracto etanólico de raíz vía oral a la máxima 

concentración (1 270 mg/kg). De manera similar, ninguno de los animales murió 

durante la realización del experimento, así como tampoco fueron observados efectos 
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secundarios sobre el sistema nervioso. Resultados similares a los ya mostrados 

anteriormente, fueron observados por García-González et al. (2006) y Ruffa et al. 

(2002b), sin embargo, existe gran controversia frente a estos resultados, puesto que 

Hoyos et al. (1992) demostraron que el consumo de grandes cantidades de la planta 

puede generar trastornos mutagénicos debido a los potenciales agentes 

carcinógenos presentes en la planta. Entre los posibles metabolitos secundarios con 

esta actividad se encuentra la cumarina, cuya actividad biológica es aún motivo de 

discusión (Kienhuis et al. 2006). Aunque los factores bioquímicos determinantes de 

la hepatotoxicidad de la cumarina permanecen desconocidos, es claro que no todas 

las cumarinas ejercen un efecto hepatotóxico, como fue demostrado en los análogos 

de cumarina con sustituciones de doble enlace en la posición 3,4 (Lake et al. 1989). 

Es por ello preciso identificar y caracterizar las cumarinas restantes, ya que hasta la 

fecha no han sido dilucidadas sus estructuras (Rocha y da Silva, 1969). Estudios in 

vivo deben ser conducidos para descartar su eventual efecto citotóxico, como ha 

sido demostrado para algunas hepatotoxinas de origen natural (Bass, 2003). 

Igualmente, la presencia de diasterómeros (derivados de bencilcisteína) impone 

restricciones para su comercialización, distribución y consumo en la Unión Europea. 

 

Empleando el ensayo de letalidad de Artemisia salina, Valdés et al. (2009) 

demostraron que el extracto etanólico de las hojas de anamú no ejerció letalidad en 

el modelo experimental en concentraciones inferiores a 1 000 µg/mL, valor aceptado 

por la EPA para establecer el grado de toxicidad de una molécula o extracto. Este 

modelo experimental altamente sensible a cambios en el ambiente ha sido empleado 

desde 1956 como herramienta útil y sencilla para la determinación de toxicidad de 

compuestos puros, metales pesados, extractos de plantas, toxinas de hongos y 

cianobacterias. 

 

El gobierno americano por medio de la Agencia Federal Americana de 

productos Alimentarios y Medicamentos (FDA) ha permitido el consumo de anamú 

en diferentes presentaciones que van desde comprimidos a base de hojas secas, 

hasta polvo obtenido de la planta entera. Su consumo está dirigido a potenciar la 

respuesta del sistema inmune en enfermos de cáncer o VIH, basado sobre los 

estudios desarrollados hasta el momento. La única contra-indicación mencionada 
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está relacionada con el consumo del medicamento en mujeres en estado de 

embarazo. En conclusión, es posible decir que las propiedades biológicas del anamú 

están bien correlacionadas con su uso tradicional en diferentes partes del mundo y 

que su uso en raciones moderadas no induce respuestas adversas en el organismo. 

 

Concerniente a su metabolismo in vitro, Riestra y Danguillecourt (2001) 

realizaron un estudio morfométrico de la corteza suprarrenal y determinaron los 

valores séricos de sodio y potasio en ratas tratadas con un extracto de P. alliacea L. 

Los resultados de esta investigación permitieron demostrar que no hubo diferencia 

estadísticamente significativa entre el control y el tratamiento experimentado. En 

consecuencia, la relación del balance de sodio, potasio y agua, así como una 

disminución de la actividad funcional de la capa productora de aldosterona y otras 

hormonas corticosuprarrenales, favorecen la disminución de la presión arterial, 

constituyéndose en una evidencia del efecto benéfico del consumo de la planta. 

 

Recientemente han sido conducidos diversos estudios para determinar la 

estabilidad y el mecanismo de metabolización del DFBTS, un potencial agente 

antitumoral derivado del DBTS (Bao et al. 2008; Pan et al. 2009). Las 

investigaciones demostraron que DFBTS es metabolizado rápidamente a bis(4-

fluorbencil)disulfuro (BFDS) en la sangre de ratas y perros cuando fue administrado 

vía inyección. Sin embargo, BFDS no fue encontrado en la orina, mas si estuvo 

presente a nivel de trazas en la bilis y las heces. Estos hechos permitieron conducir 

un experimento diseñado para establecer la farmacocinética de la droga en el 

organismo. Los espectros de fragmentación revelaron la existencia de fragmentos 

característicos de los ésteres metílicos de los derivados del ácido p-fluorohipúrico 

(m/z 211) y el ácido p-fluorobenzoico (m/z 154), entre otros fragmentos que 

permitieron elucidar y confirmar la estructura de los compuestos derivados del 

metabolismo del DFBTS. Gracias a las evidencias halladas, el principal mecanismo 

de metabolismo del DFBTS empleado por el organismo tiene lugar en los riñones y 

su eliminación es realizada mediante vía urinaria, aunque otros resultados no 

presentados, demuestran que posterior a la inyección de DFBTS o BFDS en perros 

y ratas, estos dos compuestos sufren transformación en la sangre a p-fluorobencil 

mercaptanos, siendo eliminados por vía respiratoria gracias a su labilidad. 
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2. Objetivos 

 

 

Este trabajo tuvo como objetivo estudiar los contenidos metabólicos en callos y 

suspensiones celulares de anamú (Petiveria alliacea L.). 

 

Los objetivos pretendidos durante el desarrollo del presente trabajo fueron: 

 

1. Evaluar el crecimiento celular (formación de callos) de Petiveria alliacea L. 

sobre los medios MS (completo), MS (a la mitad), SH y B5 variando la 

concentración de azúcar 

2. Evaluar el crecimiento celular de células en suspensión de Petiveria alliacea 

L. en el mejor medio establecido anteriormente para callogénesis 

3. Evaluar mediante HPLC el efecto elicitor del metil jasmonato (MeJA) y ácido 

salicílico (AS) sobre la producción de los metabolitos secundarios presentes 

en células de Petiveria alliacea L. cultivadas en suspensión 
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3. Metodología 

 

 

3.1 Establecimiento de callos de Petiveria alliacea L. 

 

3.1.1 Material vegetal 

Anamú (Petiveria alliacea L) fue colectado en el campus universitario Núcleo El 

Volador de la Universidad Nacional de Colombia sede Medellín y un espécimen fue 

comparado con la muestra depositada en el Herbario de la Universidad de Antioquia, 

identificada con el número 151057. Las plantas fueron transplantadas al Laboratorio 

de Bioconversiones y mantenidas bajo condiciones adecuadas, procurándoles agua 

y nutrientes. Igualmente se contó con material vegetal aportado por el Jardín 

Botánico de Nancy (Francia), cuya muestra está identificada con el número 

1975.3.076. 

 

3.1.2 Desinfección del explante 

Con el propósito de establecer un protocolo de desinfección de los diferentes 

órganos y tejidos de la planta, un experimento fue desarrollado fijando la 

concentración y tiempo de exposición en etanol al 70% (un minuto). Seguidamente, 

diferentes agentes de desinfección (NaClO, H2O2, detergente comercial antibacterial 

y Domestos®) (5, 10 y 15% v/v) en tres períodos de tiempo (cinco, diez y quince 

minutos) fueron empleados para la obtención de explantes libres de patógenos. Las 

variables de respuesta analizadas en este experimento fueron evaluadas 21 días 

después de iniciado el experimento. Las variables de respuesta analizadas fueron el 

número de unidades experimentales contaminadas (cuantitativa) e impacto de las 

condiciones evaluadas sobre la apariencia física del explante (cualitativa). Todo el 

proceso anterior fue realizado bajo cámara de flujo laminar. 

 

Con el objetivo de encontrar condiciones apropiadas para desinfectar el 

material vegetal a emplear, fue realizado un diseño experimental aleatorio, 

empleando diez unidades experimentales por tratamiento y tres explantes por unidad 

experimental. La primera evaluación del experimento fue realizada siete días 

después de iniciar el procedimiento de desinfección de los explantes.
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3.1.3 Efecto de la formulación del medio de cultivo para inducción de callos de 

P. alliacea L. 

Para la inducción de callos se ubicaron tres explantes de hoja joven sobre 

medios MS y MS1/2 (Murashige y Skoog, 1962), SH (Schenk y Hildebrandt, 1972) y 

B5 (Gamborg et al. 1968), suplementados con sacarosa (20 y 30 g/L), en presencia 

de las auxinas (ácido indolacético (AIA), ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), ácido 

naftalenacético (ANA) y Piclorán) (53,7 µM) y las citocininas (N6-furfurilaminopurina 

(K) y N6-bencilaminopurina (6-BAP)) (11,0 µM) y agar-agar (7 g/L), ajustando a pH 

5,8 y esterilizados en autoclave a 121 ºC durante quince minutos. La solución 

concentrada de ácido indolacético fue añadida previa esterilización a través de 

membrana Millipore® tipo GP 0,22 µm y posteriormente adicionada al medio de 

cultivo a temperatura cercana a 40 °C, para evitar su degradación por acción de la 

temperatura. 

 

Los explantes fueron ubicados en frascos y cajas de Petri estériles, 

conteniendo veinte mililitros de medio de cultivo y posteriormente incubados a 25±2 

ºC en condiciones de foto-período (doce horas de luz) u oscuridad para prevenir la 

degradación de la auxina AIA. El material fue subcultivado cada 21 días durante 9 

semanas bajo las mismas condiciones de cultivo, registrando la masa al inicio y final 

del proceso. La variable de respuesta evaluada fue la relación de masas, expresada 

como Índice de Crecimiento (IC). 

 

inicialmasa

inicialmasafinalmasa
IC

−
=  

 

Un arreglo factorial compuesto de cuatro medios de cultivo y dos niveles de 

concentración de sacarosa, completamente aleatorio, permitió analizar el efecto de 

estos factores sobre el desarrollo de callos de anamú en condiciones de oscuridad 

total y foto-período de doce horas. 
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3.1.4 Morfología celular 

Alícuotas de dos mililitros de suspensiones celulares fueron transferidos a tubos 

de ensayo, Azul de Evans (2,5% m/v) fue añadido posteriormente y las muestras 

fueron incubadas durante dos minutos. La observación de células en suspensión fue 

realizada empleando un microscopio de campo claro. 

 

Un microscopio de Contraste de Interferencia Diferencial (DIC) Olympus BX51 

equipado con cámara digital Olympus DP50 fue empleado para capturar las 

imágenes de la morfología de las células de Petiveria alliacea L. creciendo sobre 

medio MS suplementado con 30 g/L de sacarosa, 6-BAP (11,0 µM) y 2,4-D, AIA, 

ANA y Piclorán (53,7 µM). 

 

Callos creciendo sobre los medios de cultivo anteriormente descritos fueron 

retirados de los explantes y transferidos a solución de sacarosa al 2% (m/v), 

agitados durante cinco minutos y 40 µL del sobrenadante fueron extendidos sobre 

placa con el objetivo de realizar el análisis morfológico. 

 

3.2 Establecimiento de suspensiones celulares de P. alliacea L. 

Suspensiones celulares de P. alliacea L. fueron establecidas mediante 

transferencia de dos-tres gramos de callos frescos (10-15% m/v) en matraces de 

100 mL conteniendo veinte mililitros de medio MS1/2 conteniendo 20 g/L de sacarosa, 

ajustado a pH 5,8, suplementado con 2,4-D (53,7 µM) y K (11,0 µM). 

 

Las suspensiones fueron incubadas en condiciones de foto-período 

correspondiente a doce horas de luz, 25±0,1 ºC y 110 rpm en agitador orbital con 

incubación (Centricol, Colombia). El subcultivo fue realizado mediante transferencia 

del sobrenadante conteniendo las células disgregadas a medio de cultivo fresco, 

mientras que el precipitado fue suspendido en medio fresco de igual volumen al 

retirado. Las suspensiones fueron homogéneas y se obtuvieron mediante 

transferencia de cinco mililitros de suspensión celular libre de agregados celulares 

en matraces de 100 mL conteniendo veinte mililitros de medio de cultivo previamente 

esterilizado. 
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3.2.1 Elicitación 

Metil jasmonato (MeJA) y ácido salicílico (AS) (Sigma-Aldrich, USA) en 

concentraciones de diez, 100 y 1 000 mg/L fueron inoculados en medio MS1/2. 

Previamente a la adición, ambos fueron disueltos en etanol y filtrados a través de 

membranas Durapore 0,22 µm (Sigma-Aldrich, USA). Medio con igual 

concentración de componentes y azúcar, sin adición de elicitores, fue empleado 

como control. Las células fueron incubadas durante cuatro y dieciséis días después 

de inocular los matraces con los agentes elicitores; secadas en estufa a 30 ºC 

durante 72 h y los extractos fueron preparados siguiendo los procedimientos 

descritos en la sección 2.4 “Análisis Fitoquímico”. 

 

3.2.2 Viabilidad celular 

Para garantizar que las células se encontraban en condiciones de cumplir con 

sus actividades biológicas, fue necesario estimar la relación de células vivas/muertas 

mediante una técnica que permitiera pueda contar muchas células individualmente y 

analizar mayor cantidad de unidades experimentales, disminuyendo el error durante 

el análisis. 

 

Diacetato de fluoresceína (FDA) permitió evaluar tanto la actividad metabólica 

como la integridad de la membrana, ya que al ingresar en la célula es hidrolizado por 

la actividad de las estearasas, produciendo un producto altamente fluorescente 

acumulado solamente en aquellas que poseen su membrana intacta. La 

cuantificación fue realizada de acuerdo al método propuesto por Castro-Concha et 

al. (2006). Muestras de dos mililitros fueron obtenidas los cero, doce, dieciséis y 28 

días del experimento de elicitación. La solución stock de FDA (MP Biomedicals, 

USA) fue preparada disolviendo 25 mg en diez mililitros de acetona. Las muestras 

fueron suplementadas con la anterior solución hasta alcanzar una concentración 

final de 5 µg/mL e incubadas a temperatura ambiente (25°C) durante diez minutos en 

oscuridad. La fluorescencia fue medida en citómetro de flujo FC500 MPL (Beckman-

Coulter, USA) equipado con LASER Argon (488nm). El análisis de datos fue 

realizado empleando el software del citómetro de flujo CXP versión 2.2 (Beckman-

Coulter, USA) y la concentración de las células viables y muertas fue estimada a 

partir del número de células contadas (10 000 en promedio) por cada muestra. 
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3.2.3 Cinética de crecimiento 

El crecimiento de las células y el monitoreo del pH fueron determinados cada 

cuatro días durante 40 días. La biomasa fue cuantificada mediante el peso de la 

masa seca de las células de tres matraces retirados aleatoriamente. El contenido 

total del matraz fue analizado siendo filtrado sobre papel Whatman Nº 595 

previamente secado a 60 ºC y posteriormente pesado. La biomasa fue secada a 35 

ºC durante 72 horas. Al descartar cada unidad experimental, dicha metodología fue 

apropiada para evitar contaminaciones. 

 

3.3 Análisis instrumental de los contenidos metabólicos en planta y 

suspensiones celulares de P. alliacea L. 

Análisis de HPLC fue desarrollado de acuerdo al método propuesto por 

Webster et al. (2008). Un sistema HPLC Agilent 1100 compuesto de bomba 

cuaternaria G1311A, detector de arreglo de diodos G1315B, desgasificador G1322A, 

auto-inyector G1329A ALS, equipado con columna fase normal LiChrospher® Si 60 

(5 µm, 250 x 4,6 mm d.i., Supelco, USA). La cuantificación de DBTS (Sigma-Aldrich, 

USA) fue llevada a cabo a 30 ºC y monitoreada a 254 nm. La fase móvil consistió de 

una mezcla de hexano: isopropanol grado HPLC (93:7 v/v) con un flujo de 1 mL/min. 

Los cromatogramas fueron registrados y las concentraciones de DBTS fueron 

calculadas a partir de las áreas de los picos de la curva de calibración preparada con 

el estándar en concentraciones de 0,5; 2,5; 5,0; 10,0 y 20,0 µg/mL. 

 

3.4 Análisis fitoquímico de los contenidos metabólicos en planta, callos y 

suspensiones celulares de P. alliacea L. 

Para el presente estudio fue aplicado el procedimiento descrito por Domínguez 

(1979) con modificaciones realizadas en el laboratorio del Grupo Ofidismo y 

Escorpionismo de la Universidad de Antioquia. 

 

Los ensayos fueron conducidos para establecer de manera cualitativa la 

presencia de las siguientes familias de metabolitos secundarios, previamente 

reportados en la literatura: alcaloides, esteroides y/o triterpenoides, flavonoides, 

saponinas, taninos y cumarinas. 
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Hojas, callos y células en suspensión de P. alliacea L. fueron secados en estufa 

a 35 ºC (Anexo I). Una vez seco, el material fue pulverizado y macerado en etanol al 

96% durante 48 horas. El extracto fue filtrado y concentrado por rota-evaporación. El 

residuo fue sucesivamente extraído con etanol y diclorometano y secado empleando 

sulfato de sodio anhidro. 

 

La precipitación de clorofilas fue realizada empleando volúmenes iguales del 

extracto y de solución de acetato de plomo al 4% conteniendo ácido acético al 0,5%, 

posterior agitación y reposo durante quince minutos. Una vez filtrado el material libre 

de clorofilas, se procedió a realizar la marcha fitoquímica (Anexo I). La selección de 

las fases móviles empleadas para el desarrollo de las placas de Cromatografía de 

Capa Fina (CCF) fue previamente comparada con la literatura (Sousa et al. 1987; 

Wagner y Bladt, 2001). 

 

3.4.1 Análisis de alcaloides 

Se tomó el residuo correspondiente para la prueba, al cual se añadieron veinte 

mililitros de HCl al 5%, y se calentó a 60 ºC agitando manualmente, para 

posteriormente dejar enfriar y filtrar hasta obtener un filtrado transparente. Alícuotas 

de 0,5 mL de filtrado fueron transferidas a tubos de ensayo, y se agregaron gotas de 

los reactivos de Dragendorff (ioduro de potasio), de Mayer (ioduro de potasio y de 

mercurio), de Valser (ioduro de potasio y de mercurio) y Reineckato de amonio. 

 

En cada tubo se observó presencia de turbidez. Otra porción del filtrado fue 

ubicada en un recipiente para decantación, enseguida fueron añadidos quince 

mililitros de diclorometano y se alcalinizó a pH ocho con NaOH al 20%, 

posteriormente agitación. La fase orgánica fue separada y extraída nuevamente con 

igual volumen de diclorometano. Los extractos orgánicos fueron mezclados, 

concentrados y redisueltos en cinco mililitros de HCl al 5%. Posteriormente, al 

filtrado fueron añadidos los reactivos anteriormente mencionados (Anexo II). La 

presencia de turbidez o precipitados color amarillo, naranja y violeta es considerado 

positivo para la prueba. Puesto que otros compuestos pueden formar precipitados 

con los reactivos empleados para la detección de alcaloides, se considera que al 

menos 3 de las 4 pruebas deben dar positivo. 
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Un precipitado color blanco o crema indica que la prueba de alcaloides es 

positiva para la prueba de Mayer). Un precipitado color café-rojizo es positivo para la 

prueba de Wagner. Un precipitado amarillo intenso es positivo para la prueba de 

Dragendorff. Finalmente, un precipitado color rosa es positivo para la prueba de 

Reineckato de amonio. 

 

3.4.2 Análisis de esteroides y/o triterpenos 

El residuo obtenido, descrito en el anexo I, fue extraído mediante agitación con 

dos volúmenes de veinte mililitros de éter de petróleo, para continuar el 

procedimiento indicado en el anexo III. El filtrado fue concentrado en baño maría 

hasta volumen final de cinco mililitros. El contenido fue transferido a tubo de ensayo 

con diez mililitros de etanol: agua (90:10); enseguida fue agitado vigorosamente y 

dejado en condición de reposo para separar las fases. El extracto fue aplicado sobre 

placa de silica-gel 60 F254 de 0,25 mm (10 x 4 cm, Merck, Alemania). La fase móvil 

estuvo compuesta de tolueno: acetato de etilo (86:14). Como patrón se aplicó sobre 

la placa una pequeña cantidad β-sitosterol (Sigma-Aldrich, USA). 

 

Posteriormente la placa fue asperjada con el Reactivo de Liebermann-

Burchard, calentada durante diez minutos a 110 ºC en estufa y se observó la 

aparición de manchas de tonalidad roja, verde o azul, indicando presencia de 

esteroides y/o triterpenos libres. 

 

En la prueba de tubo, se añadió el reactivo de Lieberman-Burchard a un tubo 

de ensayo conteniendo una alícuota del extracto a analizar. El cambio de color 

púrpura-rosa progresa a verde claro y finalmente verde oscuro es considerado 

positivo. El cambio de color se debe a la reactividad del grupo hidroxilo de los 

esteroides frente a los reactivos que componen el reactivo de Lieberman-Burchard, 

incrementando la instauración en el anillo adyacente. 
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3.4.3 Análisis de flavonoides 

Alícuotas de cinco mililitros procedentes de la solución F (Anexo III) fueron 

empleadas para realizar la prueba de Shinoda y la reacción con ácido clorhídrico. Se 

adicionó 0,5 g de magnesio, un mililitro de la muestra, y ácido clorhídrico 

concentrado gota a gota, hasta desaparecer la formación de hidrógeno. Luego de 

diez minutos en reposo, se observó el desarrollo de coloración. Los flavonoides 

conteniendo núcleo benzopirona (flavonas, flavonoles, flavanonas) son susceptibles 

de reaccionar positivamente a esta prueba. Flavonas y flavonoles reaccionan 

produciendo coloraciones amarillo o rojo, flavanonoles producen cambios rojo o 

magenta, flavanonas tornan a rojo, magenta, violeta o azul, isoflavonas lo hacen a 

amarillo; mientras isoflavononas, chalconas y auronas no dan coloración. 

 

3.4.4 Análisis de saponinas 

Con objeto de determinar la presencia de esta familia de compuestos fue 

realizada la prueba de espuma. Se tomó una alícuota de tres mililitros, 

correspondiente a la fracción F (Anexo III), se agitó fuertemente durante tres minutos 

y se observó si la espuma era abundante y estable durante media hora. Dado que 

otras sustancias pueden formar espuma, esta prueba tiene carácter presuntivo, el 

cual debe ser confirmado mediante hemólisis de glóbulos rojos, previo tratamiento 

sobre los taninos presentes en la muestra. 

 

La actividad hemolítica fue verificada mediante inoculación de pequeños 

círculos de papel filtro impregnado de los extractos previamente destanizados sobre 

agar-sangre. El agar-sangre fue preparado empleando agar nutritivo enriquecido con 

cloruro de sodio, previamente esterilizado en autoclave a 121 °C durante quince 

minutos. Una vez alcanzó la temperatura promedio de 45 °C, fue añadida 

asépticamente y a temperatura ambiente, 5% de sangre humana estéril desfibrinada. 

El producto fue mezclado y vertido en cajas de Petri e incubado de 24 a 72 horas a 

36±1 °C. 
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3.4.5 Análisis de taninos 

Una alícuota del extracto fue empleada para el análisis a la cual fue añadida 

solución de FeCl3 al 4%. Los taninos se caracterizan por la precipitación de metales 

pesados, así como las proteínas. Soluciones color verde, azul o negro luego de la 

adición del FeCl3 es indicativo de la presencia de esta familia de metabolitos 

secundarios. 

 

3.4.6 Análisis de cumarinas 

Son compuestos derivados de la α-benzopirazona, presentando numerosas 

insaturaciones. Gracias a estas características, las cumarinas exhiben una fuerte 

florescencia azul o verde al ser irradiados con luz ultravioleta, propiedad utilizada 

para su detección. El extracto crudo fue aplicado sobre placa de silica-gel 60 F254 de 

0,25 mm (10 x 4 cm, Merck, Alemania), empleando como estándar cumarina (Sigma-

Aldrich, USA) y como fase móvil una mezcla de tolueno: éter de petróleo (1:1). La 

placa fue observada a 365 nm y revelada con una mezcla de volúmenes iguales de 

hidróxido de sodio dos normal y etanol. Posteriormente, calentada a 110 ºC durante 

quince minutos. Tanto el patrón de cumarina como aquellas presentes en la planta 

revelaron color azul a 365 nm. 
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4. Resultados y discusión 

 

 

4.1 Establecimiento de callos de P. alliacea L. 

 

4.1.1 Desinfección del explante 

Con el objetivo de promover la biosíntesis de DBTS, fue revisada 

extensivamente la literatura para tener evidencia de la presencia de este metabolito 

en la planta. Aunque DBTS se encuentra en todos los órganos de la planta (hojas, 

raíz, tallo e inflorescencias), solo fue posible inducir callos en cultivos iniciados 

empleando hojas, mediante los protocolos que fueron descritos en la metodología. 

 

El protocolo de desinfección fue desarrollado de manera que se pudiera realizar 

un análisis de las posibles fuentes de contaminación y discernir su procedencia o 

posible causa de aparición. Cassells y Doyle (2006) proponen el desarrollo de una 

metodología de diagnóstico permitiendo identificar las fuentes de contaminación. En 

una primera etapa, fueron escogidas las plantas a utilizar y preferiblemente 

transferidas a invernadero para controlar la fuente de contaminación. 

Posteriormente, en la primera fase, llamada de esterilización de superficie, se 

pretendió eliminar o minimizar la presencia de bacterias tales como Pseudomonas 

fluorescens, Erwinia spp., Klebsiella spp., Serratia spp. o Agrobacterium spp. 

 

El éxito de esta primera fase condicionó el avance del desarrollo del protocolo 

de desinfección. La presencia de bacterias al final de esta fase fue un indicador de la 

inactividad de los agentes de desinfección o de una técnica exigua. Las siguientes 

fases sirvieron para detectar problemas relacionados con la preparación y 

autoclavado del medio de cultivo, pobre calidad del aire, problemas técnicos 

relacionados con la cámara de flujo laminar así como una pobre técnica aséptica del 

operario. 

 

La tasa de infección para todos los tratamientos evaluados fue superior a 50%, 

en condiciones de la concentración y tiempo de exposición mas bajos de todos los 

agentes de desinfección empleados. Una segunda evaluación realizada catorce días 
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después del procedimiento de desinfección, reveló que el porcentaje de unidades 

experimentales contaminadas fue constante para todos los tratamientos e igual a 

20%. Tres semanas después de iniciado el experimento dirigido a establecer un 

protocolo de desinfección para hojas de anamú, la contaminación de unidades 

experimentales se redujo hasta alcanzar niveles estables, es decir, que la proporción 

de unidades experimentales sobrevivientes alcanzaba el 80%. 

 

Basados en los resultados obtenidos, los cuales serán discutidos 

posteriormente, la fuente de explantes fue desinfectada empleando etanol al 70% 

durante un minuto, seguido por inmersión en solución de hipoclorito de sodio al diez 

por ciento durante diez minutos y tres lavados con agua destilada estéril. En estas 

condiciones, los explantes sufrieron aparentemente menor daño físico (posterior 

decoloración). La contaminación se caracterizó por la alta presencia de hongos, 

bacterias y levaduras. En todos los tratamientos evaluados, fue prácticamente 

imposible eliminar la presencia de hongos (Figura 6). El uso de detergente 

antibacterial, disminuyó notablemente la contaminación bacteriana, sin embargo, 

cuando el detergente antibacterial fue empleado en la concentración mas alta, los 

tejidos vegetales experimentaron una respuesta negativa en términos de 

decoloración y eventual pérdida de capacidad para generar callos. La misma 

respuesta fue observada en los todos los tratamientos en la concentración mas alta, 

siendo independiente del tiempo de exposición. 

 

 
Figura 6. Contaminación microbiana en cultivos celulares de P. alliacea L. (A) Contaminación fúngica. 

(B) Contaminación bacteriana. 
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La tasa de contaminación superior a 80% en la concentración mas baja de 

todos los tratamientos e independiente del tiempo de exposición al tratamiento de 

desinfección. Los mejores resultados fueron obtenidos cuando se combinaron 

condiciones moderadas de tiempo y concentración de los agentes de desinfección 

(Figura 7). 

 

Estos resultados pueden ser explicados por la capacidad de los agentes de 

desinfección para modificar el pH de las soluciones, así como por su composición 

química. La actividad antimicrobiana del HClO es 100 veces superior a aquella de la 

especie ClO-, afectando notablemente su actividad en función del pH y del tiempo de 

exposición. Así mismo fue observado que la presencia de bacterias endofíticas 

(posiblemente del género Serratia spp.) fue controlada eficazmente mediante el uso 

de agentes antibacteriales conteniendo tensoactivos no iónicos. 

 

Los resultados demuestran estar en coherencia con lo reportado por Leifert et 

al. (1991), puesto que el HClO resultó ser mas efectivo en función del tiempo de 

exposición del explante al agente de desinfección. Sin embargo, su actividad fue 

notoriamente inferior a aquella del agente Domestos®, cuya formulación incluye 

HClO como ingrediente activo, en una concentración no superior a cinco por ciento. 

Estas diferencias tienen origen en la forma cómo el ingrediente activo es liberado en 

la solución, de manera gradual antes que su degradación tenga origen, aumentando 

su efectividad respecto a otros agentes de desinfección. 

 

A pesar de ello, Domestos® tuvo efecto sobre la decoloración del explante 

como fue experimentado con todos los otros agentes de desinfección. Es por esta 

razón que su concentración y tiempo de exposición deben ser limitados, 

compensando el porcentaje de unidades asépticas con la habilidad del explante para 

generar callos a futuro. 

 

Concerniente al tratamiento empleando peróxido de hidrógeno, el número de 

unidades asépticas fue superior a aquel obtenido empleando hipoclorito de sodio en 
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todas las condiciones ensayadas, sin embargo, los resultados no fueron 

satisfactorios puesto que los explantes perdieron capacidad para generar callos. 
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Figura 7. Efecto de diferentes tratamientos sobre la desinfección de hojas de anamú después de la 

primera semana de cultivo. 

 

4.1.2 Efecto de la formulación del medio de cultivo para inducción y desarrollo 

de callos de P. alliacea L. 

Webster et al. (2008) estudiaron el efecto de dos fuentes de carbono (sacarosa 

y glucosa) sobre el desarrollo de callos de anamú, a diferentes concentraciones de 

ANA y una concentración fija de 6-BAP. Entre las dos fuentes de azúcar empleadas 

en el estudio, los resultados demostraron que la sacarosa incrementó la formación 

de masa fresca y la respuesta embriogénica, así como redujo el tiempo de formación 

de embriones. Estas observaciones están en concordancia con los resultados 

observados en la mayor parte de especies vegetales investigadas ya que estas 

toman directamente la sacarosa y la metabolizan dentro de la célula. En el interior de 

la célula, invertasa soluble, sacarosa fosfato sintetasa y sacarosa sintetasa 

hidrolizan la sacarosa. Generalmente, la sacarosa es la mejor fuente de carbono en 

cultivo de células vegetales in vitro respecto a carbohidratos pobremente 

metabolizados, tales como, celobiosa, maltosa, manosa, melibiosa y sorbitol (Thorpe 

et al. 2008). Aunque otros disacáridos o incluso trisacáridos han sido empleados 
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como fuente de carbono en numerosos estudios, el uso de una u otra fuente de 

carbono, afecta el crecimiento y la organogénesis de los cultivos in vitro. 

 

Con el objetivo de evaluar el efecto de 2,4-D y K sobre la formación y desarrollo 

de callos, así como sobre la biosíntesis de DBTS y otros metabolitos secundarios, 

las mismas concentraciones de auxina y citocinina que Webster et al. (2008) 

estudiaron (ANA 53,7 µM y 6-BAP 11,0 µM) fueron empleadas en este estudio. 

 

Los explantes fueron ubicados sobre medios MS, MS1/2, SH y B5, 

suplementados con 20 y 30 g/L de sacarosa, 2,4-D (53,7 µM) y K (11,0 µM) en 

condiciones de oscuridad total y foto-período de doce horas. Al final de nueve 

semanas de evaluación, los explantes conservados en oscuridad total sufrieron de 

marchitamiento o degradación de los pocos callos que aparecieron. En cuanto a los 

tratamientos en condición de foto-período de  doce horas, el desarrollo de callos 

sobre los bordes de los explantes fue observado, sin que ninguno de los 

tratamientos revelara evidencia de una gran exuberancia de callos. La frecuencia de 

callos por unidad experimental evaluada (frasco compota conteniendo tres 

explantes), expresada como el número de callos presentes en cada unidad 

experimental, fue similar en todos los tratamientos evaluados e igual a 3±2 

callos/explante. 

 

Los IC mas altos estuvieron asociados a los medios suplementados con 20 g/L 

de sacarosa, sin que existiera diferencia estadística a nivel de 5% entre los 

diferentes medios evaluados (F=0,64; basado sobre tres y 56 G.L; P=0,5937) (Figura 

8). La comparación de los tratamientos y los niveles de azúcar se hizo sobre la 

implementación de un ANOVA no paramétrico de dos vías (Brunner y Puri, 2001), 

modelo que resultó apropiado para interpretar estadísticamente los resultados 

experimentales, caracterizados por no cumplir los supuestos del ANOVA (la 

distribución de los residuales debe ser normal así como debe conservarse la 

homogeneidad de las varianzas). 

 

En el momento de analizar los resultados, la presencia de sesgo a la derecha 

en todas las distribuciones de los IC de los medios evaluados fue apreciable. Estos 
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resultados permiten explicar la variación de los IC observados y en parte, la no 

existencia de diferencias estadísticas entre los diferentes tratamientos. 

 

Los callos formados se caracterizaron físicamente por una pigmentación 

ligeramente amarilla, así como por una consistencia firme. Solo aquellos que se 

desarrollaron sobre medio MS1/2, presentaron apariencia friable al tacto. Este 

resultado concuerda con las observaciones realizadas por otros investigadores, las 

cuales afirman que mediante variación de la composición del medio, se puede llegar 

a desarrollar callos friables. Madhavi et al. (1995) observaron que los callos de 

arándano rojo inducidos en medio B5 tenían un aspecto poco friable. Un incremento 

en la concentración de NH4
+ y una disminución en la concentración de NO3

- con una 

relación NH4
+/NO3

- 3:1 fue esencial para inducir friabilidad en los callos y disminuir 

su oscurecimiento. 

 

 
Figura 8. Diagrama de caja para los medios MS, SH y B5. (A) La media del IC correspondiente al 

medio B5 es mayor que aquella del medio MS. (B) La mediana del IC del medio B5 es mayor que 

aquella del medio SH, aunque las medias no son muy distintas. En ambos casos las distribuciones de 

los IC asociados a cada medio presentan sesgos a la derecha. 

 

Bajo las condiciones estudiadas, los cultivos desarrollaron un pigmento rojizo 

(Figura 9), probablemente relacionado con compuestos de tipo flavonoide. Este 
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hecho fue posteriormente confirmado mediante la prueba de Shinoda como fue 

descrito en la metodología. 

 

La biosíntesis de los flavonoides está estrechamente relacionada con algunos 

tipos de estímulos, incluyendo deficiencia de nutrientes y oscuridad, condiciones que 

influyeron en la formación de estos metabolitos secundarios como lo demuestran los 

estudios conducidos por Madhavi et al. (1995) al momento de establecer callos de 

Vaccinium macrocarpon Ait en condiciones de oscuridad, capaces de producir 

diferentes flavonoides, identificados como glicósidos de flavonoles. 

 

Por otra parte, los IC mas altos fueron observados en los explantes 

desarrollando callo sobre medio SH, seguidos del medio B5 y finalmente MS. Sin 

embargo, no fue apreciable una diferencia estadística de las medias de todos los 

tratamientos. Estos resultados pueden ser explicados por las diferencias de los 

componentes presentes en los medios de cultivo así como en sus concentraciones. 

El medio SH tiene una concentración intermedia de NH4
+ con relación a los medios 

MS y B5. Aunque para la biosíntesis de proteínas son requeridas ambas fuentes de 

nitrógeno, solo la forma reducida (NH4
+) en altas concentraciones es la mas tóxica 

para el desarrollo de las células vegetales. La relación NO3
-:NH4

+ es entonces crucial 

para regular la actividad de la glutamato deshidrogenasa y de la glutamato sintetasa 

así como la inhibición de la actividad de la nitrato reductasa. Este conjunto de 

enzimas está directamente involucrado en la asimilación de la fuente de nitrógeno 

reducido hasta su aprovechamiento y transformación en proteínas mediante 

acoplamiento del metabolismo del nitrógeno y del carbono. 

 

Dos características mas permitirían establecer relaciones directas entre el 

desarrollo de callos sobre medio SH y los componentes del medio de cultivo. 

Gracias a su contenido en fosfato, dos y 1.7 veces superior respecto a los medios 

B5 y MS, existe mayor disponibilidad de este compuesto para participar en la 

biosíntesis de ácidos nucleicos y fosfolípidos así como en las reacciones de 

transferencia de energía. En lo concerniente al myo-inositol, su contenido en el 

medio SH es dos veces superior a aquel de los medios B5 y MS. Aunque se 

considera que el myo-inositol no participa en la utilización de carbohidratos como 
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fuente energética, su efecto estimulante proviene probablemente de su participación 

parcial en las rutas biosintéticas conduciendo a la formación de pectina y 

hemicelulosa, ambos componentes requeridos para la formación de la pared celular. 

De manera similar, puede jugar un rol en la asimilación y utilización de los iones. 

Gracias a la presencia de sus seis grupos hidroxilo puede reaccionar con igual 

número de grupos ácido para formar ésteres, actuando como segundo mensajero en 

el almacenamiento y transporte de las auxinas. 

 

 
Figura 9. Callogénesis in vitro de P. alliacea L. (A) Después de catorce días de cultivo en medio MS1/2 
suplementado con 20 g/L de sacarosa, 2,4-D (53,7 µM) y K (11,0 µM), brotes primarios son 
generados sobre tejido de hojas jóvenes. (B) Con el mismo tipo de explante, después de nueve 
semanas de cultivo, se observan callos friables (blanco crema, amarillo claro). (C) Después de siete 
meses de cultivo estos glóbulos esféricos se convierten en callos nodulares compactos. 
 

Los callos experimentaron una baja tasa de división celular, evento 

probablemente relacionado con el efecto citotóxico de los RC en las concentraciones 

empleadas. Esta hipótesis está soportada por los resultados observados cuando las 

células crecieron sobre cuatro variantes de medio de cultivo de amplio uso en 

investigación en cultivo de células y tejidos vegetales in vitro. 
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En razón del lento crecimiento de los callos, varias hipótesis permiten explicar 

los resultados observados. La primera de ellas está relacionada con el efecto 

antagónico entre la producción de metabolitos primarios y secundarios; en segundo 

lugar, el efecto inhibidor de alguna sustancia sobre el metabolismo primario y 

finalmente, un efecto regulatorio por parte de los RC. Al menos, estos tres 

fenómenos han sido previamente descritos en la literatura y han sido objeto de 

numerosas investigaciones, empleando numerosos modelos vegetales entre los que 

se encuentran N. tabacum, Arabidopsis thaliana, C. roseus y Morinda citrifolia. 

 

Para discernir cual de las hipótesis aquí planteadas puede interpretar mejor los 

hallazgos puestos en evidencia, dos experimentos fueron conducidos permitiendo 

modificar la composición y naturaleza de los diferentes RC. Inicialmente fueron 

evaluadas diferentes parejas de auxinas (AIA, ANA, 2,4-D y Piclorán) (53,7 µM) y 

una citocinina (6-BAP) (11,0 µM). El objeto de estudio de estas concentraciones está 

soportado por el hecho que en las concentraciones empleadas para la evaluación 

del desarrollo de callos sobre diferentes medios de cultivo, 2,4-D actúa como potente 

herbicida. 

 

En términos generales, auxinas exógenas en altas concentraciones tienen un 

efecto citotóxico sobre el desarrollo de células vegetales in vitro. Algunas de las 

auxinas de origen sintético inducen anormalidades en el crecimiento y desarrollo de 

las células in vitro e in vivo. Generalmente, la expansión y división celular en células 

vegetales tiene lugar en condiciones de bajas (<10-6 M) y medias (10-6-10-5 M) 

concentraciones de auxina y estas dos respuestas son posiblemente mediadas por 

diferentes tipos de receptores (Renaudin, 2004). 

 

Para evaluar el efecto de AIA, ANA, 2,4-D y Piclorán (53,7 µM) junto con 6-BAP 

(11,0 µM) sobre el desarrollo de callos, fueron calculados los IC para cada 

tratamiento compuesto de 5 repeticiones, cada una conteniendo 3 explantes (Figura 

10). 
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Figura 10. Efecto de diferentes reguladores de crecimiento sobre el desarrollo de callos in vitro de P. 

alliacea L. durante nueve semanas de cultivo. Las concentraciones de las auxinas y citocinina 

corresponden a 53,7 µM y 11,0 µM, respectivamente. 

 

En presencia de Piclorán, los callos se caracterizaron por su color blanco, 

apariencia friable al tacto y formación de raíces. Tal respuesta no fue apreciable 

aparentemente en los otros tratamientos, caracterizados por la ausencia de raíces y 

por la formación de callos color crema, cuya friabilidad al tacto fue inferior a aquella 

obtenida cuando fue empleado Piclorán. Las diferencias observadas tienen origen 

en la especificidad de los receptores celulares y la estructura química de los RC 

(Figura 11) (Sterling y Hall, 1997). 

 

Figura 11. Estructura de las auxinas naturales y sintéticas empleadas en este estudio. 

 

El IC mas bajo correspondió en consecuencia al tratamiento empleando AIA, 

cuya actividad biológica es débil, debido a la oxidación natural que sufre esta auxina 

como consecuencia de su fuerte labilidad química y biológica. Contrariamente a lo 

documentado, los dos RC cuya actividad está relacionada con su efecto herbicida 

(Piclorán y 2,4-D), ejercieron un efecto positivo sobre la inducción de callos y su 
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crecimiento. En lo concerniente a ANA, su efecto fue ligeramente superior a aquel 

ejercido por 2,4-D, sin embargo no se apreciaron diferencias entre las células 

creciendo sobre uno u otro medio suplementado con el respectivo RC. 

 

En adición, un análisis microscópico permitió observar algunas características 

morfológicas que sirven de evidencia ante la imposibilidad técnica para determinar el 

índice mitótico de las células in vitro de anamú (Figura 12). De manera general, las 

células vegetales son pequeñas, isodiamétricas, compuestas de paredes finas y 

vacuolas pequeñas y abundantes, características del metabolismo primario activo. 

 

 
Figura 12. Caracterización morfológica de células in vitro de P. alliacea L. durante nueve semanas de 

cultivo en medio MS conteniendo 30 g/L de sacarosa suplementado con: (A) Piclorán (53,7 µM) y 6-

BAP (11,0 µM). (B) 2,4-D (53,7 µM) y 6-BAP (11,0 µM). (C) ANA (53,7 µM) y 6-BAP (11,0 µM). (D) 

AIA (53,7 µM) y 6-BAP (11,0 µM). La barra representa 40 µm. 
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Durante el crecimiento celular, gracias a la vacuola un estado turgente en la 

célula producirá una fuerza expansiva capaz de hacer presión a la pared y de abrir 

huecos en su matriz gracias a las expansinas, permitiendo el aporte de nuevos 

materiales a la misma que serán ensamblados por distintas enzimas. Las fotografías 

de las células de callos creciendo sobre medio MS suplementado con diferentes 

tipos de auxinas y citocinina demuestran que el tamaño de la vacuola es 

significativamente superior a aquel del núcleo, incluso en células consideradas 

jóvenes, no sobrepasando 9 semanas de crecimiento sobre los medios 

suplementados con las combinaciones hormonales anteriormente descritas. 

 

2,4-D y ANA han sido particularmente identificados como agentes responsables 

de aberraciones cromosomales en células vegetales (Bayliss, 1980), hecho que 

podría estar estrechamente relacionado con la morfología observada en los células 

de anamú creciendo sobre medio suplementado con ambos RC. 

 

En segundo lugar fue conducido un experimento cuyo objetivo fue examinar un 

amplio rango de concentraciones de auxinas (ANA y 2,4-D) y citocinina (6-BAP), 

sobre la proliferación y desarrollo de callos de anamú, como sugieren Stepan y 

Sarkissian (1990), en el cual es posible observar diferentes respuestas fisiológicas 

tales como la formación de órganos o de células indiferenciadas. Dentro de las 

numerosas respuestas en las plantas inducidas por acción de las auxinas, se 

encuentra la inducción y biosíntesis de etileno, inducción de raíces, el florecimiento 

uniforme, promover la aparición y prevenir la caída prematura de frutos, así como la 

acidificación de la pared celular, organización de meristemos dando origen tejidos 

desdiferenciados (callos) u órganos definidos (generalmente raíces), promover la 

diferenciación vascular y principalmente la iniciación de la división celular, siendo 

esta última uno de los fenómenos fisiológicos mas estudiado como resultado de la 

aplicación de auxinas exógenas a células, tejidos y órganos vegetales (Gaspar et al. 

1996). 

 

Un análisis cuantitativo y descriptivo de la inducción de callos formados es 

resumido en la Tabla 2. 
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Tabla 2. Efecto del balance hormonal sobre la iniciación de callos de anamú obtenidos de hojas 

cultivados durante 3 semanas 

Tratamiento 
(mg/L) 

Porcentaje de formación 
de callos (%)a 

Apariencia 

Control – – 
6-BAP + ANAb 

0 - 0,1 66,67 Callos pequeños y blancos, apariencia friable 
0 - 1,0 100,00 Callos pequeños y blancos, apariencia friable 
0 - 10,0 80,00 Callos pequeños y blancos, apariencia friable 

0,05 - 0,1 42,85 
Pobre desarrollo de callos, callos blancos, 
apariencia friable, posterior degradación 

0,05 - 1,0 100,00 
Callos de mayor tamaño, callos blancos, apariencia 
friable 

0,05 - 10,0 44,44 
Pobre desarrollo de callos, callos blancos, 
apariencia friable, posterior degradación 

0,5 - 0,1 66,67 Callos pequeños y blancos, apariencia friable 

0,5 - 1,0 37,50 
Pobre desarrollo de callos, callos blancos, 
apariencia friable, posterior degradación 

0,5 - 10,0 50,00 
Pobre desarrollo de callos, callos blancos, 
apariencia friable, posterior degradación 

a Porcentaje de unidades experimentales con callos en un experimento con diez réplicas de tres 

explantes/frasco. 
b 25±2 °C, foto-período natural correspondiente a doce horas de luz 

– no hubo respuesta 

 

Las hormonas vegetales o RC son un grupo de compuestos orgánicos, 

endógenos, de origen natural, involucrados en diferentes procesos fisiológicos de los 

vegetales en bajas concentraciones. La regulación de la actividad de IAA (auxina 

natural) en los vegetales está no solo controlada por su síntesis sino también por su 

conjugación por medio de la función carboxilo con azúcares, mio-inositol e incluso 

aminoácidos así como posiblemente su degradación. Estos conjugados ejercen un 

control homeostático de las concentraciones hormonales, facilitando su transporte y 

protegiéndola contra la oxidación natural. La actividad de los RC, específicamente 

de las auxinas, es dependiente de su capacidad para atravesar la membrana celular, 

evento estrechamente relacionado con sus características químicas (carácter 

lipofílico, acidez). Adicional a las diferencias químicas anteriormente descritas, es 

importante destacar que en las células se encuentran diferentes proteínas de unión 

a las auxinas, localizadas en la endomembrana, membrana plasmática, núcleo entre 

otras, cuya afinidad por una u otra auxina depende del reconocimiento entre el 

receptor y el RC. La validez de estas observaciones fue demostrada mediante 

identificación por medio de inmunoafinidad, afinidad, clones de ADNc y fotoafinidad 
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en tejidos y células de maíz, tomate, calabaza, A. thaliana, entre otros (Sterling y 

Hall, 1997). 

 

4.1.3 Efecto de la concentración de azúcar sobre la inducción y desarrollo de 

callos de P. alliacea L. 

Fueron observadas diferencias estadísticas entre los niveles de sacarosa 

(t=2,77; basado sobre 56 G.L; P=0,0075). En el presente estudio, sacarosa al dos 

por ciento tuvo efecto significativamente estadístico respecto a 3% (Figura 13). 

Cuando la interacción azúcar-medio de cultivo fue evaluada, no se encontró 

evidencia de relación entre ambas variables (F=0,27; basado sobre tres y 56 G.L; 

p=0,8440). 

 

 
Figura 13. Diagrama de caja para los diferentes niveles de azúcar. La media y mediana del IC 

correspondiente a todos los medios de cultivo conteniendo 30 g/L de sacarosa es menor que aquella 

de todos los medios de cultivo conteniendo 20 g/L. En ambos casos las distribuciones de los IC 

asociados a cada medio, presentan sesgos a la derecha. 

 

Concerniente al crecimiento, los callos de anamú experimentaron mejor 

desarrollo sobre condiciones de menor demanda de azúcar en el medio de cultivo, 

resultado contrario a las observaciones halladas en la mayor parte de las 

investigaciones en otras especies. Un caso similar fue descrito por Gamborg et al. 

(1968) cuando evaluó el crecimiento de Glycine max L. var. Mandarin empleando 
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concentraciones de sacarosa entre 1 y 4% (m/v), obteniendo una respuesta 

satisfactoria empleando sacarosa a dos por ciento. 

 

La capacidad de crecer a diferentes concentraciones de azúcar puede ser 

explicada en gran parte por el estrés osmótico experimentado por las células. Los 

azúcares solubles, principalmente glucosa, fructosa y sacarosa son a menudo las 

sustancias responsables del ajuste osmótico en los tejidos bajo condiciones de 

estrés osmótico (Irigoyen et al. 1992; Premachandra et al. 1992). Un incremento en 

el nivel de azúcar en el medio conduce a un potencial de agua mas negativo 

pudiendo inhibir el crecimiento. Sin embargo, es altamente probable que el 

crecimiento de las plantas in vitro suplementadas con azúcares exógenos sea 

estimulado por el influjo de los azúcares y al mismo tiempo es inhibido por el bajo 

potencial de agua (Lipavská y Vreugdenhil, 1996). 

 

4.2 Establecimiento de suspensiones celulares de P. alliacea L. 

 

4.2.1 Cinética de crecimiento 

Previo a la determinación de la cinética de crecimiento de las suspensiones 

celulares de P. alliacea L., dos a tres gramos de callos (masa húmeda) fueron 

inoculados en medio de cultivo MS con la mitad de la concentración de todos sus 

componentes como fue descrito en la metodología. Posteriormente, los callos 

generaron suspensiones celulares libres de grandes agregados que fueron 

subcultivadas cada quince días por un período de seis meses. 

 

Las suspensiones celulares de P. alliacea L. estuvieron caracterizadas por 

ausencia inicial de la fase de latencia, sin embargo esta parece haberse manifestado 

posteriormente. De igual manera, las suspensiones celulares experimentaron una 

baja tasa de división celular durante 40 días de período de cultivo. Las células 

crecieron en medio condicionado (75% v/v de medio fresco), hecho que disminuye el 

estrés experimentado cuando son transferidas a medio de cultivo totalmente fresco y 

que se refleja en el tiempo de adaptación que toman los cultivos de células 

vegetales en cada transferencia de medio de cultivo. 
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La fase de latencia corresponde al período de adaptación al medio, en la que 

existe un aumento en la masa celular mas no hay aumento en el número de células. 

En un medio fresco, su duración dependerá del tamaño y edad del inóculo, así como 

de los cambios en la composición y concentración de los nutrientes que 

experimentan las células. Un inóculo diluido producirá la difusión al medio de cultivo 

de iones, vitaminas y cofactores que son indispensables para la actividad de muchas 

enzimas intracelulares. Si las células provenientes de un medio rico son inoculadas 

en un medio desprovisto de nutrientes, el tiempo de latencia será afectado 

conduciendo a aumentar su duración. La edad del inóculo afecta igualmente la 

duración de esta fase, debido a la acumulación de compuestos citotóxicos y la 

ausencia de nutrientes esenciales dentro de la célula durante el crecimiento anterior. 

De manera similar, cambios en la composición y concentración de nutrientes entre el 

cultivo del inóculo y el medio fresco pueden desencadenar el control y la regulación 

de la actividad enzimática dentro de las células o la diferenciación morfológica. 

 

Una fase logarítmica fue observada durante el transcurso de los primeros ocho 

días de cultivo, disminuyendo gradualmente y dando paso a la fase estacionaria que 

se extiende hasta el día 28, para reiniciar su crecimiento hasta los 40 días (Figura 

14). 
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Figura 14. Curva de crecimiento de células en suspensión de P. alliacea L. en medio MS1/2 

suplementado con 20 g/L de sacarosa, 2,4-D (53,7 µM) y K (11,0 µM). 
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Los resultados observados fueron consistentes con las observaciones 

recientemente publicadas por Castellar et al. (2011). La cinética de crecimiento de 

las suspensiones celulares de P. alliacea L. empleando Piclorán o 2,4-D como RC 

estuvieron caracterizadas por fases de latencia de 4 y 5 semanas, posteriormente, 

las células entraron en fase exponencial con un incremento en base seca de dos 

veces de la masa inicial al final de la quinta y sexta semana, respectivamente. 

Finalmente, ambas suspensiones alcanzaron la fase estacionaria al cabo de 9 

semanas de cultivo. 

 

En presencia de Piclorán (53,7 µM) y 6-BAP (11,0 µM), la inducción de callos 

de P. alliacea L. alcanzó los valores mas altos de IC, respecto al tratamiento 

empleando 2,4-D (53,7 µM) y 6-BAP (11,0 µM). Concerniente a la duración de las 

fases de latencia y exponencial, no difieren enormemente de aquellas reportadas 

recientemente. De otra parte, los investigadores observaron que Piclorán indujo 

callos mas friables y menos susceptibles a la oxidación que aquellos creciendo 

sobre medio de cultivo suplementado con 2,4-D en la misma concentración. 

 

Células en suspensión de Oriza sativa L. exhibieron un patrón de crecimiento 

similar al descrito para las suspensiones celulares de P. alliacea L. En 

concentraciones iguales de acetato y glucosa (10 mM), las células emplearon 

acetato como fuente de carbono durante la primera fase de crecimiento, mientras el 

contenido en sacarosa permaneció prácticamente inalterado durante la misma fase. 

Una vez el acetato fue consumido, el mecanismo enzimático fue activado para dar 

paso al consumo de glucosa durante la segunda fase de crecimiento. Para 

demostrarlo, Lee y Lee (1996) incubaron células de O. sativa L. preadaptadas al 

acetato, posteriormente tanto acetato como glucosa marcados con 14C permitieron 

verificar que el consumo del [14C]acetato fue significativamente superior a aquel de 

[
14C]glucosa durante la primera fase de crecimiento. Posteriormente la tasa de 

consumo de [14C]glucosa incrementó durante la segunda fase de crecimiento. 

 

Este hallazgo permitió verificar nuevamente tal repuesta en suspensiones 

celulares de D. carota L. creciendo en presencia de dos fuentes de carbono 
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diferentes (Suh y Lee, 1999). De manera similar, durante el cultivo de células de 

Cephalotaxus harringtonia para la producción de importantes alcaloides con 

actividad anticáncer, los cultivos exhibieron una respuesta semejante a las 

anteriormente descritas (Westgate et al. 1991). Raíces modificadas de Trigonella 

foenum-graecum exhibieron una evolución de la masa similar en condiciones de 

cultivo en erlenmeyer y fermentador airlift (Peraza-Luna et al. 2001). 

 

El crecimiento diáuxico fue inicialmente observado y explicado por Jacob y 

Monod hacia la media década del siglo XX cuando estudiaban el efecto inductivo de 

la lactosa sobre el operón lac, constituido por tres genes estructurales codificando la 

β-galactosidasa, β-galactósido permeasa y la β-galactósido acetilasa. Si en el medio 

existe galactosa u otro azúcar de tipo β-galactósido como única fuente de carbono, 

dicho azúcar actúa como inductor del operón uniéndose a una zona de las 

subunidades del tetrámero del represor, generando un cambio de conformación 

alostérico del represor, disminuyendo la afinidad del tetrámero hacia la secuencia del 

operador, permitiendo que la ARN polimerasa inicie la transcripción. Este fenómeno 

de crecimiento de dos fases ha sido estudiado con mayor interés en sistemas 

microbianos, permitiendo dilucidar diferentes mecanismos de represión catabólica. 

Cuando fue estudiado el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa creciendo en 

presencia de citrato y glucosa, en esas condiciones fue afectada la capacidad de 

transporte de la glucosa, así como el nivel de expresión de las enzimas de la vía 

oxidativa, la vía fosforilativa y la ruta Entner-Doudoroff (Whiting et al. 1976). 

 

En las células vegetales existen dos vías para la escisión enzimática de la 

sacarosa. En primer lugar, la ruta clásica mediante la cual la hidrólisis de la sacarosa 

produce glucosa y fructosa con transformación de energía a través del 

fraccionamiento del enlace glicosídico. Los productos de reacción pueden ser 

fosforilados por acción de la glucocinasa y fructocinasa previo a su metabolización. 

En segundo lugar, la llamada ruta alternativa, la sacarosa sintasa fracciona la 

sacarosa en fructosa y UDPglucosa, conservando la energía del enlace glicosídico 

(Ometto de Mello et al. 2001). 
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La UDPglucosa recientemente generada sirve como sustrato a la UDPglucosa 

pirofosforilasa para transformación a glucosa 1-fosfato directamente en la glicólisis. 

Esta ruta es dependiente de UDP y pirofosfato y fue inicialmente propuesta para 

operar en plantas (Huber y Akazawa, 1986). En términos de energía, la vía de la 

invertasa precisa de dos nucleótidos trifosfato para la producción de dos hexosas 

fosfato, mientras la vía de la sacarosa sintasa solo requiere uno. De otro lado, una 

etapa importante en el metabolismo de la sacarosa es la interconversión de fructosa 

6-fosfato y fructosa 1,6-bifosfato. En este caso, dos alternativas se presentan. La 

primera alternativa es irreversible y catalizada por fosfofructocinasa dependiente de 

nucleótido trifosfato (PFK) y es considerada como una reacción de conservación. La 

segunda es reversible y catalizada por una fosfofructocinasa dependiente de fosfato 

(PFP) y es descrita como una ruta adaptativa, en la cual una reacción de equilibrio 

conserva energía a través de la utilización y síntesis de pirofosfato. De esta manera 

PFP cuando está trabajando en dirección de la gluconeogénesis puede producir 

pirofosfato inorgánico (PPi) para forzar el fraccionamiento de la sacarosa por medio 

de la UDPglucosa pirofosforilasa. Sin embargo, aún permanecen incierto cómo es 

dirigida la sacarosa hacia las dos rutas que poseen las plantas. Se cree que dicha 

respuesta es dependiente de la etapa de crecimiento, función del tejido o célula o 

incluso de la especie y concentración de azúcar. 

 

Algunos factores pueden inhibir o afectar la actividad de las enzimas implicadas 

durante la transformación de la sacarosa. Tal es el caso del contenido de azúcar en 

el medio, sugiriendo una sensible regulación de estos por medio de la concentración 

de carbohidratos. La regulación de la invertasa (EC 3.2.1.26) y la sacarosa sintasa 

(EC 2.4.1.13) por acción de la concentración de sacarosa fue demostrada en maíz 

siendo relacionada con el ajuste y distribución de la fuente de carbono (Koch et al. 

1992; Xu et al. 1996). 

 

Resultados similares fueron demostrados en cultivos de células en suspensión 

de Curcuma zedoaria y Phaseolus vulgaris presentando regulación de las enzimas 

sacarosa sintasa e invertasa en condiciones de bajo contenido de azúcar (Ometto de 

Mello et al. 2001). En aquel trabajo, los autores observaron significativa actividad de 

las enzimas implicadas en la ruta alternativa, en suspensiones celulares 
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caracterizadas por bajas tasas de división celular, sugiriendo que la ruta alternativa 

es relativamente mas importante cuando la disponibilidad de sacarosa en el medio 

es un factor limitante aunque ambas vías pueden coexistir en estas condiciones. 

 

Entre los factores que ejercen un efecto determinante sobre el desarrollo de las 

células vegetales in vitro se encuentran la concentración y forma de las especies y el 

pH del medio de cultivo. 

 

El pH fue medido durante el transcurso del experimento. Inicialmente, el pH 

experimentó un descenso de 0,13 unidades durante los primeros ocho días. Este 

descenso continuó hasta alcanzar un valor de 5,24±0,05 en el vigésimo día, a partir 

del cual, el pH incrementó gradualmente hasta alcanzar un valor de 5,63±0,03 

cuarenta días después de iniciado el cultivo. Este resultado en función del tiempo, es 

característico de cultivos sin control del pH. La disminución inicial del pH a sido 

algunas veces parcialmente asociada al consumo de NH4
+, mientras un incremento 

del pH, está asociado a la asimilación de la fuente de NO3
- (Gorret et al. 2004). Este 

factor ha resultado útil para determinar etapas del desarrollo de los cultivos de 

células vegetales in vitro. Así mismo es reconocido el rol que el pH desempeña en el 

desarrollo de los cultivos de células vegetales in vitro, como sobre la excreción de 

metabolitos secundarios al medio. 

 

Como fue evocado al inicio de la discusión de resultados, el lento desarrollo de 

las células vegetales in vitro puede tener origen en el efecto citotóxico de algún 

compuesto, en razón del efecto inhibitorio sobre diferentes rutas metabólicas, 

principalmente aquella del 2-C-metil-D-eritriol-4-fosfato (MEP). Stafford et al. (1986) 

presentan 6 posibles casos en el área de cultivo de células vegetales, en los cuales 

los metabolismos primario y secundario pueden estar o no acoplados. En un primer 

análisis, establecen que para una eventual explotación biotecnológica, el crecimiento 

y la acumulación de producto deben estar estrechamente ligados. En dicho caso uno 

de los productos (producto estable) es continuamente acumulado por las células 

hasta que se produce la muerte celular, mientras otro producto (inestable) es 

acumulado y metabolizado y no llega a ser detectado en las células al final del 

proceso fermentativo. En la mayor parte de los casos reportados, el rápido 
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crecimiento celular está asociado con baja síntesis de producto, mientras en otros, 

altas tasas de síntesis de producto están asociadas con bajas tasas de crecimiento 

celular. 

 

Numerosos ejemplos de cultivos de células y tejidos vegetales in vitro 

demuestran la evidencia de la relación inversa entre el metabolismo primario 

(crecimiento) y el metabolismo secundario (acumulación de productos). La primera 

demostración de antagonismo entre el metabolismo primario y secundario, fue 

puesta en evidencia mediante adición de actinomicina D y cicloheximida en cultivos 

de Macleaya cordata. Estos dos compuestos inhibieron la síntesis de proteínas y el 

crecimiento de los cultivos, sin embargo, los dos agentes exógenos ejercieron un 

efecto estimulante sobre la producción de los isoquinolalcaloides (Roberts, 1998). 

 

Mizukami et al. (1977) encontraron que en callos de Lithospermum 

erythrorhizon, la adición de sulfato de estreptomicina inhibió la síntesis de proteínas 

y estimuló la síntesis de derivados de siconina. Un resultado similar fue observado 

cuando fueron añadidos dos precursores de fosmidomicina en concentraciones de 

10 a 125 µM en cultivos de C. roseus. El crecimiento de las células fue reprimido en 

la fase exponencial, sin embargo la producción de alcaloides fue incrementada en 

cerca de 38% (Mincheva et al. 2005). 

 

De manera similar, lovastatina ha sido empleada para demostrar su efecto 

inhibitorio sobre la actividad de 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa, 

enzima responsable de la formación de la síntesis de novo de ácido mevalónico 

(AM), compuesto necesario para la biosíntesis de numerosos derivados del AM, 

requeridos para el crecimiento de las células vegetales. El efecto inhibitorio de la 

lovastatina fue demostrado en células de Nicotiana tabacum BY-2 (Crowell y Salaz 

1992) y suspensiones celulares de Cinchona “Robusta” (Han et al. 2002). El 

crecimiento celular cesó en ambos casos y el nivel de isoprenoides y citocininas 

redujo significativamente. 

 

Recientemente, El-Tahchy et al. (2011) demostraron experimentalmente el 

efecto citotóxico del precursor 4’-O-metil-d3-norbeladina sobre el crecimiento de 
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bulbos de L.  æstivum L. La tasa de crecimiento de los bulbos disminuyó respecto al 

control posterior adición del precursor de los alcaloides, sin embargo promovió la 

acumulación de licorina y galantamina, paralela a la biosíntesis de N-

dimetilnarvedina, dimetilgalantamina, N-formilgalantamina y crinina, alcaloides cuya 

presencia no fue detectada en el control. 

 

Las anteriores observaciones sugieren que los sistemas metabólicos 

responsables de la biosíntesis de ciertos compuestos específicos deben estar 

presentes en la célula al momento de aplicar los inhibidores de la síntesis de ARN y 

proteínas y que es principalmente la interrelación y concentración de nutrientes que 

determinan el crecimiento o producción de metabolitos secundarios. 

 

Un gran número de casos han sido reportados en los que el efecto de los 

nutrientes afecta el crecimiento de las células vegetales, favoreciendo la síntesis y 

acumulación de metabolitos secundarios. Aunque los mecanismos de regulación 

permanecen desconocidos, las evidencias aluden que niveles reducidos de algunos 

componentes del medio de cultivo, ejercen control sobre la actividad de ciertas 

enzimas, hidrolizando compuestos intermedios en la síntesis de aminoácidos e 

incrementando la síntesis de metabolitos secundarios. 

 

Así mismo, los resultados ponen en evidencia que las rutas metabólicas están 

presentes pero no son funcionales y que un sistema de “apagado-encendido” de 

genes es el responsable de esta operación. Dos posibilidades surgen entonces; en 

primer lugar las rutas biosintéticas están presentes pero no operan hasta ser 

activadas por una enzima clave o en segundo lugar la ruta biosintética para un 

compuesto específico no existe y solo es producido cuando las condiciones para su 

síntesis son favorables. Los experimentos conducidos por Hahlbrock et al. (1974) 

permitieron demostrar que en suspensiones celulares de Glycine max la actividad de 

la fenilalanina amonio liasa (PAL) incrementó concomitantemente con el consumo de 

nitrato, sugiriendo que este hecho representaba una evidencia del sistema de 

“apagado-encendido” en el metabolismo de compuestos libres de nitrógeno, tales 

como los polifenoles. 
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Un claro ejemplo de esta hipótesis es soportado por el hecho que suspensiones 

celulares de Morinda citrifolia produjeron grandes cantidades de antraquinonas 

cuando ellas fueron cultivadas en medio B5 conteniendo ANA. Sin embargo, cuando 

las células fueron transferidas a medio conteniendo 2,4-D la producción de 

antraquinonas estuvo ausente. Al parecer, en presencia de ANA una especie de 

programa de producción de antraquinonas es activada. La tasa de división celular 

permanece baja, así como la actividad metabólica. Las mismas evidencias son 

observadas en presencia de auxinas como el AIA y el ácido p-cloro fenilacético. En 

presencia de auxinas del tipo 2,4-D y semejantes (como el ácido p-cloro 

fenoxiacético) la producción de antraquinonas estuvo ausente, sin embargo las 

suspensiones se caracterizaron por altas tasas de crecimiento celular y alta actividad 

metabólica (Zenk et al. 1975; van der Plas et al. 1995; Hagendoorn et al. 1994; 

1997). 

 

Esta observación fue puesta en evidencia en células en suspensión de Datura 

inoxia, D. stramonium, D. clorantha, Hyoscyamus niger, Atropa belladona, Solanum 

dulcamara y S. nigrum. Este fenómeno fue observado cuando callos creciendo sobre 

medio sólido suplementado con alta concentración de auxina (10-5 M 2,4-D) fueron 

transferidos al mismo medio conteniendo baja concentración de auxina (10-6 M 2,4-

D). El contenido en alcaloides disminuyó dramáticamente con concomitante 

incremento en el contenido de clorofila, la tasa de crecimiento y la friabilidad 

(Lindsey y Yeoman, 1983). 

 

Siah y Doran (1991) observaron que suspensiones celulares de P. somniferum 

produjeron altas concentraciones de morfina y codeína (2,5 y 3 mg/g de masa seca, 

respectivamente) sin el desarrollo de organogénesis. En este caso, el aumento en la 

producción de los dos alcaloides estuvo correlacionado con un pobre crecimiento de 

las células en suspensión. La relación inversa entre crecimiento y biosíntesis de 

alcaloides había sido ya puesta en evidencia por Kamo et al. (1982) empleando P. 

somniferum como modelo de estudio. 

 

En cultivos de callos de C. roseus el efecto del suministro de citocininas 

exógenas sobre el aumento en la cantidad de ajmalicina y serpentina fue 
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demostrado. Callos creciendo en medio de cultivo suplementado con 2,4-D como 

única fuente exógena de RC produjeron alrededor de 50 µg de serpentina/g de 

materia seca y no hubo producción de ajmalicina. La supresión de 2,4-D del medio 

de cultivo indujo una disminución de la tasa de crecimiento pero promovió la síntesis 

de ajmalicina e incrementó cinco veces el contenido de serpentina. Posteriormente 

fue investigado el efecto de adición de citocininas exógenas sobre la producción y 

acumulación de alcaloides. La adición de zeatina o zeatina ribósido en concentración 

de 5 µM al medio desprovisto de 2,4-D, ejerció un efecto ligeramente antagónico 

sobre la inhibición del crecimiento causada por la remoción de 2,4-D y un incremento 

de ocho a diez veces en el contenido de ajmalicina. A la concentración mas alta de 

citocinina (20 µM) no hubo un aumento significativo en la producción de ambos 

alcaloides (Mérillon et al. 1992; Décendit et al. 1992; Garnier et al. 1996). 

 

Aunque los mecanismos de regulación no han sido completamente 

establecidos, los resultados presentados en este trabajo indican que niveles 

reducidos de nitrato no limitaron la síntesis y acumulación de metabolitos 

secundarios. Esta afirmación está soportada por la literatura, sugiriendo que la 

limitación en el suministro de un(os) componente(s) esencial(es), la división celular y 

la síntesis de proteínas son afectadas y esto conduce a un incremento en la 

disponibilidad de precursores (p.e. fenilalanina) para la actividad del metabolismo 

secundario (síntesis de metabolitos secundarios). El efecto demostrado por la 

limitación de nutrientes puede ser un aspecto de un fenómeno general en el cual el 

metabolismo primario y secundario pueden ser considerados antagonistas. Las 

evidencias demuestran que afectando la tasa de división celular mediante el uso de 

diferentes RC, inhibidores de la síntesis de proteínas o incluso por inmovilización de 

células, el metabolismo secundario es en consecuencia inversamente favorecido. 

 

Los resultados de este trabajo son consistentes con las observaciones 

realizadas por Chandler y Dodds (1983), quienes encontraron que bajas 

concentraciones exógenas de fósforo o nitrógeno en callos de Solanum laciniatum 

incrementaron la producción de compuestos fenólicos y solasodina, un alcaloide de 

origen esteroidal. De manera similar, Ramawat y Arya (1979) observaron que los 

cultivos de Ephedra gerardiana y Lithosphermum erythrorhizon sintetizaron la 
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naftoquinona siconina y el alcaloide efedrina, cuando el contenido en nitrógeno en el 

medio fue consumido y la síntesis de proteínas fue reducida. 

 

Por otra parte, Miyasaka et al. (1987) observaron que el efecto de omitir 

algunos componentes del medio de cultivo (sales y vitaminas), suprimieron 

significantemente el crecimiento de células de Salvia miltiorrhiza sin embargo la 

producción de dos diterpenos fue incrementada respecto al control (medio MS 

conteniendo todos los componentes). 

 

Las evidencias documentadas permiten afirmar que la limitación de nutrientes 

en los medios de cultivo empleados para el establecimiento de callos y células en 

suspensión de P. alliacea L. favorecieron la producción de una amplia gama de 

metabolitos secundarios en detrimento de la división celular. Un análisis comparativo 

de la concentración de las especies presentes en el medio de cultivo (Tabla 3) 

muestra que aunque la proporción de NO3
-:NH4

+ permanece inalterada en las dos 

formulaciones, el contenido total de nitrógeno disponible se reduce a la mitad de la 

concentración inicial, condición que ejerce un efecto represor sobre la tasa de 

división celular. 

 

Tabla 3. Composición de nitrógeno en diferentes medios de cultivo (Murashige y Skoog, 1962) 

Nitrógeno 
Medio 

NO3
- (mM) NH4

+ (mM) Relación NO3
-/NH4

+ Nitrógeno total (mM) 

MS 39,40 20,61 1,910 60,01 
MS1/2 19,70 10,30 1,910 30,00 

 

La concentración de fósforo también determina el crecimiento de los cultivos de 

células vegetales in vitro por estar estrechamente ligado al metabolismo primario. La 

limitación de fósforo en microorganismos ha sido documentada como exitosa para 

inducir la formación de productos del metabolismo secundario. La materia seca, 

asimilación de fósforo, concentración de fósforo en el tejido y contenido de clorofila, 

incrementaron 39,75; 264,70; 131,52 y 21,33% cuando células de D. carota 

crecieron sobre un medio cuatro veces mas rico en fósforo, respecto a un medio con 

limitación de este componente. De manera similar, la cantidad de CO2 fijado por la 

enzima RuBisCO y transformado a compuestos dirigidos a formar parte del 
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metabolismo primario incrementó 58% en el mismo experimento (Neumann et al. 

2009). 

 

Cultivos in vitro de Capsicum frutescens, Morinda citrifolia, Chrysanthemum 

cinerariaefolium, C. roseus, N. tabacum, Peganum harmala, Beta vulgaris, D. 

purpurea, Chenopodium rubrum y Phytolacca americana ha servido como 

herramienta de estudio para demostrar que a bajas concentraciones de nitrógeno y 

fósforo en el medio de cultivo, la producción de metabolitos secundarios puede ser 

favorecida, en menoscabo del metabolismo primario (Rao y Ravishankar, 2002). 

 

4.2.2 Efecto de la elicitación sobre la producción de DBTS y otros metabolitos 

secundarios en suspensiones celulares de P. alliacea L. 

La identificación de DBTS en las muestras fue realizada sobre la base del 

tiempo de retención y el espectro de absorción en el UV comparado con aquel del 

estándar (Figura 15). Bajo las condiciones experimentales descritas en la 

metodología, el tiempo de retención de DBTS fue 2,878 minutos (pico A). Solo los 

extractos etanólicos intracelulares fueron analizados mediante HPLC (células con o 

sin adición de agente elicitor). La acumulación de DBTS fue analizada en las células, 

en dos períodos, cuatro y catorce días después de inocular las suspensiones con 

ambos agentes elicitores en las concentraciones anteriormente mencionadas. 

 

Figura 15. Perfil cromatográfico HPLC/DAD a 254 nm. Columna LiChrospher Silica-60 (5 µm, 250 x 

4,6 mm d.i.). Fase móvil hexano:isopropanol (93:7 v/v). Flujo 1mL/min. Estándar de dibencil trisulfuro 

en concentración de 10 µg/mL. 

 

Los parámetros asociados a la curva de regresión fueron obtenidos mediante 

análisis de regresión lineal de los datos área frente a concentración de DBTS, 

utilizando dos repeticiones por cada concentración empleada para la curva de 
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calibración (Tabla 4). Las concentraciones equivalente a los límites teóricos de 

detección y cuantificación (LOD y LOQ, calculados como tres y diez veces la 

desviación estándar de la curva de calibración YXS /  dividido entre la pendiente, 

respectivamente) bajo las condiciones experimentales de estudio fueron 0,40 y 1,33 

µg/mL de DBTS en hexano. 

 

Tabla 4. Parámetros asociados a la curva de calibración de dibencil trisulfuro 

Parámetros Valores 
Rango de linealidad verificado (µg/mL) 0,5 – 20,0 
Intercepto 16,83 ± 4,21 
Pendiente 51,93 ± 0,36 
Índice de Correlación 0,9996 
Desviación estándar de la regresión 6,92 

 

El análisis HPLC del extracto etanólico de la planta (libre de clorofilas y otros 

pigmentos) reveló la presencia de diferentes picos (Figura 16A) correspondientes 

probablemente a compuestos de tipo aromático (fenilpropanoides simples, 

cumarinas, lignanos, flavonoides), que absorben en la misma longitud de onda de 

máxima absorción para compuestos formados por núcleos aromáticos. La principal 

evidencia que reivindica esta afirmación es el hecho que las cumarinas exhiben un 

espectro de absorción UV con tres bandas bien definidas: la primera de ellas 

aparece en el UV cercano entre 300 y 335 nm; los otros dos picos presentan sus 

máximos a longitudes de onda menores que 300 nm (245-295 nm y 210-220 nm). 

Estas absorciones se atribuyen al sistema π conjugado de las moléculas y 

específicamente a la transición π-π*, cuya absorción precisa depende de los rasgos 

estructurales de cada compuesto (Correa, 1994). 

 

De manera semejante, los flavonoides exhiben un patrón bien definido de 

espectros de absorción presentando dos máximos de absorción en los rangos 240-

285 nm y 300-550 nm. En dihidroflavonas, dihidroflavonoles e isoflavonas, el 

máximo de absorción entre 300-550 nm es menos intenso que aquel exhibido entre 

240-285 nm. Las chalconas presentan absorción de baja intensidad entre 230-270 

nm y una banda de absorción que va de 340 a 390 nm. A pesar de estar bien 

caracterizadas las familias de flavonoides, sin embargo se presentan variaciones en 
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los valores máximos de absorción, como consecuencia del modelo de hidroxilación y 

del grado de sustitución de los grupos hidroxilos (Marston y Hostettman, 2006). 

 

Algunas de estas diferencias son remarcables, tal es el caso de los cambios en 

la sustitución del anillo A, siendo reflejados en la banda de absorción entre 240-285 

nm, mientras modificaciones en los anillos B y C son por lo general aparentes en la 

banda cubriendo los 300-550 nm. Otra característica de interés particular la 

constituye el efecto supresor del efecto del grupo hidroxilo fenólico en el espectro UV 

como consecuencia de la acetilación. 

 

En el mismo cromatograma se puede observar la presencia de dos compuestos 

mayoritarios B y D eluyendo justamente después de DBTS. Un quinto compuesto (E) 

eluye diez minutos después de iniciar el análisis, presentando una fuerte retención 

sobre la fase estacionaria. Aunque no fue posible de obtener información espectral 

sobre los compuestos presentes en los extractos analizados por HPLC, el análisis de 

los resultados de la marcha fitoquímica permite establecer algunas hipótesis sobre la 

naturaleza de estos compuestos, sin embargo, su completa identificación no pudo 

ser establecida (Tabla 5). 

 

Tabla 5. Análisis de metabolitos secundarios en los extractos etanólico y diclorometánico de hojas, 

callos y células en suspensión de P. alliacea L. 

Extracto etanólico Extracto diclorometánico 
Células 

elicitadas 
Células 

elicitadas 
Metabolitos 
secundarios Hojas Callos 

MeJA AS 
Hojas Callos 

MeJA AS 
Alcaloides + - - - + - N.R. N.R. 
Cumarinas + - - + N.R. - N.R. N.R. 
Flavonoides + + - - N.R. - N.R. N.R. 
Saponinas - - - - N.R. N.R. N.R. N.R. 
Esteroides N.R. N.R. - - + - N.R. N.R. 
Taninos + + - - N.R. - N.R. N.R. 
+ = presencia; - = ausencia; N.R. = no realizado 

 

La prueba de Shinoda reveló la presencia de compuestos conteniendo el 

núcleo benzopirona. En presencia de láminas de magnesio y ácido clorhídrico, el 

extracto etanólico de callos y hojas tornó a amarillo claro, resultado que permite 

inferir la presencia de flavonas y/o flavonoles. El único compuesto de esta familia de 

flavonoides corresponde a miricitrina, un flavonol glicósido aislado de las hojas de 
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anamú. Sin embargo y a pesar de esta evidencia, las pruebas parecen demostrar 

que los picos presentes en el cromatograma no corresponden a este flavonoide. En 

fase normal, el orden de elución de los diferentes compuestos presentes en un 

extracto depende de la polaridad de las moléculas, de manera que los compuestos 

apolares o menos polares serán débilmente retenidos sobre la fase estacionaria y en 

consecuencia serán los primeros en eluir. 

 

En el caso particular de los flavonoides, solo sus agliconas apolares o 

débilmente polares podrán ser analizadas empleando una fase estacionaria polar. Al 

igual que los flavonoides, la complejidad estructural de las sustituciones presentes 

en el núcleo de la cumarina estructuralmente mas simple incrementa la posibilidad 

de establecer interacciones hidrofílicas, en consecuencia, aumentando los tiempos 

de retención. Con algunas pocas excepciones, de la cual la cumarina misma, todas 

las cumarinas presentan sustitución en C-7 por un grupo hidroxilo, evidencia que 

soporta los hechos experimentales observados. 

 

Dos bandas correspondientes a cumarinas, exhibiendo Rf diferente a aquel del 

estándar empleado (Rf 0,74) fueron desarrolladas empleando una mezcla de 

tolueno: éter de petróleo (1:1) y posteriormente observadas a 365 nm, previa adición 

del agente cromogénico específico para la detección de cumarinas. 

 

Concerniente al extracto de las células en suspensión sin adición de agente 

elicitor (control) analizado en el cuarto día de la inoculación de ambos agentes 

elicitores en diferentes concentraciones, fue posible observar la presencia de nuevos 

picos (Figura 16B). La resolución de separación de los compuestos A y B así como 

C y D fue insuficiente, permitiendo suponer que por sus características químicas se 

trata de compuestos estructuralmente cercanos. Tal parece ser el caso de DBTS, 

cuya presencia pudo estar acompañada de otros derivados de azufre (Webster et al. 

2008). Sin embargo, DBTS eluyó sin alcanzar total separación de un compuesto mas 

apolar que el DBTS. 
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Figura 16. Perfil cromatográfico HPLC/DAD a 254 nm. Columna LiChrospher® Si 60 (5 µm, 250 x 4,6 

mm d.i.). Fase móvil hexano:isopropanol (93:7 v/v). Flujo 1mL/min. (A) Extracto etanólico de hojas de 

P. alliacea L. (B) Extracto etanólico de células en suspensión de P. alliacea L. sin adición de agentes 

elicitores (control). (C) Extracto etanólico de células en suspensión de P. alliacea L. elicitadas con 

ácido salicílico en concentración de 100 mg/L. (D) Extracto etanólico de células en suspensión de P. 

alliacea L. elicitadas con metil jasmonato en concentración de 100 mg/L. 

 

Este resultado pone particularmente en evidencia la hipótesis relacionada con 

el efecto antagónico entre el metabolismo primario y secundario en células vegetales 

in vitro. La concentración de DBTS en el control, analizada en el cuarto día después 

de la elicitación, permite demostrar que en efecto, la división celular y la síntesis de 

metabolitos primarios pudieron estar limitadas por el suministro de nutrientes, 
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conduciendo a una limitada disponibilidad de precursores (aminoácidos y 

carbohidratos), en consecuencia, favoreciendo la biosíntesis de metabolitos 

secundarios. 

 

Para probar la pertinencia de esta hipótesis, un estudio demostró que un 

precursor de los alcaloides de tropano (ornitina radiomarcada) fue incorporado 

rápidamente en suspensiones celulares de Datura inoxia creciendo rápidamente, 

mientras en la fase estacionaria el precursor fue preferiblemente integrado en la 

biosíntesis de alcaloides. En una segunda investigación, 14C-Phe fue suministrado a 

células de Capsicum frutescens Mill. cv. annuum libres e inmovilizadas, 

posteriormente fueron halladas proporciones relativamente altas de capsaícina 

marcada respecto a la cantidad de proteínas acumuladas en cultivos caracterizados 

por su lento desarrollo (Lindsey y Yeoman, 1984; Lindsey, 1985). 

 

De manera semejante, Phillips y Henshaw (1977) estudiaron el efecto de 

incorporar L-[14C]-3-fenilalanina sobre la regulación de la biosíntesis de compuestos 

fenólicos en cultivos celulares de Acer pseudoplatanus L. En efecto, la fenilalanina 

es un precursor común para la biosíntesis de proteínas y de compuestos fenólicos. 

Sus resultados sirvieron de evidencia para demostrar que al cabo de quince horas 

de incubación del precursor marcado, la totalidad de este estuvo distribuida en la 

fracción proteica. Posteriormente, un incremento en la proporción de la 

radioactividad fue detectada en la fracción fenólica, mientras el contenido de la 

fracción proteica marcada radiactivamente disminuyó. Estos resultados sirvieron 

para demostrar la relación inversa entre biosíntesis de proteínas y compuestos 

fenólicos. La evidencia indica que existe una competencia entre dos vías 

metabólicas para un precursor común. De hecho, mas de la mitad de la fenilalanina 

marcada, fue incorporada en la fracción fenólica durante el período de acumulación 

de compuestos fenólicos. 

 

Los resultados de los análisis fitoquímicos del extracto etanólico de las células 

analizadas cuatro días después de la elicitación con MeJA y AS demostraron la 

inducción de respuestas diferentes en el patrón de fitoalexinas biosintetizadas como 
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consecuencia del estímulo exógeno inducido por ambas moléculas implicadas en la 

señalización e inducción de la expresión diferencial de genes. 

 

Dos bandas correspondientes a cumarinas (Rf 0,30 y 0,88), desarrolladas 

empleando la misma fase móvil para cumarinas descrita en la metodología, 

estuvieron presentes en los extractos etanólicos de las células elicitadas con AS en 

todas las concentraciones ensayadas. Estas dos cumarinas pudieron corresponder a 

aquellas anteriormente detectadas en el extracto etanólico de las hojas de anamú, 

sin embargo, no existe evidencia que se trate de las mismas, puesto que sus Rf no 

fueron medidos. El análisis del extracto diclorometánico de las células tratadas con 

AS en el cuarto día de la elicitación, revelaron la presencia de un compuesto de 

naturaleza desconocida (Rf 0,63); empleando una mezcla compuesta de tolueno: 

acetato de etilo (86:14). 

 

Caso contrario fue observado en el extracto etanólico de las células elicitadas 

con MeJA en las mismas concentraciones ensayadas. Al parecer, no hubo inducción 

de otros compuestos detectados mediante los análisis fitoquímicos para las 

diferentes familias de metabolitos secundarios analizados. Es posible igualmente 

que los límites de detección de cada técnica analítica (HPLC y CCM) sean los 

responsables de las diferencias observadas en el extracto etanólico de las células 

elicitadas con AS. 

 

Las diferencias en los patrones de metabolitos biosintetizados luego de la 

inoculación de MeJA y AS en el medio de cultivo es mejor explicada por los 

diferentes factores de transcripción que se unen a las moléculas de señal (MeJA y 

AS) regulando la biosíntesis de diferentes familias de metabolitos secundarios. 

Ambos elicitores inducen o reprimen una compleja red de genes asociados a 

funciones tales como estrés oxidativo, síntesis de fitoalexinas, entre otros. La 

principal evidencia de estas afirmaciones está soportada por los resultados 

obtenidos por Schenk et al. (2006), quienes examinaron el cambio en el patrón de 

expresión de 2 375 genes en Arabidopsis thaliana después de tratamiento con 

MeJA, AS y etileno. Algunos de los genes cuya función putativa está estrechamente 

relacionada con el sistema de defensa de la planta fueron inducidos 
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significativamente por acción de una molécula señal y no inducidos 

significativamente por las otras. 

 

Algunos ejemplos de estas diferencias incluyen la flavonol sintasa, una proteína 

receptora de la cinasa, distintas proteínas de unión al ARN, catalasas, isoflavona 

reductasa y proteínas capaces de ligar cobre. Aunque ambos elicitores inducen los 

genes codificando algunas enzimas del metabolismo de los fenilpropanoides (PAL, 

cinamato-4-hidroxilasa, cinamil alcohol deshidrogenasa, cinamoil-CoA reductasa, 

chalcona sintasa, chalcona-flavanona isomerasa, flavanona 3-hidroxilasa, 

dihidroflavonal 4-reductasa, isoflavona reductasa y leucoantocianidina reductasa), en 

ciertos casos, algunos genes son inducidos y reprimidos significativamente por 

acción de por AS y MeJA, respectivamente (chalcona sintasa, geranilgeranil 

reductasa, ribulosa bifosfato carboxilasa, una proteína de transferencia de lípidos y 

una ribonucleoproteína de 29 kDa, entre otras) (Salzman et al. 2005). 

 

Estas diferencias en la expresión de genes están determinadas por los 

elementos de regulación (cis-acting DNA) localizados en la proximidad del gen y los 

factores trans-acting DNA que interactúan con ellos. De manera general, estos 

elementos cis-acting están concentrados en una región promotora relativamente 

pequeña de un centenar de nucleótidos corriente arriba del sitio inicial de 

transcripción, aunque este es solo un ejemplo de las secuencias regulatorias 

localizadas a una distancia de algunos miles de nucleótidos del gen que ellos 

controlan. 

 

Otro aspecto interesante que debe ser destacado es la presencia de un pico de 

débil intensidad, con tiempo de retención de 10,5 min (Figura 16B-D). Este pico 

estuvo ausente en el extracto etanólico de la planta (Figura 16A) mas no así en los 

cromatogramas de los extractos de las células con o sin adición de agentes 

elicitores. De otro lado, la presencia de un pico precede la elución del DBTS subsiste 

en el extracto etanólico de las células con y sin adición de agentes elicitores, 

variando únicamente su intensidad. 
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En relación a la presencia de otros picos hasta ahora no identificados, los 

resultados confirman aquello que otros investigadores han descrito concerniente a la 

presencia de compuestos que no han sido encontrados en la planta in vivo y que son 

sintetizados en cultivos celulares. Algunos ejemplos representativos de este 

fenómeno lo constituyen los alcaloides y antraquinonas de Chinchona ledgeriana y 

C. pubescens. 

 

Otro caso corresponde a los alcaloides de tropano desconocidos en la planta, 

fueron aislados de cultivos de raíces en suspensión. De manera general, este evento 

está mas o menos extendido en especies de la familia Solanaceae. Por ejemplo, los 

alcaloides de tipo cantin-6-ona en Ailanthus altissima son acumulados en 

suspensiones celulares en concentraciones superiores que aquellas encontradas en 

la planta in vivo (Roberts, 1998). 

 

Al cabo de cuatro días del evento de elicitación, los cultivos celulares 

produjeron uniformemente DBTS en presencia de ambos agentes elicitores y su 

acumulación fue dependiente de la dosis, alcanzando los máximos valores en la 

concentración mas alta de AS y MeJA (Figura 17). 

 

 
Figura 17. Contenido de dibencil trisulfuro en células en suspensión de P. alliacea L. cuatro días 

después de la inoculación de ácido salicílico y metil jasmonato en diferentes concentraciones. Los 

datos representan las medias ± desviación estándar (n = 3). 
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Las diferencias estadísticas fueron analizadas mediante comparación de 

medias empleando un modelo lineal mixto siendo los factores: agentes elicitores y 

concentración de los mismos. Debido a la naturaleza de los datos fue necesario 

determinar una estructura de correlación apropiada entre las respuestas, 

comparando el Criterio de Información de Akaike (AIC) para un modelo basado en 

una estructura de simetría compuesta con el de un modelo basado en una estructura 

auto-regresiva de orden uno. Comparación Post hoc de las medias fue realizada 

empleando la prueba de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (LSD) y estas 

diferencias estadísticas fueron determinadas empleando el estadístico t de Student 

usando la aproximación de Satterthwaite. 

 

Un modelo lineal mixto basado sobre una estructura de correlación auto-

regresiva de orden uno, ajusta mejor los datos que un modelo mixto basado sobre 

una estructura de correlación de simetría compuesta, puesto que su AIC es mas 

pequeño que el AIC para el modelo de simetría compuesta (62,3 frente 64,2, 

respectivamente). La interacción entre los elicitores y los niveles de concentración 

no fue estadísticamente significativa (F=41,14, basado sobre dos y uno G.L, 

P=0,1096). Las diferencias entre la concentración de DBTS fueron aún mas 

evidentes cuando la concentración de elicitores empleada fue 1 000 mg/L. El modelo 

estadístico empleado permitió demostrar la existencia de diferencias estadísticas 

entre los elicitores (principal efecto de los elicitores promediado sobre todos los 

niveles de concentración, con F=117,05, basado sobre uno y dos G.L, P=0,02). 

Finalmente, también fue observado que no existió diferencia estadística entre los 

niveles de concentración (promediado sobre los grupos, con F=75,56, basado sobre 

uno y dos G.L, P=0,0811). 

 

Aunque aparentemente no se observa un efecto elicitor del AS y MeJA (10 

mg/L) respecto al control, esta observación puede derivar del efecto del error 

sistemático inducido por una interferencia en la predicción (errónea) de la 

concentración del analito. Esta variabilidad fue observada similarmente en el 

contenido de DBTS en los extractos etanólicos de las células en suspensión en la 

concentración mas alta de ambos agentes elicitores (1 000 mg/L). 
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Estos resultados pueden ser explicados en parte a causa de la posible 

interferencia de otros compuestos presentes en los extractos analizados. Esta 

interferencia es denominada “efecto matriz” y consiste en una disminución o 

aumento de la respuesta instrumental del analito debido a la presencia de otros 

componentes como fue observado en los cromatogramas de las extractos etanólicos 

de las células en presencia o ausencia de agentes elicitores (Figura 16B-D). 

 

El contenido de DBTS en diferentes órganos de la planta así como en cultivos 

de células vegetales in vitro es resumido en la Tabla 6. 

 

Tabla 6. Contenido de dibencil trisulfuro en planta, callos y células en suspensión de P. alliacea L. 

Células in vitro Planta 
Callos Células en suspensión 

Referencia 

0,0875%a   Sousa et al. 1990 
5,6%b   Neves et al. 2011 
9,4%b   Ayedoun et al. 1998 

0,005%c   Johnson et al. 1997 
 0,0055 y 0,16%d  Webster et al. 2008 

0,0002%e  
0,017 – 0,051%f 
0,024 – 0,029%g 

0,025%h 
Este estudio 

aReferido al rendimiento 
bReferido al porcentaje en base húmeda en la muestra analizada (raíz) 
cReferido al rendimiento en base húmeda 
dReferido al rendimiento (callos rizogénico/embriogénico y embriones somáticos, respectivamente) 
eReferido al rendimiento en base seca 
fReferido al rendimiento en base seca (células elicitadas con ácido salicílico en concentración de 10 – 

1 000 mg/L) 
gReferido al rendimiento en base seca (células elicitadas con metil jasmonato en concentración de 10 

– 1 000 mg/L) 
hReferido al rendimiento en células sin adición de agente elicitor (control) 

 

Los extractos etanólico y diclorometánico de las células en suspensión de P. 

alliacea L. con y sin adición de agentes elicitores fueron analizados dieciséis días 

después del evento de elicitación. Los resultados del análisis fitoquímico así como 

análisis HPLC para DBTS demostraron que los metabolitos secundarios fueron 

degradados o eventualmente excretados al medio de cultivo. 
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La síntesis de fitoalexinas en cultivos de células vegetales está relacionada con 

una gran alteración del metabolismo. Recientemente se ha determinado que la 

elicitación está estrechamente ligada a un incremento en las reacciones de 

transmetilación, uno de los mecanismos que las células vegetales ponen en marcha 

como mecanismo de protección para evitar su auto-intoxicación como consecuencia 

de la acumulación de fitoalexinas. 

 

Para disminuir la reactividad de estas moléculas con los diferentes 

constituyentes celulares, las células vegetales activan las glucosil-transferasas, 

enzimas responsables de catalizar la transferencia de un monosacárido hacia una 

molécula aceptora, posteriormente el metabolito “inactivado” es almacenado en la 

vacuola bajo forma de glucósido totalmente inofensivo (Kreis y Müller-Uri, 2010). 

Esta estrategia de defensa se constituye en una respuesta rápida y local a una 

lesión de tipo mecánica. En el momento de daño físico, la célula es 

descompartimentada, los glicósidos son accesibles a las β-glicosidasas, 

convirtiéndolos en geninas libres y tóxicas. Así, en Psoralea cinerea la totalidad de 

furanocumarinas está glicosilada mientras en Ruta graveolens, solo una tercera 

parte lo está (Zobel y Brown, 1990). 

 

Edwards (1994) puso en marcha un experimento para demostrar los diferentes 

eventos que acompañan el mecanismo de elicitación en células vegetales. 

Suspensiones celulares de Medicago sativa fueron marcadas con 3H-metil-

metionina, posteriormente elicitadas y analizadas. Un incremento en el nivel de 

productos metilados fue la respuesta característica en los experimentos, sugiriendo 

que la metilación fue importante en la síntesis y degradación de fitoalexinas. 

 

Generalmente, las fitoalexinas sintetizadas por las células en suspensión son 

rápidamente catabolizadas. Este fenómeno parece ser particularmente acentuado en 

suspensiones celulares acumulando en el medio de cultivo una porción del 

contenido total de fitoalexinas, debido probablemente a la acción de enzimas 

extracelulares, por ejemplo, las peroxidasas (Almagro et al. 2009). La síntesis de 

novo y la excreción al medio de cultivo de peroxidasas fue demostrada en cultivos 
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de N. tabacum así como la inducción de isoenzimas de peroxidasas en cultivos de 

Ricinus communis tratados con elicitores (Whitehead y Threlfall 1992). 

 

Ash (1973) resumió las diferentes reacciones de degradación de los derivados 

de azufre. Los derivados (alifáticos o aromáticos) de azufre experimentan reacciones 

de oxidación y reducción. La oxidación de los diacilsulfuros ocurre en presencia de 

peróxido formando como producto principal una sulfona. Así mismo, una amplia 

variedad de agentes reductores es capaz de convertir derivados de azufre en sulfuro 

de hidrógeno y tioles. El enlace azufre-azufre puede ser escindido homolítica u 

heterolíticamente. La escisión homolítica de derivados aromáticos de azufre (por 

ejemplo, DBTS) puede ser inducida fotoquímicamente para producir di y 

tetrasulfuros. La escisión heterolítica del enlace azufre-azufre en los trisulfuros 

puede ocurrir en presencia de agentes electrófilos. En cuanto a los agentes 

electrófilos, la degradación de los derivados de azufre ocurre rápidamente. Esto 

puede ser debido a la polarizabilidad del átomo azufre el cual puede acomodar la 

carga negativa de los iones mercapturo o hidrodisulfuro, haciendo que estos iones 

sean buenos grupos salientes en tales reacciones. 

 

Algunos trisulfuros son desulfurizados a los disulfuros correspondientes y 

sulfuro de hidrógeno en condiciones alcalinas. Sin embargo, los agentes de 

desulfurización mas generales son los compuestos trivalentes de fósforo. Estos 

actúan selectivamente gracias a su capacidad para experimentar una expansión de 

fósforo trivalente a pentavalente. La alta energía de enlace por la cual está formada 

la unión entre el fósforo y el azufre suministra la energía necesaria para las 

reacciones de desulfurización. 

 

Bajo las condiciones experimentales en las cuales crecieron las células 

vegetales de P. alliacea L. es razonable pensar que DBTS fue degradado como 

consecuencia de la escisión homolítica inducida por la luz o como consecuencia de 

la activación de sistemas de desintoxicación (enzimas) que degradaron el 

compuesto. 
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4.2.3 Viabilidad celular de las suspensiones celulares de P. alliacea L. 

La citometría de flujo fue empleada en este trabajo para examinar el efecto de 

los elicitores bióticos sobre la viabilidad celular, como fue descrito en la metodología. 

En términos generales, los cultivos se caracterizaron por altos porcentajes de células 

viables. 

 

La viabilidad celular de los cultivos al inicio y doce días fue comparada 

mediante la prueba t de Student y no fue observada diferencia estadística entre los 

porcentajes de células viables (t=0,43; G.L=8; P=0,6780). Antes de implementar esta 

prueba fue necesario comparar las varianzas de las poblaciones y esto se hizo 

mediante la prueba de Levene, la cual no mostró diferencia entre las varianzas 

(F=4,35; basada sobre dos y tres G.L, P=0,1838). 

 

La comparación de los porcentajes de células viables elicitadas se realizó 

mediante un ANOVA teniendo en cuenta varios factores: los elicitores (AS y MeJA), 

sus tiempos de incubación (cuatro y dieciséis días) y sus correspondientes 

concentraciones (10, 100 y 1 000 mg/L). Para seleccionar un modelo estadístico que 

explicara de manera razonable la respuesta del sistema (viabilidad celular) respecto 

a la elicitación, se implementó un procedimiento de selección backward basado en el 

máximo valor P. Usando este modelo, no fue observada diferencia estadística entre 

los períodos a analizar (P=0,2544). Sin embargo, se encontró interacción 

significativa entre los elicitores y los niveles de concentración (P<0,001) así como los 

efectos de los niveles de concentración (P<0,001). Para explorar estas diferencias, 

se implementó la prueba de Bonferroni. De acuerdo a la evidencia contenida en los 

resultados, existió una diferencia estadística entre MeJA y AS (intervalo de confianza 

para la diferencia de medias (15,616-26,549)) y entre el control y AS (intervalo de 

confianza para la diferencia de medias (12,433-27,896)). Cuatro días después de la 

inoculación de AS en concentración de 100 y 1 000 mg/L, se observó efecto 

significativo sobre la viabilidad celular de las suspensiones. A períodos de 

exposición mas prolongados (dieciséis días después de la inoculación de ambos 

agentes elicitores), la viabilidad celular no experimentó cambios significativos, siendo 

independiente del tratamiento y las concentraciones de elicitor (Figura 18). 
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Figura 18. Efecto de los agentes elicitores sobre la viabilidad celular de suspensiones celulares de P. 

alliacea L. en diferentes tiempos de incubación: (A) 10 mg/L. (B) 100 mg/L. (C) 1 000 mg/L de ácido 

salicílico (AS) y metil jasmonato (MeJA). Las barras representan porcentaje de células viables ± 

desviación estándar (n = 3). 
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Estos resultados coinciden con lo descrito en la literatura respecto a los 

eventos fisiológicos que sufren los cultivos in vitro de células vegetales después de 

la acción de una molécula señalizadora de los mecanismos de defensa, como 

respuesta al ataque de patógenos o agentes externos, induciendo posteriormente la 

biosíntesis de metabolitos secundarios, acompañada de un drástico cambio en el pH 

y afectando la viabilidad celular (Castro-Concha et al. 2006). 

 

La viabilidad celular de los cultivos elicitados con AS en concentración de 100 

mg/L disminuyó ligeramente al cabo de dieciséis días de cultivo y continuó hasta el 

día 28. Los cultivos celulares experimentaron una dramática pérdida de viabilidad 

celular a la concentración mas alta de AS en el medio de cultivo, aunque no se 

apreciaron significantes cambios estructurales del núcleo y nucleolo (vacuolización 

del núcleo) respecto a la concentración mas baja de AS o de MeJA. 

 

Como consecuencia de la elicitación con AS en concentración de 10 a 1 000 

mg/L, la producción de biomasa alcanzó valores de 96,76; 91,04 y 56,31% del valor 

de la biomasa del control en los primeros cuatro días del evento de elicitación. 

Dieciséis días después de la inoculación de los agentes elicitores, su efecto sobre la 

producción de biomasa fue semejante a aquel observado en los primeros cuatro 

días, excepto en la concentración mas baja. Caso contrario fue observado en las 

suspensiones celulares elicitadas con MeJA. Su efecto sobre la producción de 

biomasa en ambos períodos fue insignificante (respecto al control). 

 

Aunque las células vegetales tienen la capacidad de regular su pH interno, el 

efecto del pH externo sobre el desarrollo celular incide particularmente en la 

alteración de la disponibilidad de nutrientes para la célula, al mismo tiempo que 

puede ocurrir un aumento en la permeabilidad de la membrana y en el caso de 

cultivo prolongado inducir la muerte celular. El efecto citotóxico del AS en células 

vegetales está bien determinado y su participación ampliamente demostrada en 

diferentes fenómenos tales como interferencia en el transporte de iones a través de 

la membrana, colapso del potencial electroquímico transmembranal de la 

mitocondria y el gradiente de protones dependientes de ATP del tonoplasto de los 
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cuerpos vesiculares. Su efecto inhibitorio sobre la asimilación y absorción de fosfato 

y potasio es dependiente de la concentración y pH del ácido (Raskin, 1992). 

 

4.2.4 Morfología celular de las suspensiones celulares de P. alliacea L. 

La morfología celular fue monitoreada durante todas las fases de desarrollo de 

las suspensiones con el objetivo de evidenciar posibles cambios en la morfología de 

las células, asociados al estrés hidrodinámico como consecuencia de los esfuerzos 

que experimentan durante la agitación. La morfología de las suspensiones celulares 

de anamú estuvo caracterizada por ausencia de grandes agregados celulares y 

presencia de células de gran tamaño y diferentes formas definidas, predominando la 

morfología cilíndrica durante todo el período de cultivo de las suspensiones (Figura 

19). 

 

La presencia de agregados celulares está 

relacionada generalmente con la excreción de 

material intracelular (azúcares) como 

consecuencia de la lisis celular o cuando las 

células están en fase reproductiva y no logran 

separarse completamente (Meijer et al. 1993). 

Los resultados experimentales en suspensiones 

celulares de anamú son consistentes con lo 

reportado en la literatura. 

 
Figura 19. Células  de P. alliacea L. en 

suspensión. La barra representa 40 µm. 
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5. Conclusiones 

 

 

Unas conclusiones generales y perspectivas se generan de este estudio: 

 

 

� El crecimiento celular de callos y suspensiones se caracterizó por su lento 

desarrollo alcanzando un índice de crecimiento igual a la unidad al cabo de 40 días 

en el caso de las suspensiones celulares 

� Con el objetivo de aumentar la biosíntesis de DBTS en los cultivos in vitro de 

anamú, este trabajo estuvo dirigido a estudiar las diferentes condiciones favorables 

para la inducción del metabolismo secundario mediante el uso de dos agentes 

elicitores responsables de la síntesis de numerosas fitoalexinas en cultivos de 

células vegetales in vitro. Los resultados demostraron que la elicitación con AS 

ejerció un efecto favorable sobre la diversidad de fitoalexinas producidas respecto a 

los cultivos elicitados con MeJA en las mismas concentraciones 

� La adición de dos agentes elicitores responsables de la biosíntesis de una 

amplia gama de metabolitos secundarios tuvo un efecto notorio sobre la viabilidad 

celular respecto al control 

� La acumulación de metabolitos secundarios representa un potencial efecto 

adverso para el desarrollo de las células vegetales in vitro afectando su crecimiento. 

Este problema puede ser resuelto fusionando los genes responsables de la síntesis 

de productos a un promotor de fácil estimulación. Esta estrategia no sólo permite 

incrementar los niveles de producción sino también, la separación de las fases de 

crecimiento y producción (Chin y Pederson, 1992) 

� Para la optimización de un sistema de producción, será oportuno iniciar 

estudios complementarios dirigidos a explorar el efecto de diferentes factores sobre 

la producción de DBTS y otras fitoalexinas, así como los mecanismos que regulan el 

crecimiento de callos y suspensiones in vitro. Una alternativa en este sentido sería la 

evaluación de la concentración de DBTS presente en callos en función de la 

concentración y especie de diferentes reguladores de crecimiento 

� Aprovechar el auge de la metabolómica para estudiar la biosíntesis de los 

derivados de azufre en P. alliacea L. empleando cultivos de células vegetales in vitro 



Evaluación de los contenidos metabólicos en cultivos de células de Petiveria alliacea L. 82 

 

o mediante la preparación de fracciones microsomales incubadas en presencia de 

un precursor de la síntesis de los derivados de azufre (por ejemplo, L-[13C]-1-

cisteína) 

� Desarrollar un método de análisis que permita mejorar la separación de los 

picos de pobre resolución de los diferentes metabolitos secundarios biosintetizados 

por las células en suspensión. A falta de estándares para identificar los compuestos 

producidos en callos y suspensiones, técnicas instrumentales con base en la 

espectrometría de masa permitirían identificar tentativamente los picos presentes en 

los cromatogramas gracias a la comparación con bases de datos existentes y datos 

de la literatura 

� Establecer un patrón detallado del metabolismo secundario en las primeras 

horas del evento de elicitación, así como un análisis de la estabilidad de los 

productos desde el momento de inicio de callos hasta suspensiones celulares 
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Anexos 

 
 
Anexo I. Marcha fitoquímica de las hojas, callos y células en suspensión de anamú 

 

 

60 g de hojas, 1g de callos y 
entre 25-43 mg de células 
previamente secadas a 35 ºC 
en estufa con aire circulante, 
fueron empleadas para el 
análisis fitoquímico. 
 
El material fue posteriormente 
pulverizado, seguido por 
extracción con etanol (96%) 
durante 48 h y posterior 
filtración 

Residuo (descartar) 

Filtrado (tomar volúmenes 
equivalentes a la masa 
del material vegetal seco) 

Residuo I (20 ml) 
Evaporar solvente 
Análisis de Alcaloides 

Residuo II (20 ml) 
Evaporar solvente 
Análisis de Esteroides, Flavonoides, 
Saponinas y Taninos 

Residuo III (20 ml) 
Concentrar el 50% del volumen 
Análisis de Cumarinas 
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Anexo II. Análisis preliminar de alcaloides 
 
 

 

Residuo I (extraer con 20 
ml de HCl 5% a 60 ºC, 
filtrar en frío) 

Residuo (descartar) 

Filtrado A (transferir 0,5 
ml a 4 tubos de ensayo) 
y añadir gotas de los 
reactivos A, B, C y D 

Alcaloides (-) 

Alcaloides (+) 
Ajustar a pH 8 con NaOH 20% 
Extraer 2 veces con 15 ml de CH2Cl2 

Fase orgánica 
(evaporar el CH2Cl2 
y extraer el residuo 
con 3 ml de HCl 5%, 
filtrar en frío 

Fase acuosa 
(extraer con 15 
ml de CH2Cl2-
EtOH (3:2) 

Filtrado B (transferir a 
4 tubos de ensayo y 
añadir gotas de los 
reactivos A, B, C y D) 

Prueba (+/-) 

Fase acuosa I 
(evaporar el 
solvente, adicionar 
HCl 20%, filtrar) 

Fase orgánica 
(evaporar el 
solvente, extraer 
con 5 ml de HCl 
5%, filtrar) 

Filtrado D (adicionar 
los reactivos A, B, C 
y D) 

Filtrado C (adicionar 
los reactivos A, B, C 
y D) 

Positivo (alcalinizar con 
NaHCO3 y extraer 2 veces con 
15 ml de CH2Cl2) 
 
Fase orgánica (añadir los 
reactivos A, B, C y D después 
de evaporar el solvente, pasar 
a medio ácido). Alcaloides 
fenólicos 
 
Fase acuosa (añadir los 
reactivos A, B, C y D en medio 
ácido). Alcaloides de amonio 
cuaternario 
 
A. Reactivo de Dragendorff 
B. Reactivo de Mayer 
C. Reactivo de Valser 
D. Reactivo de Reineckato de 
amonio 

Prueba (+/-) 

Prueba (+/-) 
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Anexo III. Análisis preliminar de esteroides y/o triterpenos libres, flavonoides, taninos y saponinas 
 
 

 

Residuo II (extraer dos 
veces con 20 ml de éter de 
petróleo, filtrar) 

Residuo (descartar) 

Filtrado E (concentrar la 
muestra y analizar) 

Esteroides y/o triterpenos 

Residuo 
Extraer con 10 ml de EtOH-H20 (1:7) 
a 60 ºC 
Filtrar 

Solución F 

Taninos y 
Saponinas 

Flavonoides 
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Anexo IV. Análisis preliminar de taninos y saponinas 
 
 

 
 

1 ml de solución F 
Añadir 5 ó 6 gotas  
de FeCl3 al 4% 

Negativo 
Prueba de espuma y 
hemólisis con la solución F 

Positivo (a 1 ml de solución 
F, añadir 0,4 g de MgO, 
agitar durante 10 min. sobre 
baño María hirviendo, 
extraer con 2,5 ml de etanol 
hirviendo y filtrar 

Residuo (complejo MgO-tanino) 

Solución G (extracto  
etanólico-acuoso destanizado) 
Concentrar 

Prueba de hemólisis 
con solución G 

Positiva 

Negativa 
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