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RESUMEN

Lupinus exaltatus y Lupinus elegans son especies nativas de México, y en el estado de Jalisco
se localiza en zonas abiertas en bosques de pino-encino. Se caracterizan por contener
alcaloides que actian contra microorganismos, mamiferos, insectos. Se establecieron
cultivos de callo para determinar la presencia de alcaloides en sus extractos. Se evaluaron las
auxinas acido naftalenacético, acido 2,4-diclorofenoxiacético y picloram y la citocinina
cinetina usando el medio de cultivo Murashige y Skoog. La induccidon de callo se realiz6 con
explantes de tallo de plantulas de cultivo in vitro de 36 d de edad. Para L. exaltatus los
tratamientos con picloram (5.37 pM) y cinetina (0.54 uM 0 10.74 pM) mostraron los mayores
porcentajes de induccidn (100 %), mientras que en L. elegans el mayor porcentaje (68.75 %)
ocurrio con 2,4-diclorofenoxiacético (16.11 uM) y cinetina (16.11 uM); ademas, mostraron
callos friables, los cuales puede ser usados para el establecimiento de cultivos de células en
suspension. Los extractos de cultivos de callo, plantulas de los cultivos in vitro y planta
silvestre, de ambas especies, fueron comparados mediante cromatografia en capa fina,
observandose solo presencia de alcaloides en los extractos de la planta silvestre y en plantulas
de cultivo in vitro. En los callos del mejor tratamiento de L. exaltatus (5.37 uM picloram y
0.54 UM cinetina) y de L. elegans (16.11 uM 2,4-diclorofenoxiacético y 16.11 UM cinetina)
se cuantificaron los alcaloides totales, encontrandose concentraciones de 0.48 y 0.34 mg
EATr g biomasa, respectivamente. Con el analisis por cromatografia de gases se determind
la presencia de algunos alcaloides como lupanina, isolupanina, hidroxilupanina, pero en

concentraciones trazas.
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ABSTRACT

Lupinus exaltatus and Lupinus elegans are native species of Mexico, and in the state of
Jalisco it is distributed in pine-oak forests areas. Alkaloids are characterized by acting against
microorganisms, mammalian, insect. Callus cultures were established to determine the
presence of alkaloids in their extracts. The naphthaleneacetic acid, 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid and picloram auxins and the kinetin cytokinin were evaluated
using Murashige and Skoog culture medium. Callus induction was established using stem
explants from seedlings in vitro culture of 36-days-old. The highest percentage of induction
in L. exaltatus (100 %) was with picloram (5.37 uM) and kinetin (0.54 uM or 10.74 uM),
while in L. elegans the highest percentage (68.75 %) occurred with 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (16.11 pM) and kinetin (16.11 uM). In addition, these callus
showed friable callus, which can be used for the establishment of cell suspension cultures.
Callus, in vitro seedlings and wild plant extracts of both species were compared by thin layer
chromatography. Only wild plant and in vitro seedlings extracts showed the presence of
alkaloids. In the calluses of the best treatment of L. exaltatus (5.37 uM picloram and 0.54
uM kinetin) and L. elegans (16.11 uM 2,4-dichlorophenoxyacetic acid and 16.11 uM kinetin)
total alkaloids were quantified, and concentrations of 0.48 and 0.34 mg EATT g-1 biomass,
were found, respectively. With the analysis by gas chromatography the presence of some
alkaloids (traces concentrations) like lupanina, isolupanina, hydroxylupanine, was

determined.



1. INTRODUCCION

El género Lupinus pertenece a la familia Fabaceae; comprende un grupo amplio de especies
y es considerado uno de los mas complejos desde el punto de vista taxonémico. La mayoria
de las especies crecen en Ameérica, desde Alaska hasta Argentina y s6lo doce especies crecen
en las tierras altas de Africa y la region del Mediterraneo. En México, se cuenta con
aproximadamente 111, las cuales se distribuyen desde Baja California a Chiapas a lo largo
de las cadenas montafosas, con un mayor centro de diversidad en el eje Neovolcanico. Las
especies L. exaltatus y L. elegans son nativas de México y en el estado de Jalisco crecen de
forma abundante y se localizan en zonas abiertas en bosques de pino encino, no obstante, son
especies muy poco estudiadas. Los Lupinus no toxicos se usan comunmente como fuente
alimenticia para el ganado (Zamora et al. 2013). Segun, la FAO (1983), menciona que se
utilizan en la nutricion humana, aprovechando sus altos contenidos de proteina y aceite y, en
menor medida, como abono verde, contribuyendo a mejorar la estructura del suelo e
incrementar los contenidos de materia organica, nitrogeno y fdsforo. Las especies
comunmente son invasoras de terrenos perturbados y desempefian un papel activo en el ciclo
del nitrégeno (Dunn, 2005). Las especies del género Lupinus se caracterizan por contener
alta cantidad de metabolitos secundarios, principalmente alcaloides quinolizidinicos
(lupanina, esparteina y lupinina), que, por su alta toxicidad disminuyen su valor alimenticio
y representan un obstaculo para su aprovechamiento (Wink, 1992). Una funcién importante
que se le ha atribuido a estos metabolitos secundarios es la defensa contra microorganismos,
animales, insectos, pero existen pocos trabajos para buscar alternativas de aprovechar los
recursos de manera sustentable y obtener metabolitos secundarios de interés agricola
(biocidas) o medicinal. En este sentido, la biotecnologia vegetal, en especifico el cultivo de
tejidos vegetales es actualmente una de las herramientas potenciales para obtener compuestos
de interés econdmico. Por ejemplo, se han desarrollan protocolos de propagacion in vitro de
especies con gran potencial horticola, aromatico, medicinal, fruticola, ornamental y forestal.
Por otra parte, los cultivos de callos y de células en suspensidn, es una de las técnicas actuales
como una fuente alternativa para producir metabolitos secundarios, tales como saponinas,
taninos, terpenos y alcaloides de gran interés (Verpoorte et al. 2002). Por lo que el objetivo
del trabajo fue establecer cultivos de callo en diferentes explantes de L. exaltatus y L. elegans

determinar la presencia de alcaloides en los extractos.



2. ANTECEDENTES
2.1. Historia general de Lupinus

El origen remoto del nombre botanico de este género (Lupinus), se desconoce. Aunque parece
ser que es una derivacion de la palabra latina “Lupus” que significa lobo, probablemente
porque esta planta se daba en terrenos dificiles y salvajes teniendo asi por comparieros a los
lobos (Gladstones, 1974). Sin embargo, el nombre griego de Lupinus fue “Thermos”,
presumiblemente por el sabor amargo-caliente de las semillas, en donde al parecer todos los
nombres esparcidos en el area del mediterrdneo se generan de este vocablo, por ejemplo,
“Termis” en Egipto, “Turmus” en Arabia, “Altramuz” en Espafia y “Turmusa” en Siria y

Palestina.

2.2. Descripcién boténica y morfoldgica

Los integrantes del género Lupinus (figura 1), son plantas herbaceas o arbustivas, anuales o
perennes; con tallos solitarios, cespitosos o abundantemente ramificados de 0.5 a 3.0 m de
altura; hojas alternas, estipuladas, palmadamente compuestas, rara vez simples, de 4 a 12
foliolos; flores en racimos terminales pedunculados que normalmente sobresalen del follaje,
racimos de 0.3 a 0.5 m o mas largos; bracteas florales caducas o persistentes, usualmente
deciduas en antesis de largo variable, flores con pedicelos de 2 a 12 mm de largo; bractéolas
comUnmente presentes; céliz fuertemente bilabiado, labios enteros o dentados, el superior
bifido, el inferior tridentado; corolas zigomorfas, generalmente azules o azul-moradas con
una mancha blanca a amarilla en el centro del estandarte por encima del angulo producido
por su mitad exterior que es refleja, ocasionalmente las flores son rosadas, rojas, blancas o
amarillas; corolas glabras, excepto en la quilla; quilla glabra o ciliada a lo largo de los bordes
superiores, margen superior casi recto, &ngulo del margen inferior de 80 a 120; 10 estambres,
monadelfos, anteras dimorficas, alternando las mas largas con las mas cortas; fruto
dehiscente mas o menos compreso lateralmente, con diversos tipos de pubescencia; dvulos
de 4 a 12; semillas de tamafio y color variable, generalmente semejando el color del suelo
del area en que viven (Rzedowski y Calderon, 1979).



Figura 1. Planta silvestre de Lupinus exaltatus. Fotografia de Nufiez-Gavica KM.

2.3. Clasificacién taxon6mica

De acuerdo a Takhtajan (1987), el género Lupinus se clasifica de la siguiente manera:
Division: Magnoliophyta (Angiospermae)
Clase: Magnoliopsida (Dicotyledone)
Subclase: Rosidae
Superorden: Fabanae
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Papilionoideae
Tribu: Genistea

Género: Lupinus



2.4. Distribucion geografica

Un gran namero de especies de lupinos se ubican en la costa y en las regiones montafiosas
del oeste de Norteamérica, desde Alaska hasta la frontera mexicana; en México, en las
regiones superiores a los 1500 msnm. En Centro y Sudameérica, se distribuye en las tierras
altas de los Andes en Per( y regiones vecinas; en Brasil, Uruguay y Argentina. Algunas
especies se encuentran en el este y sureste de las costas en Estados Unidos, asi como en la
region del Mediterraneo, incluyendo; Grecia, Turquia, Espafia y Portugal (figura 2). También
existen en las tierras montafiosas tropicales de Africa (Gladstones, 1974; Mc Vaugh, 1987;
Putnam, 1991).

Figura 2. Distribucion geografica de Lupinus en el mundo. Fuente:

http://www.discoverlife.org.

2.5. Importancia del género Lupinus

El género Lupinus es considerado una de las leguminosas de mayor potencial para la
alimentacion animal y humana, debido a su alto valor proteico (30-50 %), acidos grasos
benéficos y fibra, de hecho, algunos lupinos son comparados con la soya por estas
caracteristicas (Gladstones, 1980; Ledn, et al, 2001; Vance, 2001). Por lo contrario, los
lupinos se sintetizan y almacenan como sustancias antinutricionales o toxicas (Muzquiz et
al. 1993). En particular, alcaloides quinolizidinicos como la esparteina, lupinina, acido

lupinico y lupanina, son toxicos y confieren a la planta un sabor amargo. Aunque estos
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pueden almacenarse en todos los 6rganos de la planta, las semillas son las principales
almacenadoras de alcaloides (Wink et al.1995). Por esta razén, desde los afios 30, se han
obtenido variedades sin alcaloides de interés agronomico y alimenticio. Gracias a su
capacidad de desarrollarse en suelos pobres e incluso acidos, climas frios y por su capacidad
de fijar nitrégeno, estas especies se usan en sistemas de produccién agricola, especialmente
en la rotacion con cereales, y como abono verde en zonas de baja productividad agricola. Asi
mismo tiene efecto positivo en la fertilidad del suelo, y son capaces de resistir estrés
provocado por nitratos, salinidad, herbicidas, sequias, acidez, etc. (De Felipe, 2007) Los
lupinos tienen la habilidad para solubilizar y absorber fosforo y otros elementos del suelo
gracias a su sistema radicular, debido a que presenta raices pivotantes y profundas, existiendo
grandes diferencias entre las distintas especies en lo que respecta a la longitud del mismo.
Poseen raices proteoides, que les ayudan a extender su sistema radicular, por lo que son mas
eficientes en la absorcion de nutrientes, siendo fundamental para los lupinos, ya que son una
de las pocas leguminosas que no forman micorrizas, por lo que la planta puede cambiar su
microambiente, modificar el pH de la rizosfera, Estas caracteristicas hace que estas especies
tengan potencial para la recuperacion de suelos erosionados, y a la vez, desarrollen
condiciones favorables para los organismos del suelo, ademéas, mejoran las propiedades
fisicas y quimicas del mismo (Bahmanyar y Ranjbar, 2008; Falkengren y Schottelndreier,
2004; Garden y Parbery, 1983)

2.6. Los Lupinus en México

En México existe una gran diversidad de especies, de hecho, es uno de los paises con mayor
biodiversidad en el mundo, alberga un gran nimero de animales y plantas. El género Lupinus
no es la excepcidn, en nuestro pais, existen aproximadamente 100 especies de Lupinus
distribuidas en 26 estados (Mc Vaugh, 1987) (figura 3).



Figura 3. Distribucion geografica del género Lupinus en Meéxico. Fuente:

http://www.discoverlife.org.

En Jalisco existen alrededor de 15 especies de Lupinus, en su mayoria en la Sierra Madre
Occidental y Sierra Volcéanica Transversal (figura 4); se han reportado en los municipios de
Tapalpa y Chiquilistlan (Sierra del Halo), Mezquitic (San Juan Peyotan y San Andrés
Cohamiata), Tequila (Volcan de Tequila), Mascota (Cerro del Molcajete y Lago de
Juanacatlan), Autlan (Sierra de Manantlan), San Martin de Bolafios (San Miguel de la Sierra),
Mazamitla (Sierra del Tigre), Cuquio (Cerca del Rio Aguacaliente), Jocotepec (Sierra de
Tecuan), Tonila (Volcan de Fuego), Talpa (cumbre del Cerro Tejamanil y Sierra de la
Campana), Ciudad Guzman, Ojuelos Lagos de Moreno, Yahualica, Atemajac de Brizuela,

Venustiano Carranza, (La Primavera) Tala.(Mc Vaugh, 1987).



Figura 4. Distribucion del género Lupinus en el estado de Jalisco, de acuerdo con

colectas realizadas. Fuente: Mc Vaugh, 1987.

En relacién con L. exaltatus Zucc. (figura 5a) se localiza en zonas abiertas en bosques de
pino-encino, y ésta, es la especie mas abundante en Jalisco; comdnmente se encuentra
como maleza en zonas perturbadas o cultivadas, asi como al borde de los caminos, en las
montafas de la Sierra VVolcanica Transversal, entre los 1,800-2,000 msnm. Su época de
floracion es en agosto y enero (Mc Vaugh, 1987). Respecto a L. elegans Kunth (figura
5b) es una especie endémica de México generalmente colectada en bosques de pino
opino-encino, y se encuentra ampliamente distribuida en los estados de Guerrero, Jalisco,

Michoacan, Morelos y Zacatecas (Dunn, 2005).

Figura 5. Distribucion geografica de Lupinus exaltatus Zucc. (a) y Lupinus elegans

Kunth (b) en México. Fuente: http://www.discoverlife.org.



2.7. Metabolitos secundarios en plantas

Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular (Sepulveda et al. 2003).
Son compuestos que produce las plantas los cuales no tienen un funcion reconocida o directa
en el proceso de la fotosintesis, respiracion, transporte de solutos, sintesis de proteinas,
asimilacién de nutrientes, diferenciacion o formacion de carbohidratos, proteinas y lipidos
(Taiz y Zeiger, 2006). En la figura 6 se presenta la clasificacion de los metabolitos

secundarios de acuerdo a Kuklinski (2000).

;- ~

Terpenos

Metabolitos
; secundarios

— . / \\‘_7 - 7/\/_ -

Compuestos

fenolicos Alcaloides

Figura 6. Clasificacion de los metabolitos secundarios.

2.7.1. Alcaloides

Los alcaloides son sustancias organicas nitrogenadas con caracter basico y mayoritariamente
de origen vegetal. Tienen una estructura generalmente compleja y ejercen acciones

fisioldgicas diversas incluso a dosis bajas (Kuklinski, 2000) (figura 7).

La distribucion de los alcaloides es muy amplia, en el reino animal se han encontrado en

diferentes grupos de artropodos (Coleoptera, Myriapoda, Arachnida e Hymenoptera),



vertebrados (Amphibia, Dendrobatide) y animales marinos de los grupos Bryozoa y
Ascidians (Roberts y Wink, 1998). También se encuentran en hongos, algas y vegetales
inferiores. Sin embargo, la principal fuente de alcaloides son las plantas superiores; de hecho,
las dicotileddneas son el grupo de plantas donde mas alcaloides se han encontrado, seguido

por las monocotiledéneas (Dominguez, 1973).

| Alcaloides
L o E—
R R R S
Nitrégeno no Nitrégeno
heterociclicos heterociclicos
|
— RN Y [ — | e 1
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RN L . fenilalanina de o X
feniletilamina ornitina y lisina s triptéfano diversos
triptéfano
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Con anillo de _‘ Alcaloides Alcaloides con Alcaloides con _1 ncleo de
tropolona tropanicos nucleo de indol nucleo de indol imidazol
Alcaloides con Alcaloides con Alcaloides con .
. . . . Alcaloides
nucleo de pirrol y nucleo de nucleo de . .
A ! R X diterpénicos
pirrolidina aporfina quinoleina
Alca!0|des con Alcaloides
nucleo de s
S, esteroidicos
pirrolizidina
Alcaloides con
—‘ nucleode piridina —1 Bases xanticas
y piperidina
Alcaloides de la
—1 quinolizidina

Figura 7. Clasificacion de los alcaloides de acuerdo a Kuklinski (2000).

2.7.1.1.  Alcaloides quinolizidinicos y distribucién

Los alcaloides quinolizidinicos (AQ) son derivados de la quinolizidina (figura 8) en
complejidad variable, aungue en su mayoria son biciclicos o tetraciclicos (2 6 4 anillos de
nitrégeno), aparecen como aminas terciarias y como N-Oxidos ( Muzquiz et al.1982; Ruiz,
1997).

Se distinguen de otros alcaloides, por la presencia de por lo menos, un sistema de anillo
quinolizidinico (Kinghorn y Balandrin, 1984; Salatino y Gottlieb, 1980; Wink, 1993).



Los alcaloides quinolizidinicos se encuentran especialmente en las leguminosas (Fabaceae),
principalmente en las tribus Genisteae (Lupinus), Sophoreae, Dalbergieae, Euchresteae,
Thermopsidae, Bossiaeae, Brongniartieae, Podalyrieae, Liparieae y Crotalarieae (Kinghorn
y Balandrin, 1984). Sin embargo, sélo Fabaceae posee los genes necesarios para la

biosintesis, transporte y almacenamiento de alcaloides quinolizidinicos (Wink, 1993).

N

Figura 8. Estructura de la quinolizidina. Fuente: Muzquiz et al. 1982; Ruiz, 1997.

2.7.1.2.  Alcaloides quinolizidinicos en Lupinus

El contenido de alcaloides es el principal factor limitante para utilizar de forma directa el
follaje o semillas de los lupinos en la alimentacion animal, de igual manera, influyen en la
alimentacion humana. Son considerados productos terminales del metabolismo del
nitrégeno, se asocian a la proteccion vegetal contra depredadores, también se cree que
intervienen en el crecimiento vegetal. Se distribuyen en toda la planta, en ocasiones aparecen
solamente en alguna etapa de crecimiento, época del afio o condiciones fisioldgicas
especificas (Dominguez, 1973; Jansen, 1981). Actualmente se han reportado mas de 100
alcaloides del tipo quinolizidinico presentes en las especies silvestres del género Lupinus
(figura 9). Sin embargo, existe variacion inter especie en el contenido y proporcion de
algunos de ellos (Muzquiz et al., 1982; Ruiz, 1997). Los AQ constituyen una defensa quimica
de los Lupinus contra sus depredadores (insectos y mamiferos herbivoros) e individualmente
muestran propiedades toxicoldgicas y farmacoldgicas importantes como neurotdxicos,
antipiréticos, antiinflamatorios, depresores del sistema nervioso central y anti-arritmico
cardiaco, entre otros (Schmeller et al. 1994). Desde el punto de vista toxicolégico los
compuestos mas importantes son la lupanina, esparteina, isolupanina, angustifolina, lupinina
y 13-hidroxilupanina (Mohamed et al., 1991; Priddis, 1983).
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Lupanina

Lupinina Esparteina

Figura 9. Estructura quimica de algunos alcaloides quinolizidinicos comunes en Lupinus.
Fuente: Mohamed et al., 1991; Priddis, 1983.

Existe diversos estudios con diferentes especies de Lupinus en donde se han determinado y

cuantificado la presencia de alcaloides quinolizidinicos (cuadro 1).

Cuadro 1. Metabolitos secundarios obtenidos mediante tejidos de plantas de diferentes

especies de Lupinus.

Especie

Trabajo

Autores

L. exaltatus
L. rotundiflorus

L. montanus
L. albus

L. angustifolius

L. campestris

L. leucophyllus

L. mexicanus

Porcentaje total de alcaloides en

L. exaltatus 1.93 +£0.023,

L. rotundiflorus 2.42 £ 0.061 y

L. montanus 1.84 + 0.064.

Se realizaron estudios de variacion alcaloides
durante la germinacion en diferentes especies
de Lupinus.

L. albus 2.36 %

L. angustifolius 1.51 %

L. campestris 2.45 %.

Tres de los principales alcaloides 5,6-
deshidrolupanina, lupanina, y anagrina

La lupanina y 3B-hidroxilupanina fueron los
principales alcaloides en el extracto (21.2 y

2.6mggl).

Bernal et al. 2005

De Cortes et al. 2005

Lee et al. 2007

Zamora et al. 2008
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2.7.1.3. Método de extraccion de alcaloides

El método de extraccion a utilizar depende de la composicion quimica de la semilla. La
extraccion de alcaloides esta generalmente basada en un hecho que normalmente ocurre
dentro de la planta como sales y en su basicidad, en otras palabras, en la solubilidad
diferencial de las bases y sales en agua y solventes organicos.

2.8. Cultivo de tejidos de plantas

El cultivo de tejidos consiste en aislar una porcién de cualquier parte de la planta (explante)
y proporcionarle artificialmente las condiciones fisicas y quimicas apropiadas para que las
células expresen su potencial intrinseco o inducido, por ello, es necesario adoptar
procedimientos de asepsia para mantener los cultivos libres de contaminacion microbiana.
(cuadro 2).

Cuadro 2. Metabolitos secundarios obtenidos mediante cultivo de tejidos de plantas de

diferentes especies.

Especie Explante Trabajo Referencia
Lupinus Se  han realizado Realizaron tratamiento Sator, 1985
Polyphyllus, pruebas para regenerar con2mgBAYy2mgIlAA
L. hartwegii plantas de diferentes y con 2 mg BAy 0,2 mg
L. angustifolius  especies de lupinos IAA L™
L. luteus. usando hojas, peciolo

foliar e hipocotilo de

plantulas in vitro.
L. angustifolius  Regeneracion de las Fue necesario utilizar Sroga, 1987
L. polyphyllus plantas se logro a partir 0,54 pM de acido-

de los cultivos de callos

via organogénica.

naftalenoacético (ANA) y
4,40 uM de 6-
bencilaminopurina (BA),

para la induccion de
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Lupinus

mutabilis

Phaseolus

R. hybrida cv.
Carefree Beauty

Aconitum

violaceum Jacq.

Inducciéon de callo de
plantulas in vitro (hoja,

tallo).

La tasa de crecimiento y
el rendimiento de callo
de especies y variedades
de Phaseolus.

Induccion de callo de
plantulas in vitro (hoja,

nodulos).

Induccion de callo de
plantulas in vitro (hoja,

nddulos).

brotes multiples. Sélo se
necesitaba NAA en el
medio de enraizamiento.

Para la disminucioén de la

oxidacion fendlica.
Pruebas con solucion
antioxidante, PVP vy

carbon activado.
Fueron  mayores en
presencia de picloram que

con 2,4-D.

Aumentando la
concentracion 2,4-D de
11,3 a 181 p M L*
disminuye la induccién

Mejor tratamiento 2,4-D

5.0 UM + KIN 0.5 pM.

Phoplonker y
Caligari, 1993

Mok y Mok,
1977
Li et al. 2002
Janhvi et al.
2013

2.8.1. Reguladores de crecimiento vegetal

Cuando estos metabolitos son producidos en forma enddgena por las plantas, se les denomina

hormonas vegetales o fitohormonas. El término “reguladores del crecimiento de las plantas”

es usado por la industria de agroquimicos para nombrar a los compuestos sintéticos que

tienen propiedades para regular el crecimiento de las plantas.

Algunos ejemplos de reguladores de crecimiento vegetal son (cuadro 3):
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Cuadro 3. Ejemplo de algunas auxinas y citocininas usadas en el cultivo de tejidos vegetales.

Clasificacion Nombre Estructura quimica

Auxina Acido 1-naftalenacético o acido

naftalenacético i ™

0
OH
Acido 2,4-diclorofenoxiacético 0]
o
OO
ClI Cl
O
OH
Cl

Picloram
Cl N
]
NH»>
Citocinina Cinetina -
a0
HN
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3. HIPOTESIS

Mediante la produccion de biomasa a partir de cultivos de callo de Lupinus exaltatus y
Lupinus elegans, se obtendra alcaloides, que de manera natural estas especies sintetizan y

almacenan en sus hojas y semillas.

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

Establecer cultivos de células de Lupinus exaltatus y Lupinus elegans para determinar la

presencia de alcaloides en sus extractos.

4.2. Objetivos especificos

v Evaluar combinaciones y concentraciones de reguladores de crecimiento vegetal
(auxinas y citocininas) para inducir callos.

v Determinar la mejor fuente de explante (hojas, tallos y cotiledones) para induccion
de callo friable.

v Obtener extractos de las hojas, tallos y flor de la planta silvestre, de tallo y hoja de
plantulas in vitro y de la biomasa celular.

v Determinar la presencia de alcaloides en cultivos celulares, plantulas in vitro y en la

planta silvestre.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Obtencién del material vegetal

Las semillas de plantas silvestres de Lupinus exaltatus (figura 10a) y L. elegans (figura 10b)
fueron proporcionadas por el Departamento de Botanica y Zoologia del CUCBA, UdeG.

Figura 10. Semillas que fueron utilizadas para la obtencién de plantulas in vitro de Lupinus:

a) L. exaltatus b) L. elegans. Fotografia de Nufiez-Gavica KM.

Por otra parte, se colectaron plantas silvestres de L. exaltatus en Ciudad Guzman, Jalisco, en
diciembre del 2015 (figura 11a); mientras que las plantas de L. elegans se colectaron en enero
del 2016, en la Sierra de Quila, Jalisco (figura 11b).

Fotografia de Nufiez-Gavica KM
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5.2. Germinacioén de semillas

5.2.1. Desinfeccion de las semillas

Para poder obtener explantes asepticos, se germinaron semillas en condiciones in vitro, para
lo cual, las semillas se sometieron primero a un proceso de escarificacién mecanica usando
una tijera haciendo una pequefia incision del lado opuesto al embrién, después se lavo con
una solucion jabonosa por 5 min, luego se enjuagaron durante 10 min y se sumergieron etanol
al 70 % durante 30 s. Finalmente, las semillas se sumergieron en una solucion de cloro
comercial (Cloralex®) al 50 % (v/v) con gotas Tween 20 (4 gotas/100 mL) durante 10 min,

en agitacion constante, y se enjuagaron 3 veces con agua destilada estéril.

5.2.2. Germinacion y condiciones de incubacion

Para germinacion, se usé el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) al 50 % Yy sin
reguladores de crecimiento vegetal (RCV) y se suplementd con sacarosa (3 % p/v), se ajustd
a pH 5.8 y se gelifico con fitagel (2 g L™). Aproximadamente, 25 mL de MS se vertieron en
cada frasco tipo Gerber de 100 mL de capacidad y se esterilizaron en una autoclave a 121°C
a 1.25 kg cm? durante 18 min. Se sembraron cuatro semillas (previamente desinfectadas) por
cada frasco y se mantuvieron en un cuarto de incubacion a 25°C + 2 bajo un fotoperiodo de
16 h con luz blanca fluorescente (21 umol m? s™). Una vez que ocurrié la germinacion, las

plantulas se traspasaron a frascos de 1 L de capacidad conteniendo 100 mL de MS sin RCV.

5.3. Induccién de callo
5.3.1. Medio de cultivo para induccion de callo

Para induccion de callo, se hicieron varias pruebas usando el medio de cultivo MS y
diferentes reguladores de crecimiento vegetal (RCV). Como citocininas, se utilizé sélo la
cinetina (KIN) y esta se combind en diferentes concentraciones con cada una de las auxinas
acido naftalenacético (ANA); acido 2,4-diclorofenoxiaceético (2-4-D) y picloram, (PIC). Se
sembraron cuatro explantes en cada frasco Gerber de 100 mL de capacidad conteniendo 25
mL de MS, pero suplementado con RCV. Las condiciones de esterilizacién e incubacion

fueron las mismas que en la seccion de germinacién. Cada tratamiento consto de cuatro
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frascos. Las plantas asépticas con aproximadamente 30 d de edad en ambas especies se
usaron como fuente de explantes para los tratamientos de induccion de callo (figura 12).

Figura 12. Plantulas de Lupinus cultivadas en in vitro durante 30 d de edad. a) L. exaltatus;

b) L. elegans. Fotografia de Nufiez-Gavica KM.

5.3.2. Evaluacion de auxinas para inducir callo

Para iniciar las evaluaciones de induccién de callo, primero se evaluaron el efecto de tres
auxinas (ANA, 2,4-D y PIC) a dos concentraciones (0.54 y 5.37 uM), y cada una se combino
con una citocinina (KIN) a una sola concentracion (0.54 pM), obteniendo seis tratamientos
para esta primera prueba, esta evaluacion fue realizada usando tres fuentes de explantes
(cotiledones, tallos y hojas) combinados en el mismo frasco, y esto se hizo para L. exaltatus

y L. elegans.

5.3.3. Evaluacién de auxinas con antioxidantes

No habiendo una buena respuesta de ANA sobre los explantes y, para disminuir el
oscurecimiento de estos, se hizo otra evaluacién usando solo 2,4-D y PIC (0.54 y 5.37 uM)
cada uno combinado también con KIN (0.54 uM). Estos se evaluaron sobre explantes de
cotiledones, tallos, hojas y semillas; pero el medio de cultivo se complementd con una

18



solucidn antioxidante compuesta de 100 mg Lt &cido citrico con 150 mg L™ &cido ascérbico;
ademas se agreg6 250 mg L™ de polivinilpirrolidona CAS: 90003-39-8 (PVP).

5.3.4. Evaluacion en condiciones de oscuridad

En una tercera evaluacién, se realizaron seis tratamientos con 2,4-D y PIC, adicionando una
concentracion mas de cada auxina (0.54, 5.37 y 10.74 uM) cada uno combinado también con
la concentracion baja de KIN (0.54 uM). Esta evaluacion se realizd, pero solo con explantes
de tallo, de cada una de las especies. Un lote de todos los tratamientos de cada especie se
expuso normalmente a la luz, y el otro lote de tratamientos se mantuvo bajo condiciones
oscuridad total. EI medio de cultivo también se complementd con solucion antioxidante y

PVP gue se mencion0 anteriormente.

5.3.5. Evaluacién de tratamientos con agua de coco

Con la finalidad de mejorar el crecimiento, se usaron los mismos tratamientos con RCV
usados anteriormente, pero el medio de cultivo se complementd con 5y 20 % de agua de

coco Y se adiciono también carbon activado (200 mg L™).

5.3.6. Induccidn de callo de acuerdo a la auxina para cada especie

Una vez que se obtuvieron las condiciones mas adecuadas en base a las evaluaciones previas,
se hicieron combinaciones de PIC y KIN en concentraciones de 0.0 a 16.11 yuM para L.
exaltatus, mientras que para L. elegans se combinaron concentraciones de 2,4-D y KIN de
0.0 a 16.11 uM. El medio de cultivo MS se complementé con la solucién antioxidante (100
mg L &cido citrico con 150 mg L™ 4cido ascorbico) y 0.25 g L™ de PVP, agua de coco 20
% y carbon activado 200 mg L (cuadro 4).
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Cuadro 4. Combinacion y concentraciones de PIC con KIN para Lupinua exaltatus y 2.4-D

con KIN para Lupinus elegans para inducir callo a partir de explantes de tallo.

PIC 02,4-D KIN (uM)

(M) 0.00 0.54 5.37 10.74 16.11

0.00 0.00/0.00  0.00/0.54  0.00/537 0.00/10.74  0.00/16.11
0.54 054/0.00 054/054  054/537  0.54/10.74  0.54/16.11
5.37 537/0.00 537/054  5.37/537 537/10.74  5.37/16.11
10.74 10.74/0.00 10.74/0.54  10.74/5.37 10.74/10.74  10.74/16.11
16.11 16.11/0.00 16.11/054  16.11/5.37 16.11/10.74 16.11/16.11

2.4-D: Acido 2,4-diclorofenoxiacético; PIC: Picloram; KIN: Cinetina.

5.4. Proceso de extraccion de alcaloides

Se usaron muestras de hojas, tallo y flor de las plantas silvestre; hoja y tallo de la planta in
vitro y de la biomasa de los cultivos de callo previamente molidas y deshidratadas. Las
muestras, por separado, se metieron a un horno de secado a 45 °C hasta peso constante. Las
muestras secas y molidas se sometieron a un proceso de extraccion con hexano por 24 h para
eliminar la grasa. Para la extraccién de alcaloides se siguid el procedimiento realizado por
Ganzera et al. (2010). De cada muestra se pesaron 250 mg, se agregaron 8 mL de acido
clorhidrico al (0.5 N) y se mantuvo en agitacion durante 30 min a temperatura ambiente. La
mezcla se centrifugd durante 10 min a 10000 rpm y se decant el sobrenadante. La extraccion
se repitié dos veces mas y se mezclo el sobrenadante de cada extraccion. El sobrenadante
final se ajusto el pH a 12 con hidréxido de sodio (NaOH) 1 N. Finalmente, al sobrenadante
se traspaso a un embudo de separacion y se le agregaron 30 mL de diclorometano (CH2Cl,)

para la extraccion de los alcaloides (fase organica). Tres extracciones con CH2Cly se
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realizaron sobre la muestra (figura 13). La fase orgénica se recuperd, se concentrd en un

rotavapor a 40 °C, y se dejé secar a temperatura ambiente.

Figura 13. Proceso de extraccion de la fase organica en muestras de Lupinus. Fotografia de

Nufez-Gavica KM.

5.5. Determinacion de alcaloides por cromatografia en capa fina

Los extractos fueron aplicados en placas de cromatografia en capa fina (CCF) (DC-
Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UVa2s4, 0.20 mm, silica gel 60 con indicador de
fluorescencia. Las placas de tamafio de 4 cm de ancho por 4 cm de altura. Se marcaron con
lapiz a 5 mm de la base y al frente, y cada muestra se colocd a 5 mm de distancia. Con
capilares, se tomaron muestras de extractos y se aplicaron en la cromatoplaca, se dejo secar
el extracto, y la placa se colocé dentro de una cdmara de vidrio (figura 14). La fase movil
consistié en una mezcla de diclorometano/metanol (95 % CH2Cly/ 5 % CH:0H) y 1 mL de
hidroxido de amonio (NHsOH). Una vez que la fase movil llego a la marca, estas se retiraron
y se dejaron evaporar, se observaron a luz ultravioleta (UV) y se revelaron con sulfato cérico
y reactivo de dragendorff. Se calculd el factor de frente (Rf) que permite diferenciar un
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compuesto de otro y es la relacidn recorrida por el compuesto en la placa y la distancia
recorrida por el eluyente. Se determin6 por la fase mavil: distancia recorrido por el analito

(dr) entre distancia recorrida por el eluyente (dm); Rf=dr/dm.

Figura 14. Camara de vidrio para cromatografia en capa fina. Fotografia de Nufiez-Gavica
KM.

5.6. Determinacion de alcaloides totales

Con los extractos de los cultivos de callo se determinaron los alcaloides totales mediante el
uso de espectrofotometria usando verde de bromocresol (BCG), tomando como referencia a
Fadhil et al. 2007. A 1 mL de muestra se le agregaron 5 mL Na;HPOs a pH 4.7y 5 mL BCG
se agito vigorosamente y se realiz6 una extraccion con cloroformo; fue extraido con 2, 2, y
3 mL de cloroformo y se aforé a 10 mL. El contenido de alcaloides totales se calcul6 en base
a una curva de calibracion con atropina en concentraciones desde 0 a 16 pug mL, midiéndose
la absorbancia a 470 nm utilizando un espectrofotdémetro Uv-Vis. Los resultados se
expresaron como mg equivalentes de atropina (EAtr) por g de biomasa seca (mg EAtr g
BS).
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5.7. Andlisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas
(GCIMS)

Los extractos obtenidos del proceso de extraccion (subseccion 5.4) también se analizaron por
GC/MS) (figura 15). Se us6 un Cromatdgrafo de Gases Agilent Technology modelo 6890
plus, acoplado a un espectrometro de masas 5973N (Little Falls, CA, EUA) del Centro de
Investigaciones Quimicas de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos. Se usaron
concentraciones de 2 mg de extracto por mL™ y se inyectaron soluciones de 1.0 ul. Se us6
una columna capilar HP-5SMS (30 m de largo x 0.25 mm de ancho, y 0.25 um de tamafo de
particula. La temperatura del detector de 285°C y la columna se program6 a 10 °C/ min-250
°C-5 min, 10 °C/min-285°C-20 min. El flujo del gas helio fue de 1.0 ml/min. Todos los
analisis se realizaron por triplicado y los picos se integraron usando el software a
ChemStation version C.00.01. Los espectros de los compuestos se compararon con la

biblioteca NIST, version 1.7a.

Figura 15. Cromatografo de Gases Agilent Technology® modelo 6890 plus, acoplado a un

espectrometro de masas 5973N. Fotografia de Nufiez-Gavica KM.

5.8. Andlisis estadistico

Todos los datos fueron sometidos a un analisis de varianza y a una prueba de comparacion

de medias por el método de Tukey, usando el programa Statgraphics®
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Germinacioén de semillas

La escarificacion mecéanica y el proceso de desinfeccion fue eficiente, para la germinacion
de semillas. En ambas especies se obtuvo un 100 % de desinfeccion de las semillas, ya que

no se observo la presencia de hongos o bacterias.

En ambas especies, la germinacién se present6 a los 8 d después de la siembra, obteniendo
para L. exaltatus un 97.5 % de germinacion (figura 16a y 16b) y para L. elegans un 95 %
(figura 16¢ y 16d). Después de que las plantulas se traspasaron a frascos de 1 L, éstas tuvieron
un desarrollo normal (figura 12), es decir no se observé contaminacion o alguna deformidad

de las plantas.

Figura 16. Plantulas de Lupinus exaltatus (a y b) y Lupinus elegans (c y d) a los 15 d de

cultivo. Fotografia de Nufiez-Gavica KM.

6.2. Induccion de callo

En el género Lupinus se han realizado pocos trabajos en cultivo in vitro, especificamente en
el cultivo de células. Debido a la escasa informacion sobre las condiciones in vitro de estas

especies, se realizaron diferentes evaluaciones para obtener los mejores resultados posibles,
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es decir, se evaluaron diferentes reguladores de crecimiento, tipos de explantes, compuestos
antioxidantes, condiciones de incubacion (luz y oscuridad total) y modificacién del medio de

cultivo usando agua de coco.

6.2.1. Evaluacion de auxinas

La primera prueba fue la evaluacién de las auxinas (ANA, 2,4-D y PIC) con la citocinina
(KIN) (cuadro 5). En este caso, en el mismo frasco se combinaron los diferentes tipos de

explante debido a que no se tenia el suficiente material vegetal.

Cuadro 5. Formacion de callo (%) a los 45 d con diferentes auxinas en la primera evaluacion

de Lupinus
L. exaltatus L. elegans
Auxina  [pM]* (%) Apariencia (%) Apariencia
de callo de callo
ANA 0.54 375 4 0.00 ’

ANA 5.37 75.00 6.25

2.4-D 0.54 56.25 ‘ 25.00
I

2.4-D 5.37 75.00 "‘ s 31.25
'.Lt

PIC 0.54 50.00 m 0.00

PIC 5.37 87.50 18.75

* Todos los tratamientos de ANA, 2,4-D o PIC se combinaron con KIN (0.54 puM).
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Todos los tratamientos auxinicos fueron capaces de inducir callo a los 45 d de cultivo y la
formacion de callo ocurrio en al &rea de incision del explante. Para L. exaltatus, se logro
inducir callo en todos los tratamientos siendo el mejor PIC (5.37 uM) + KIN (0.54 uM) con
87.5 % de respuesta. En el caso de L. elegans, los explantes tuvieron menor respuesta de
induccidn, siendo el tratamiento con 2,4-D (5.37 uM) + KIN (0.54 uM) con el que presento
el maximo porcentaje de induccion de callo presentando 31.25 %. El problema que se

observo fue la oxidacion del explante y el tiempo de respuesta.

6.2.2. Evaluacion de auxinas con antioxidante

Para ambas especies se decidié descartar los tratamientos de ANA ya que fue el tratamiento
con menor respuesta y el crecimiento fue mas lento comparado con las otras auxinas. En la
siguiente evaluacion se tomd la decision de trabajar con PIC y 2,4-D para ambas especies y

realizar mas pruebas para corroborar resultados.

El medio enriquecido con solucién antioxidante (100 mg L 4cido citrico con 150 mg L*
acido ascorbico) y 250 mg L de PVP ayudaron notablemente en la disminucion del
oscurecimiento de los explantes de cotileddnes, hojas y tallos. Uno de los problemas con las
especies de leguminosa son los compuestos fendlicos que estos segregan y que provocan la
oxidacion y la muerte de los cultivos (Babaoulu, 2000), lo que hace la dificil la manipulacién
del cultivo in vitro (Bahgat et al. 2009). En un trabajo realizado por Phoplonker y Caligari
(1993) sobre la induccidn de callo de Lupinus mutabilis también encontraron problemas de
oscurecimiento en explantes jovenes de hoja y tallo durante su establecimiento. Ellos
evaluaron soluciones antioxidantes (100mg L* &cido citrico con 150 mg Lt &cido ascorbico),
PVP (5 g L) y carbén activado (10 g L?), teniendo mejor resultado con solucion
antioxidante a base de acido citrico (100 mg L) y &cido ascérbico (150 mgL™?) ahi
obtuvieron callos fiales. En el presente estudio, los explantes de L. exaltatus y L. elegans se
evaluaron por separados, y solo el 50 % de los explantes de tallo mostraron una respuesta
mas rapida en inducir callo, comparada con los otros explantes, que no formaron callo, y solo
se muestran datos de explantes de tallo (cuadro 6). Este bajo porcentaje pudo deberse a que
el tiempo de evaluacién fue en menor tiempo (21 d) que en la primera evaluacion que fue a

los 45 d; estos resultados también corresponde a lo obtenido en el trabajo de Phoplonker y
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Caligari (1993) donde comparo hoja, peciolo y tallo en cultivos de callos de 40 dias,
obteniendo mejores resultados en tallo con 75 % de induccidn de callo.

Cuadro 6. Porcentaje de induccidon de callo (%) en explantes de tallo de Lupinus spp., a los
21 d de cultivo.

Auxina [uM]* L. exaltatus L. elegans
2,4-D 0.54 0 0
2,4-D 5.37 50 25

PIC 0.54 25 0
PIC 5.37 50 0

* Todos los tratamientos de 2,4-D o PIC se combinaron con KIN (0.54 uM).

6.2.3. Evaluacion en condiciones de oscuridad

Las divisiones celulares iniciales de los explantes y el crecimiento de los tejidos del callo son
a veces evitados por la luz; la luz es uno de los factores que favorecen el estrés y estimula la
produccion de compuestos fenolicos en cultivos de callo de algunas especies, y se acumulan
mayores cantidades a medida que se aumenta la iluminancia y por consiguiente la oxidacion

de los explantes (Davies, 1972; George et al. 2007).
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Cuadro 7. Apariencia de los callos obtenidos diferentes explantes de Lupinus exaltatus y L.
elegans en condiciones de oscuridad y luz, a los 36 d de cultivo. Fotografia de Nufiez-Gavica
KM.

Auxina [uM]* L. exaltatus L. elegans
Oscuridad Luz Oscuridad Luz
24-D 054
24-D  5.37 - .
- - - ’
) - ) . “ -
PIC 5.37 .
)
-
PIC  10.74 e ¢
B b B
’ u

* Todos los tratamientos de 2,4-D o PIC se combinaron con KIN (0.54 pM).

En el presente trabajo, los cultivos se colocaron en oscuridad. Los tratamientos de auxinas,
asi como los antioxidantes, fueron los mismos de la seccion 6.2.2. En este caso, se usaron
tres diferentes concentraciones de PIC y 2,4-D (0.54, 5.37 y 10,74 uM) todas combinadas
con KIN (0.54 puM). Se observd una disminucion en el oscurecimiento y marchites del
explante y los callos formados por los tallos crecieron mas adecuadamente y con mejor

apariencia (cuadro 7).



En este experimento, hubo alta respuesta de induccién de callo para ambas especies (cuadro
8). El 100 % de los explantes indujeron callo con 2,4-D (0.54 uM) més KIN (0.54 uM) tanto
para L. exaltatus como para L. elegans; sin embargo, los callos de L. exaltatus fueron mas

pequefios que los de L. elegans con el mismo tratamiento.

Cuadro 8. Resultados de porcentaje de induccion de callo de Lupinus spp. en tallo a los 76
d en oscuridad.

Auxina [UM] Induccién de callo (%)
L. exaltatus L. elegans
2,4-D 0.54 100 100
2,4-D 5.37 68.75 62.50
2,4-D 10.74 56.25 56.25
PIC 0.54 75.00 31.25
PIC 5.37 75.00 50.00
PIC 10.74 62.5 31.25

*E| medio utilizado se le afiadié solucion antioxidante (100 mg L™ 4cido citrico con 150 mg
L-* 4cido ascorbico) y 0.25 g L de polivinilpirrolidona (PVP). ANA: Acido naftalenacético;
2,4-D: Acido 2,4-diclorofenoxiacético; PIC: Picloram; KIN: Cinetina.

6.2.4. Evaluacion de tratamientos con agua de coco

Algunos de los factores que influyen en los cultivos de callos es la baja temperatura (18°C),
la diferencia de luz, la trasferencia del callo al medio y la senescencia del explante (Wink,
1987). Para el mantenimiento de los cultivos de callo de Lupinos, estos se cambiaban al
medio cada de tres semanas y cada vez que esto se realizaba el callo se sometia a un estrés y
no todos los cultivos se lograban seguir manteniendo, para esto se decidié utilizar agua de
coco para mejorar el crecimiento, adicionando al medio de cultivo 5y 20 % de agua de coco.
Cuando se afiade agua de coco ayuda a las células vegetales dividirse y a crecer rapidamente,

ademas, se ha encontrado que el liquido es beneficioso para inducir el crecimiento tanto de
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cultivos de callos como de suspension y la induccion de morfogénesis (George et al. 2007).
Usando una concentracion de 20 %; se observd una diferencia en la regeneracion de callo y
disminucion de la oxidacién al momento de hacer el traspaso a medio nuevo (figura 17). En
un estudio realizado por Bertolini et al. (2014) en Dendrobium chrysantum Wall
(Orchidaceae), adicionaron 15 % de agua de coco para promover la germinacion de manera
eficiente en la especie; Maldonado et al. (2013) trabajo con cultivo en suspension de Prosopis
laevigata afiadiendo al medio 5 % de agua de coco, adicionando carbon activado 200 mg L
! para disminuir la oxidacion del medio. El carbdn activado retiene o absorbe compuestos
oxidativos que ocasionan el necrosamiento de los explantes, aumentando la supervivencia de
éste (Thomas, 2008).

Figura 17. Callos de Lupinus exaltatus obtenidos en medio de cultivo MS conteniendo agua
de coco. a) 2,4-D 5.37 + KIN 0.54 uM con 5 % de agua de coco; b) 2,4-D 5.37 + KIN 0.54
KM con 20 % de agua de coco; ¢) PIC 5.37 + KIN 0.54 uM con 5 % de agua de coco; d) PIC
5.37 + KIN 0.54 uM con 20 % de agua de coco.
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6.2.5. Induccion de callo para cada especie de acuerdo con las auxinas utilizadas

Se observo que la auxina PIC tuvo un mejor efecto en la induccion de callo en tallos de L.

exaltatus, los cuales fueron de color cremoso y de apariencia semifriable (figura 18a).

Figura 18. Cultivos de callos de Lupinus inducidos con diferentes auxinas. a) callo de L.
exaltatus con PIC (5.37 uM) +KIN (0.54 uM); b) callo de L. elegans con 2,4-D (16.11 puM)
y KIN (16.11 pM).

Los valores de induccion para L. exaltatus mostraron diferencias significativas en la
comparacion de medias (figura 19). En el caso de L. exaltatus los mejores valores de
induccion de callo se observé al adicionar PIC (5.37 uM) +KIN (0.54 uM) y PIC (5.37 puM)
+ KIN (10.74 uM) con el 100 % de explantes con callo (figura 19). No obstante, de estos dos
tratamientos, los callos prevenientes con picloram y menor cantidad de cinetina (0.54 puM)
mostraron callos con caracteristicas mas friables y con menor oxidacion (figura 18a). En un
estudio realizado por Phoplonker y Caligari (1993) en Lupinus mutabilis, obtuvieron también
callo friable usando bajas concentraciones de PIC, especialmente cuando se combind con
cinetina. Mok y Mok (1977), encontrd que la tasa de crecimiento y el rendimiento de callo
de especies y variedades de Phaseolus fueron mayores en presencia de PIC que con 2,4-D en
las mismas concentraciones (0.04- 1.25 uM), esta especie es una leguminosa al igual que la
especie de interés y concuerda con los resultados obtenidos en el experimento con L.

exaltatus.
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Figura 19. Induccidn de callo (%) en explantes de tallo de Lupinus exaltatus con PIC y KIN.
Los valores son medias + desviacién estandar de 4 réplicas. Valores con la misma letra no
presentan diferencia estadistica significativa, Tukey (a= 0.05). Nota: S6lo se muestran los

tratamientos que mostraron induccion de callo.

Para el caso de experimento realizado con 2,4-D y KIN, los explantes de tallo de L. elegans,
los callos fueron de color café y semifriable (figura 18b), independientemente de la cinetina.
En cuanto al porcentaje de explantes con callo, hubo diferencias estadisticas significativas.
El porcentaje maximo (68.8 %) se presentd al usar la misma concentracién 2,4-D (16.11uM)
y KIN (16.11uM). (figura 20). Los callos del resto de los tratamientos tuvieron crecimiento
mas lento y en algunos casos se observo oxidacion y posteriormente murieron. En el caso del

control para ambas especies, no hubo respuesta en la induccién de callo.
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Figura 20. Induccién de callo (%) en explantes de tallo de Lupinus elegans con 2,4-D y KIN.
Los valores son medias + desviacién estandar de 4 réplicas. Valores con la misma letra no
presentan diferencia estadistica significativa, Tukey (o= 0.05). Nota: Sélo se muestran los

tratamientos que mostraron induccién de callo.

Li et al (2002) menciona que concentraciones altas de 2,4-D (de 11.3 a 181 uM) presenta
una disminucién de la induccién de callos en Rosa hybrida cv. Carefree Beauty. De la misma
manera, Janhvi et al (2013) reporta una disminucién de la frecuencia de induccion del callo
en Aconitum violaceum Jacq usando 2,4-D (de 0.5 a 10 uM), obteniendo como mejor
tratamiento en concentraciones de 2,4-D (5.0 uM) + KIN (0.5 uM). En general, en L.
exaltatus y L. elegans, se observo que el 2,4-D, tuvo mayor respuesta de induccion a medida
que la concentracion se incrementd; ademas, las concentraciones en donde se tuvo mejor

respuesta fueron similar a la de L. exaltatus.
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6.3. Rendimiento de extractos

Se utilizé una técnica especifica para alcaloides, Ganzera et al. (2010).En la cual se realizaron

modificaciones, las muestras no se colocaron en un sonicador durante 30 min, sino que se

mantuvieron en agitacion por el mismo tiempo y en la centrifuga a 10000 rpm en lugar de

3000 y al extracto &cido se dejo a pH 12. Se calcularon los rendimientos (cuadro 9) de cada

una de las muestras, siento plantas silvestres (de 8 a 25 %) plantulas de cultivo in vitro (de

15 a 90 %) y de cultivos de callos (desde 8 a 60 %); estos fueron evaluados de forma

cualitativa y cuantitativa.

Cuadro 9. Rendimientos de los extractos organicos de Lupinus.

Rendimiento Rendimiento
Muestra L. exaltatus (%) L. elegans (%)

Planta Hoja 12.64 Hoja 11.12
silvestre  Hpja desengrasada 20.48 Hoja desengrasada 8.44
hoja Tallo 518  Tallo 15.56

Tallo desengrasado 16.84 Tallo 8.96

desengrasado

Flor 19.96 Flor 12.76

Flor desengrasada 14.88 Flor desengrasada 93.64
Plantula  Hoja 12.12 Hoja 24.6
de cultivo
in vitro Tallo 13.04 Tallo 18.56
Cultivos 2 4-D (5.37) + KIN 2,4-D (16.11) +
((16 06)1”0 (0.54) 56.88 KIN (16.11) 9.88
HM i

2,4-D (10.74) + KIN 12.84 PIC (5.37) + KIN 13.56

(0.54) (0.54)

PIC +KIN 14.32

PIC (5.37) + KIN (0.54) 15.72

PIC (10.74) + KIN (0.54) 12.64

*ANA: Acido naftalenacético; 2,4-D: Acido 2 4-diclorofenoxiacético; PIC: Picloram; KIN:

Cinetina.
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6.4. Determinacion de alcaloides por cromatografia en capa fina

Los extractos fueron evaluados de forma cualitativa por cromatografia en capa fina. Se
revelaron con reactivo de dragendorff, que es selectivo para alcaloides, lo cual al revelarse

muestran unas bandas color naranja.

En el cuadro 10. Se observa el factor de retado (Rf) de las muestras de cada extracto (UV,
sulfato cérico, reactivo dragendorff). Se observaron las bandas, pero no en los cultivos de
callos. Esto no quiere decir que los extractos no contengan alcaloides, sino que, es probable
que se estén produciendo, pero en bajas concentraciones (figura 21a, 22a, 23a y 24a). Las
muestras se observaron con luz ultravioleta (UV) y hubo presencia de compuestos, los
alcaloides quinolizidinicos no observen la luz UV por la falta de anillos aromaticos, por ese
motivo se hizo un duplicado, pero utilizando como revelador sulfato cérico, con el cual se

observaron algunas evidencias de tales alcaloides (figura 21b, 22b, 23b y 24b).

Figura 21. Placas en capa fina de extractos de Lupinus exaltatus. 1) planta silvestre hoja; 2)
planta silvestre hoja desengrasada; 3) planta in vitro hoja; 4) estandar de lupanina: 5) estandar

de esparteina; 6) planta silvestre tallo; 7) planta silvestre tallo desengrasada. Nota: El “a” es

revelado con reactivo de dragendorft. y el “b” con sulfato cérico.

Figura 22. Placas en capa fina de extractos de Lupinus exaltatus. 8) planta in vitro tallo; 9)
planta silvestre flor; 10) planta silvestre flor desengrasada; 11) callo con ANA+KIN; 12)
callo con 2,4-D 5.37+ KIN 0.54; 13) callo con 2,4-D 5.37+ KIN 0.54; 14) callo con 2,4-D
10.74+ KIN 0.54. Nota: El “a” es revelado con reactivo de dragendorff. y el “b” con sulfato
cérico.
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Figura 23. Placas en capa fina de extractos de Lupinus exaltatus y Lupinus elegans. 15) callo
de L. exaltatus con PIC+KIN; 16) callo de L. exaltatus con PIC 5.37+ KIN 0.54; 17) callo de
L. exaltatus con PIC 10.74+ KIN 0.54; 18) hoja de planta silvestre de L. elegans; 19): hoja
de planta silvestre desengrasada de L. elegans; 20) hoja de planta in vitro de L. elegans; 21)

tallo de planta de silvestre de L. elegans. Nota: El “a” es revelado con reactivo de dragendorff.

y el “b” con sulfato cérico.

Figura 24. Placas en capa fina de extractos de Lupinus elegans. 22) planta silvestre tallo
desengrasada; 23) planta in vitro tallo; 24) planta silvestre flor; 25) planta silvestre flor
desengrasada; 26) callo de ANA+KIN; 27) callo con 2,4-D+KIN; 28) callo con PIC+KIN.

Nota: El “a” es revelado con reactivo de dragendorff. y el “b” con sulfato cérico.
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Cuadro 10. Resultados del factor de retardo (Rf) de Lupinus.

Muestras Rf Muestras Rf

Lupanina 0.40 L. elegans: planta silvestre hoja 0.57
desengrasada

Esparteina 0.10 L. elegans: planta silvestre hoja 0.30
desengrasada

L. exaltatus: planta silvestre hoja 0.77 L. elegans: planta silvestre hoja 0.20
desengrasada

L. exaltatus: planta silvestre hoja 0.63 L. elegans: planta silvestre hoja 0.17
desengrasada

L. exaltatus: planta silvestre hoja 0.53 L. elegans: planta silvestre hoja 0.07
desengrasada

L. exaltatus: planta silvestre hoja 0.43 L.s elegans: planta in vitro hoja 0.70

L. exaltatus: planta silvestre hoja 0.33 L. elegans: planta in vitro hoja 0.57

L. exaltatus: planta silvestre hoja 0.20 L. elegans: planta in vitro hoja 0.37

L. exaltatus: planta silvestre hoja 0.77 L. elegans: planta in vitro hoja 0.27

desengrasada

L. exaltatus: planta silvestre hoja 0.63 L. elegans: planta in vitro hoja 0.17

desengrasada

L. exaltatus: planta silvestre hoja 0.53 L. elegans: planta silvestre tallo 0.70

desengrasada

L. exaltatus: planta silvestre hoja 0.40 L. elegans: planta silvestre tallo 0.57

desengrasada

L. exaltatus: planta silvestre hoja 0.30 L. elegans: planta silvestre tallo 0.50

desengrasada

L. exaltatus: planta silvestre hoja 0.20 L. elegans: planta silvestre tallo 0.37

desengrasada

L. exaltatus: planta in vitro hoja 0.30 L. elegans: planta silvestre tallo 0.23

L. exaltatus: planta silvestre tallo 0.17 L. elegans: planta silvestre tallo 0.10

L. exaltatus: planta silvestre tallo 0.40 L. elegans: planta silvestre tallo 0.67

desengrasada desengrasada

L. exaltatus: planta silvestre tallo 0.30 L. elegans: planta silvestre tallo 0.53

desengrasada desengrasada

L. exaltatus: planta silvestre flor 0.73 L. elegans: planta silvestre tallo 0.37

desengrasada
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L. exaltatus: planta silvestre flor 0.67 L. elegans: planta silvestre tallo 0.23

desengrasada
L. exaltatus: planta silvestre flor 0.43 L. elegans: planta silvestre tallo 0.17
desengrasada
L. exaltatus: planta silvestre flor 0.33 L. elegans: planta silvestre tallo 0.07
desengrasada
L. exaltatus: planta silvestre flor 0.23 L. elegans: planta in vitro tallo 0.67
L. exaltatus: planta silvestre flor 0.73 L. elegans: planta in vitro tallo 0.53
desengrasada
L. exaltatus: planta silvestre flor 0.67 L. elegans: planta in vitro tallo 0.33
desengrasada
L. exaltatus: planta silvestre flor 0.43 L. elegans: planta in vitro tallo 0.20
desengrasada
L. exaltatus: planta silvestre flor 0.33 L. elegans: planta in vitro tallo 0.13
desengrasada
L. exaltatus: planta silvestre flor 0.23 L. elegans: planta silvestre flor 0.67
desengrasada
L. elegans: planta silvestre hoja 0.7 L. elegans: planta silvestre flor 0.57
L. elegans: planta silvestre hoja 0.57 L. elegans: planta silvestre flor 0.33
L. elegans: planta silvestre hoja 0.40 L. elegans: planta silvestre flor 0.23
L. elegans: planta silvestre hoja 0.27 L. elegans: planta silvestre flor 0.20
L. elegans: planta silvestre hoja 0.17 L. elegans: planta silvestre flor 0.13
L. elegans: planta silvestre hoja 0.07 L. elegans: planta silvestre flor 0.67
desengrasada
L. elegans: planta silvestre hoja 0.70 L. elegans: planta silvestre flor 0.53
desengrasada desengrasada

6.5. Determinacioén de alcaloides totales

Se cuantificaron alcaloides totales de acuerdo Shamsa et al (2007) la cual se expresa en
miligramos de equivalente de atropina por gramo de biomasa seca (mg EAtr g BS). En
general, para L. exaltatus se obtuvo mayor contenido de alcaloides totales con PIC que 2,4-
D. En contraste, para L. elegans se observé mayor cantidad en los callos obtenidos con 2,4-
D. Para L. exaltatus se analizaron los callos obtenidos con 2,4-D (5.37 uM) y KIN (0.54 uM),
los cuales tuvieron 0.31 mg EAtr g BS, mientras que los de PIC (5.37 uM) y KIN (0.54
M) fue de 0.48 mg EAtr g ! BS. Para L. elegans se usaron los callos obtenidos con PIC (5.37
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UM) + KIN (0.54 uM), obteniendo apenas 0.07 mg EAtr g BS, y en los callos con 2,4-D
(16.11 uM) + KIN (16.11 puM) el rendimiento fue ligeramente mayor, con 0.34 mg EAtr g
BS (cuadro 11). De acuerdo a Wink (1987), la formacion de alcaloides en los cultivos de
callo y suspension, el contenido de lupanina es baja (0.15- 150 pg lupanina g* BS) después
de 1 a 2 afios de iniciacion del cultivo, comparado con hoja y tallo que fue de 5 a 50 pg

lupanina g™ BS.

Se ha cuantificado alcaloides en diferentes especies de Lupinus. En L. hispanicus se
determind la cuantificacion de alcaloides totales por gravimetria en semillas; teniendo

concentraciones de 20 mg g (Mizquiz et al. 1989);

Cuadro 11. Estimacion del contenido de alcaloides totales en cultivos de callos en dos

especies Lupinus.

Especie Cultivos de callo (uM) Alcaloides totales
(mg EAtr g BS)

L. exaltatus 2,4-D (5.4) + KIN (0.54) 0.3128
L. exaltatus PIC (5.4 + KIN (0.54) 0.4790
L. elegans 2,4-D (16.11) + KIN (16.11) 0.3400
L. elegans PIC (5.37 ML) + KIN (0.54) 0.0721

*2 A-D: Acido 2,4-diclorofenoxiacético; PIC: Picloram; KIN: Cinetina.

6.6. Analisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas
(GCIMS)

Se realizo el anélisis de alcaloides por cromatografia de gases acopladas a espectrofotometria
de masa que permitio detectar algunos alcaloides en los diferentes extractos (cuadro 12). En
los extractos de la planta silvestre se pudo observar la presencia de isolupanina,
hidroxilupanina, 11, 12- dehidrolupanina, afilina y hidroxilo esparteina; en plantula de
cultivo in vitro se observo la isolupanina, hidroxilupanina, 11, 12- dehidrolupanina, afilina y

dehidro-oxosparteina. Y en cultivos de callos la isolupanina, hidroxilupanina y hidroxilo
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esperteina. Estudios realizados por Zamora-Natera et al. (2005) en L. exaltatus encontraron
que, en la semilla, la lupanina es el alcaloide mayoritario, seguido de epiafilina, afilina, a-
isolupanina, dehidro-oxosparteina y 3a-hidroxilupanina. En otro estudio determinaron
alcaloides en la parte aérea de L. angustifolius L, donde identificaron como compuesto

mayoritario al 13a-Hydroxilupanina y lupanina (Erdemoglu et al. 2007).
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Cuadro 12. Determinacion de algunos alcaloides presentes en los diferentes extractos de Lupinus.

Planta silvestre

Plantula in vitro

Cultivos de callo

Tiempo de
Compuestos »
retencion L.exaltatus L.elegans  L.exaltatus L.elegans L. exaltatus L elegans
Afilina 11.288 hoja, tallo,  hoja, tallo Tallo hoja, tallo
flor
11,12- 11.741 hoja, tallo  flor Tallo hoja, tallo
Dehidrolupaniana
Isolupanina 11.186 hoja, tallo,  hoja Tallo PIC (.37 uM o PIC (5.37 uM) +
flor 10.74 uM) + KIN  KIN (0.54 uM);
(0.54 pM)
Hidroxilupanina 12.186 tallo, flor hoja 2,4-D (16.11 puM)
+ KIN (16.11 uM)
Hidroxilo de 13.705 hoja, tallo, hoja, tallo
esparteina flor

2.4-D: Acido 2,4-diclorofenoxiacético; PIC: Picloram; KIN: Cinetina.
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7. CONCLUSIONES

De las tres auxinas evaluadas (ANA, PIC, y 2,4-D), el PIC presento la mejor respuesta para

inducir callo en Lupinus exaltatus, mientras que para Lupinus elegans fue el 2,4-D.

De los tres explantes considerados (hoja, tallo y cotileddn), el tallo fue el que mejor
respondio, independientemente del tipo de auxina. En ambos casos, la combinacion con KIN

fue necesario para que el callo presentara una mayor friabilidad.

Aunque se presentaron problemas de oscurecimiento y necrosamiento de los explantes, esto
se logré disminuir mediante la adicidn de antioxidantes al medio de cultivo; ademas, con la
adicion de agua de coco al medio de cultivo se observo un mejor crecimiento de los callos y

con apariencia semifriable.

El mejor tratamiento para inducir callo en L. exaltatus fue con PIC (5.37 uM) + KIN (0.54
KUM), y para L. elegans se obtuvo con 2,4-D (16.11 puM) + KIN (16.11 uM).

En los extractos obtenidos se encontraron alcaloides, aunque se presentaron en
concentraciones trazas, los cuales se podrian incrementar mediante el uso de elicitores en los

cultivos de callos.
Se logro la induccién de callo de L. exaltatus y L. elegans, pero es necesario realizar mas

estudios para obtener callos mas fiables y establecer cultivos de células en suspension, y, por

consiguiente, poder obtener mayor cantidad de alcaloides.
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