
















index-1_1.png
Catrera etel. Establecimiento de suspensiores celulares de Vaferisna pyramidais Kuith

ARTICULO CIENTIFICO

DOI: hitps:/idoi.org D 3633 revista v201 7

ESTABLECIMIENTO DE
SUSPENSIONES CELULARES A PARTIR
DE SEGMENTOS FOLIARES DE
Valeriana pyramidalis Kunth

Carrera, Evelyn™; Pefia, Cristian®; Jadan, Monica®

“ngenieria en Bictenologia, Departamenta de Ciencias dé Ia Vida y te s Agriculiura, Universidad
e a5 Fuerzas Armadas. "ESPE". Av. Gral. Rumifahui si. Sangolqui, Ecuador.
"Laboreterio de Cultivos Yegetales de Tefios Vegelsles. Deparamento de Cientias de I Vida y de 16 Agriculura.
Universittad de las Fuerzas Armatias. "ESPE". Av. Gral. Ruminahul si. Sangolqui, Ecuatir.

Ingresado: 30142015

Resumen

Valeriana pyrasmidalis Kunth especie rativa declarada
camo planta patrimonial para el Distrito Metropolitano
de Quito, es popularmente utiizada por su actividad
calmante en el tratamiento de problemas nervioses y
cardiacos, ademés de enfermedaties y trastomos cormo
migrana e insomiio. Al igual que ofras valerianas ha
sico deserita taxonbmicamente. Sin embargo, no existe
ninguna publicacion cientifica sobre sus metabolitos
seoundarios. En la presente investigacion se planted el
establecimiento de suspensiones celulares de Valeriana
pyramidalis Kunth, como un estudio base para una
futura cuantificacion de sus metabolitos secundarios.
Incielmente se estarndarizé un profocolo  de
desinfeccion, para la cual, foliclos fueron desinfectacios
empleando hipaclarita de sodio al 05% (viv). Para la
induceien @ callogénesis se emples medio de
Murashige & Skoog, suplementado con diferentes
conoentraciones de 2,40 (25; 20 y 15 mgl). Se
establecieron suspensiones celulares transfiriendo 1 g
de callo en 20 m de medio liquido en agitacion
canstante (110 rp.m.). Se obtuvo con éxito las curvas
de cingtica celular para cada una de las suspensiones.
tras comparar estas curvas se determing que no existe
difsrencia signifivativa entre los tratamientos.

Palabras clave: Gallogénesis, 2.4-D, suspensianes
celulares, Vleriana pyramidals.
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ESTABLISHMENT OF CELL SUSPENSIONS FROM
LEAF SEGMENTS OF Valeriana pyramidalis Kunth

Abstract
Valeriara pyramidalis Kurth native species declared as
patrimonial plant for the Metropolitan District of Quito is
popularly used for its sedative activity in the treatmert of
nerve, heart, migraine and insomnia problems. Like
ather valerian it has been described taxonomically,
however, there is no sdientific publication about its
secondarymetabolites. In this research it was proposed
the establishment of oells suspensions cultures of
Valerian pyrarmidafis Kunth, as a basis of future study for
quantification of their secondary metabaltes. Leaflets
were disinfected Using sodium Rypochlorite 0, 5 % (v /
v). Galus formation was significant inMurashige &
Skoog media supplernented with differert conoentration
of 2,4-D (2.5; 2.0 and 1.5 mg / L). The cell suspension
culture was established by transferring 1 g of calli to 20
il liquic media an agitating condition (110 rprm).The
growth kinefic curve was sucoessfully obtained for each
ane of the suspension, after camparing these curves, it
was determired no significant difference exists between
the treatmerts.

Keywords: Call, cells suspersions cultures, 2, 4-D,
Valeriana pyramicialis.

1. INTRODUGCION

En el Ecuador se han registrado 35 especies de
valeriana, & endémicasy 27 nativas, [1] entre las cuales,
se encuentra Valeriana pyramidalis, declarada como
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significalivas entre estos tres tratamientos (Figura 3)
Las células que conforman una suspensian hamogénea
presentan un comportamiento similar entre i, esto
padria explicar la similitud entre los tratamientos. [23] En
cuanto a la obtencién de metabolitos secundarios es
preferible emplear una suspensin celuar en dande se
martengan los agregados celulares, debido a que en
Uuna suspension celLlar *fina’ 1as células son similares y
por tanto resulta difici que en cada una de ellas se
lieven a cabo todos procesos necesarios para la
hiosintesis de metabolitos secundarios. Los resultados
de Horet et al, (1989), Schiatmarn et =, (1998)
Mortiel ef af, (2007) muesiran que la obtencion de
agregados celulares es ura estrategia que favorece la
sfntesis y acmulacién de metabolitos secundarios en
los culivos in vitro, por lo que se esperaria una
concentracion merar de mefabolitos en nuestras
suspensiones celulares de Valeriana pyramidalis ya que
estas son suspensiones ‘finas’ de células, es decir sin
agregadss celulares.

IV. CONCLUSIONES.

Se defermind que la hormona 2,40, influye
significativamente en la formacin de callo a partir de
segmertos foliares de Valeriana pyramidalis, ya que en
el tratamiento control (0 mg/L 2, 4-D) no hubo formacién
de callo en los explantes.

Se logré  establecer suspensiores  celulares
hamogéneas a partir de callo friable evaluandose fres
tratarmientos TS1 (2.5 mgrL2,4-D), TS2 (2.0 my/L 2,4-D)
yTS3 (1.5 Mg/l 2.4D). Parala variable densidad celular
no se evidencio dferencies  estedisticamente
significativas entre los tratamientos.

Se abtuvo con éxito la curva de cindtica celular de
Valeriana  Pyramidalis para los tres tratamientos
probados, identificandose cinco fases: 1) refraso o
Iatencia, 2) exponencial, 3} disminucion progresiva, 4)
lineal y 5) estacioraria
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De acuerdo al andlisis estadistica realizado, las
concentraciones de 2.5 mg/L, 2.0 mg/Ly 1.5 gL 24-D
son efectivas en la induccien a callogénesis, ya que
presentan un porcentaje de formacion de callo de 90%,
evidenciandose que al incrementar la concentracion de
la auwina 24-D, se genera mayor porentaje de
callogénesis en os explantes (Figura 2)
Adicionalmente en estos tratamientos se abservo la
famacion de raices que se originaran del callo (Figura
1h), esto podria explicarse por [as altas concentraciones
de 24-D empleadas, ya que segn Raca & Mmginski,
(1993), una alta concentracion de auxinas potenciara la
famacion de rafces en 105 explantes, a su vez, en las
investigaciones realizadas por Zebarjadi, ef a/.(2011),
Maumann et af (2006) y Mathur & Ahuja, (1991)
también se observo la formacion de raices a partir del
callo farmado, Ios resultados sugieren gue este eventa
es caracteristico de Ia familia Valerianaceae

Suspensiones celulares: Cinética celular

Esquivel & Escalant, (1994) recomiendan que a escala
de laboratorio, se inicie el establecimiento de la
suspension con cantidades pequefias de calla, por ende
para establecimiento de Ias suspensiones celulares de
Valeriana pyramicals, se transfirio 1 g de callo friable a
20 mi de medio liquido. Freire, (2013) y Pérez, (2010)
mencionan oue se puede emplear de 1.ga 20 g de callo,

suspension serd mayor. Antes de comenzar can los
conteas celulares, Ias suspensiones fueron tamizadas,
obteniéndose una suspensian homagénea, Mustafa et
al, (2011) enuncian gue una suspensién celular
homogénea se prefiere como modelo de estudio, ya que
provee una alta reproducibilidad en los experimentos
Durante el desarmlo celular de Valeriana pyramidais
se identifict & fases de crecimiento. La fase de retrasa
(fase 1) se evidencio a los 6 dias de cultvo. Roca &
Mroginski, (1933) menciona gue durante el transcursa
de esta fase [as células se adaptan a su nUeva entorna
y por tanto no se da la divisien celular. La fase
expanencial (fase 2) se extiende del dia 6 hasta el dia
20, esta etapa se caracteriza por un crecimienta celular
acelerado y aumento del volumen celular. A partir del
dia 24 5e denota la fase de desaceleracion (fase 3) que
segun Villalohos & Garcia, (2012) esta asociada al
agotamiento de los nutrientes en la suspension asi
como al agrupamiento de Ias células. Entre el dia 21 y
24 se denota la fase crecimiento lineal. A partir del dia
25 el crecimiento celular empieza a disminur, esta fase
se describe coma desaceleracion progresiva (fase 4,y
a partir del dia 27 la densidad celular se mantiene
siendo esta la fase estacionaria (fase 5).

El andlisis estadistico de la cinética celular de los
tratamientos empleados en el establecimiento de
suspensiones TS1 (25 mg/L), TS2 (20 mgiL) y TS3

sin embargo, el tiempo de establecimiento de la (15 mg/), reveld que no existen diferencias
25000
20850
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% e
a
250
100
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Figura 3. Comparacien de curvas de cinética celular para los tratamientos TS, TS2y TS3 errpleados en e establecimiento de suspensiones

celulares de Vaieriana pyramicals.
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planta patrimorial para el Distrito Metropolitano de
Quito, ya que forma parte de su historia botdnica. (2] Por
su actividad calmarnte, artiespasmddica, carminativa,
estimuiarte e hipnotica se utliza para tratar todo tipo
problemas nerviosos, rigrafta ¢ insomnio.[3] Dentro de
Ia medicina empirica y ancestral ecuatoriana se ha
considerado como una planta mégica al ser empleada
por curanderos en el tratamiento de dolencias de origen
fololérico, o sobrenatural como son &l esparto y mal de
viento [4]

Valeriana  pyramidelis  ha sido  desrita
taxonémicamente, sin embargo, no se ha publicado
ningdn  articulo  cientico sobre sus  metaboliios
secundarios o sobre la produccion in vito de los
mismos.[3] Estudios realizados en olras especies del
género valeriana revelan que los compuesios bioactivos
s localizan en mayar cartidad en les raices y rizomas
de la plarta.[5]

En cuanto a la produccion i viro de metabolitos
secundarios. Salleset &/, (2002) estandarizaron un
protocolo para | propagacion in vitro de Valenana
glechomifolia, obteniendo con &ito plantulas de las
cuales se empled sus raices y rizomas para cuartificar
la cantidad de valtralos que son monoterpencs
irridoides diénicos y representan los principios activos
de la famile Valerianecese[6] En investigaciones
subsiguientes se evalud la produceion de valtratos en
célues no transformades (callos), suspensiones
celulares y raices, comprobandose la aplicabilidad de 2
téenica de culivo i viro para la cuanificacien y
produceién de metabalitos secundarios. (7] EI abjetivo
de la preserte investigacion fue  establscer
suspensiones celulares de Valeriana pyramidalis como
un estudio base para la fulura cuanficacion de sus
metabolitos secundarios.

II. METODOLOGIA

Recoleccién del material vegetal
Se identificd s plantas en chacras, pastizales y bordes
de camino cercanos a la hacienda “Santa Inés” (latitud
E 17790840; longitud N 0953006, altitud 2725 msnrm)
que estd ubicada en la parroquia Fintag-Ecuador. Se
seleccionaron diez plartas vigorosas y visiblemente
sanas. Se extréjo la plarta completa colocandose en
macetas que conterian fiema propia del lugar, las
plartas recolectadas fueron trasladas hacia los
invernaderos ubicados en los pasillos exteriores del
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la
Universidad de las Fuerzas Armadas (ESPE)
Sangolqui-Ecuador.

Identificacion de la especie
Para |a identificacion del material vegetal se emples el

método de comparacion, donde se compararon las
plantas recolectadas en campo con las especies de
valeriana existentes en el Herbario QBA de Ia Facutad
de Ciencias Bioldgicas de la Pontficia Uriversidad
Catolica del Ecuador (PUCE), para la confirmacion d la
identidad taxormica de las mismas, se contd con el
apoyo de Carol Auer experla en botanica e
investigadora del Departarmento de Ciencias Vegetales
de la Universidad de Gornectiout (EEUY) y Tatiana
Jaramillo, directora técnica del Jardin Botanico de
Quite.

Aclimatacién y tratamiento fitosanitario

La fase de aclimatacion se llevd @ cabo en los
invernaderos  artes mencionados. Se realizé la
aclimatacion el mismo dia del muestreo,

cuidadosamente s retird ka tierra de las raices para
luego sumergirlas en una solucion de enraizador
universal (principios activos: AIB, AIA, Citoquinina y
Arginiraja 1 mLAL de concentracisn por 15 minLtos,
finalmente se sembré cada planta agiegando a las
macetas una mezcla preparada de turba, tiera negra y
cascajo en proporciones de 2:1:1.[8] Se aplico un
tratamiento fitosanitario a las plartas que consistic en la
aspersion foliar de soluciones fungicidas Carbelac
(principio activo: Carbendazim 500 g/l) a una
concentracion 3 mUL y Captan 80 PM (principio activo:
Captan 800grkg) a una concentracién de 3 giL, se aplicé
dicho tratamiento 2 veces por semana durante 30
dias [9]

Seleccion del material vegetal
Valeriana pyramidalis se caracteriza por tener hojas
compuestas cuyo nimero de foliolos es impar con un
foliolo terminal al final del racyis.[3] En este estudio se
utilizé foliolos termirales y primarios por presentar
mayor area foliar con relacion a los terciarios,
seleceionéndose hojas évenes debido a que las células
vegetales presentan mayor actividad regenerativa y los
tejidos menor diferenciacion celular lo que permite un
mejor desarrallo in vitro,[10]

Desinfeccién y establecimiento de foliclos
Las hojas seleccionades fueron lavadas en agua
coftiente por § minutos, a cortinuacion se cortd foliolos
terminales y primarios que fueron sumergidos en una
solusion de detergente comercial a una Goncertracian
del 1% piv mas Tween-207 al 2% por 10 minutos en
agitacion continua, luego s realizd 3 lavados del
material vegetal con agua destilada estéril. En camara
de flujo laminar, los foliolos fueron sometidos @ una
solucion  de  hipoclorite de  sodie a  diferentes
concentraciones (0.5, 0.8 y 1% viv), con tiempos de
inmersion de 5y 10 minutos. (9]

A continuacién se efectuaron 3 lavados con agua

EGUADOR ES CALIDAD: Revista Gientifisa Ecusterian., 2015, Vol. 2, No. 1.
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planta patrimorial para el Distrito Metropolitano de
Quito, ya que forma parte de su historia botdnica. (2] Por
su actividad calmarnte, artiespasmddica, carminativa,
estimuiarte e hipnotica se utliza para tratar todo tipo
problemas nerviosos, rigrafta ¢ insomnio.[3] Dentro de
Ia medicina empirica y ancestral ecuatoriana se ha
considerado como una planta mégica al ser empleada
por curanderos en el tratamiento de dolencias de origen
fololérico, o sobrenatural como son &l esparto y mal de
viento [4]

Valeriana  pyramidelis  ha sido  desrita
taxonémicamente, sin embargo, no se ha publicado
ningdn  articulo  cientico sobre sus  metaboliios
secundarios o sobre la produccion in vito de los
mismos.[3] Estudios realizados en olras especies del
género valeriana revelan que los compuesios bioactivos
s localizan en mayar cartidad en les raices y rizomas
de la plarta.[5]

En cuanto a la produccion i viro de metabolitos
secundarios. Salleset &/, (2002) estandarizaron un
protocolo para | propagacion in vitro de Valenana
glechomifolia, obteniendo con &ito plantulas de las
cuales se empled sus raices y rizomas para cuartificar
la cantidad de valtralos que son monoterpencs
irridoides diénicos y representan los principios activos
de la famile Valerianecese[6] En investigaciones
subsiguientes se evalud la produceion de valtratos en
célues no transformades (callos), suspensiones
celulares y raices, comprobandose la aplicabilidad de 2
téenica de culivo i viro para la cuanificacien y
produceién de metabalitos secundarios. (7] EI abjetivo
de la preserte investigacion fue  establscer
suspensiones celulares de Valeriana pyramidalis como
un estudio base para la fulura cuanficacion de sus
metabolitos secundarios.

II. METODOLOGIA

Recoleccién del material vegetal
Se identificd s plantas en chacras, pastizales y bordes
de camino cercanos a la hacienda “Santa Inés” (latitud
E 17790840; longitud N 0953006, altitud 2725 msnrm)
que estd ubicada en la parroquia Fintag-Ecuador. Se
seleccionaron diez plartas vigorosas y visiblemente
sanas. Se extréjo la plarta completa colocandose en
macetas que conterian fiema propia del lugar, las
plartas recolectadas fueron trasladas hacia los
invernaderos ubicados en los pasillos exteriores del
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la
Universidad de las Fuerzas Armadas (ESPE)
Sangolqui-Ecuador.

Identificacion de la especie
Para |a identificacion del material vegetal se emples el

método de comparacion, donde se compararon las
plantas recolectadas en campo con las especies de
valeriana existentes en el Herbario QBA de Ia Facutad
de Ciencias Bioldgicas de la Pontficia Uriversidad
Catolica del Ecuador (PUCE), para la confirmacion d la
identidad taxormica de las mismas, se contd con el
apoyo de Carol Auer experla en botanica e
investigadora del Departarmento de Ciencias Vegetales
de la Universidad de Gornectiout (EEUY) y Tatiana
Jaramillo, directora técnica del Jardin Botanico de
Quite.

Aclimatacién y tratamiento fitosanitario

La fase de aclimatacion se llevd @ cabo en los
invernaderos  artes mencionados. Se realizé la
aclimatacion el mismo dia del muestreo,

cuidadosamente s retird ka tierra de las raices para
luego sumergirlas en una solucion de enraizador
universal (principios activos: AIB, AIA, Citoquinina y
Arginiraja 1 mLAL de concentracisn por 15 minLtos,
finalmente se sembré cada planta agiegando a las
macetas una mezcla preparada de turba, tiera negra y
cascajo en proporciones de 2:1:1.[8] Se aplico un
tratamiento fitosanitario a las plartas que consistic en la
aspersion foliar de soluciones fungicidas Carbelac
(principio activo: Carbendazim 500 g/l) a una
concentracion 3 mUL y Captan 80 PM (principio activo:
Captan 800grkg) a una concentracién de 3 giL, se aplicé
dicho tratamiento 2 veces por semana durante 30
dias [9]

Seleccion del material vegetal
Valeriana pyramidalis se caracteriza por tener hojas
compuestas cuyo nimero de foliolos es impar con un
foliolo terminal al final del racyis.[3] En este estudio se
utilizé foliolos termirales y primarios por presentar
mayor area foliar con relacion a los terciarios,
seleceionéndose hojas évenes debido a que las células
vegetales presentan mayor actividad regenerativa y los
tejidos menor diferenciacion celular lo que permite un
mejor desarrallo in vitro,[10]

Desinfeccién y establecimiento de foliclos
Las hojas seleccionades fueron lavadas en agua
coftiente por § minutos, a cortinuacion se cortd foliolos
terminales y primarios que fueron sumergidos en una
solusion de detergente comercial a una Goncertracian
del 1% piv mas Tween-207 al 2% por 10 minutos en
agitacion continua, luego s realizd 3 lavados del
material vegetal con agua destilada estéril. En camara
de flujo laminar, los foliolos fueron sometidos @ una
solucion  de  hipoclorite de  sodie a  diferentes
concentraciones (0.5, 0.8 y 1% viv), con tiempos de
inmersion de 5y 10 minutos. (9]

A continuacién se efectuaron 3 lavados con agua
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1ll.RESULTADOS Y DISCUSION

Tras realizar un andlisis exploratoria e inferencial de Ios
dans se deferming gue el mejor tratamiento de
desinfeccion considerando las variables contaminacion
y necrosis, fue el tratamiento 2 que comespande a una
concentracion de hipoclorto de sodio de 05%
vA-tiempo de inmersion de 10 minLtos, el cual, genera
porcentajes de cantaminacién del 20% y necrosis del
40%

En Ia desinfeccitn de foliolas de Valeriana pyramicialis
se empled el agente desinfectante hipaclorito de sadia,
105 resitados obtenidos, corfiman lo aseverado por
Bhajwani & Razdan en 1996, quienes mencionan que el
hipaclorito de sodio es tno de Ios agentes
desirfectantes mas efectivos en la eliminacion de
microrganismos. Segln CESVEC, (2014) cuando el
hipaclarito de sodo se adciona al agua, se genera
4ciddo hipocloroso neutral que penetra con facilidad la
pared celular de los micmorganismas matando de
manera efectiva a los patigenos

En cuarto a la necrosis Dolberg en el 2006, asevera que
Ia alta martalidad de Ios explantes se evidencia cuando
se emplea concentraciones elevadas de hipoclorita de
sadio. A pesar que Ia concetracion de hipoclorita de
sadio (05%) es baja, con refacion a las demés
cancetraciones, el tiermpa de inmersion de 10 minutos,
garantiza la obtencién de explantes asépicos, evitando
Ia necrosis del explante. E5 importante recaicar gue el
tiempo de nmersion irfuye en el nivel de
cantaminacion, més no la concentracion de hipoclorito
de sodio

Roca & Mrmginsk, (1993) recomiendan Ia agregacion de
agentes tensoactivos coma Tween 20° a la solucion
desinfectante, debido a gue patencian Ia accion del
agente desinfectante reducen |a tension superficial,
mejorando el contacto superficial entre explante y
salucién, ademas al aumentar el tiempo de inmersion la
accion del agerte desinfectante mejora, esto podia
explicar |a alta efectividad mostrada enlos ensayos
Alos 30y 60 dias de incubacion se observa la presencia
de callos trasiticidos (Figura 1), de textura fable y
caloracian bianguecina-verdosa, lamayor famnacion de
callo se daa los 60 dias, esto se debe principalmente a
quE a partr de ese tiempo gran parte de 24-D afadido
al medio es metabolizaco por el explante. [17]

En concardancia, con Lorente, (2012) Ia generacion de
callo se dio Unicamente en el envés de la hoja de
manera especifica en la nervadura central y 1o bordes
del explante, es decir |a zona de contacto con el
explante

Figura 1. Formacién de callo. &) Callo formado a I0s 30 dias de
incubacién ) callo fom ado 3 los 60 dias de incubacien la fecharaja
musstra las raices fom ada a part dl callo

Estudios realizados por Zebafjad, ef al, (2011), en
Valeriana  officinalls, Maumannet &, (2006) en
Valeriana glechomifolia y Mathur & Ahuja, (1991) para
Valeriana wallichil, sefialan que Ia adicién de Ia auxina
24-D al medio, permite la exitosa formacién de callo en
el explarte. En la preserte investigacion se observé la
formacién de callo en todos Ios tratamientos que
incluian 13 auxina 24-D, mientras que en el fratamierto
cantral, no hubo formacien de calla, estos resultados
canfirman el efecto difecto de la hormona 24-D, en la
des ciferenciacion de tefidos y formacion de callo
n oon
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Figura 2. Porcentse de farmacisn de callopor explante con respecto
ala concertracion de 2,4-D, ratamiertos evaluados a s 30 dias de
incubacin
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