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Resumen

Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. conocida como hoja de aire, es una planta suculenta originaria
de Madagascar y el sur Africa, y se la considera como una especie invasora en Ecuador. Es
ampliamente estudiada por sus propiedades medicinales, atribuidas a sus metabolitos
secundarios como flavonoides, antioxidantes y fenoles. La presente investigacion busca
establecer suspensiones celulares de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. y analizar fisico-
guimicamente el callo y las suspensiones celulares por medio de la técnica de voltametria de
pulso diferencial. Para el establecimiento de suspensiones celulares se evaluaron tres
tratamientos y un tratamiento control, el medio de cultivo estaba enriquecido con sales Woody
Plant Medium (WPM) y la variacion en la combinacion de los reguladores de crecimiento 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y 6-bencilaminopurina (6-BAP). Para el andlisis fisico-quimico se
envio 30 gramos de callo y 20 mL de la suspension celular de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. a
la Pontificia Universidad Catoélica del Ecuador (PUCE). Se determiné que el tratamiento con
mejor resultado, fue el medio de cultivo suplementado con 1 mg/L de 6-BAP y 0,5 mg/L de 2,4-
D, obteniendo una concentracidn celular de 2442000 células/mL. Con relacién al andlisis fisico-
guimico, se determinaron tres picos anddicos en los voltamperogramas tanto del callo como de
la suspension celular, adicionalmente, el callo tenia un mayor indice electroquimico con 15,75

MA/V, en relacion a la suspension celular con 9,34 yA/V.

Palabras clave: Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers., suspensién celular, voltametria de

pulso diferencial, indice electroquimico.
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Abstract

Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. known as air leaf, is a succulent plant native to Madagascar
and southern Africa, and is considered an invasive species in Ecuador. It is widely studied for its
medicinal properties, attributed to its secondary metabolites such as flavonoids, antioxidants
and phenols. The present research seeks to establish cell suspensions of Kalanchoe pinnata
(Lam.) Pers. and physically-chemically analyze the callus and cell suspensions through the
differential pulse voltammetry technique. For the establishment of cell suspensions, three
treatments and a control treatment were evaluated. The culture medium was enriched with
Woody Plant Medium (WPM) salts and the variation in the combination of the growth regulators
2,4-dichlorophenoxyacetic (2,4- D) and 6-benzylaminopurine (6-BAP). For physical-chemical
analysis, 30 grams of callus and 20 mL of the Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. cell suspension
were sent to the Pontifical Catholic University of Ecuador (PUCE). It was determined that the
treatment with the best results was the culture medium supplemented with 1 mg/L of 6-BAP and
0.5 mg/L of 2,4-D, obtaining a cell concentration of 2442,000 cells/mL. In relation to the
physical-chemical analysis, three anodic peaks were determined in the voltammograms of both
the callus and the cell suspension. Additionally, the callus had a higher electrochemical index

with 15.75 pA/V, in relation to the cell suspension with 9 .34 pA/V.

Keywords: Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers., cell suspension, differential pulse

voltammetry, electrochemical index.



14

Capitulo I: Introduccién

Planteamiento del problema

Las plantas medicinales son ampliamente utilizadas en los paises en desarrollo (Tres,
2006), debido al acceso, bajo costo (Bussmann & Sharon, 2018), variedad y actividad bioldgica
de uso tradicional (Monge, 2003). No existen regulaciones que limiten su uso (Tres, 2006), y no
hay un control de los efectos toxicos o terapéuticos de los principios activos (Tres, 2006), por lo
que, en la actualidad no se han encontrado pruebas cientificas que promuevan el uso de
medicinas alternativas (Vallejo & Peral, 2012).

Tuta et al., (2021) mencionan que, en la busqueda de un remedio para el dolor de
calculos en la vejiga o en el rifidn entre los siglos XVl y XIX, los médicos realizaban extractos
de plantas con uso terapéutico en el Nuevo Reino de Granada, que, al obtener resultados
favorables, el conocimiento fue llevado a América. Las plantas tienen compuestos con actividad
biolégica y principios activos, por lo tanto, al realizar un extracto, es dificil relacionar la
presencia de un compuesto especifico (Monge, 2003).

Ecuador es considerado un pais con megadiversidad en especies, un ejemplo es el
género Kalanchoe, teniendo a Kalanchoe blossfeldiana, Kalanchoe daigremontiana, Kalanchoe
pinnata y un hibrido conocido como Kalanchoe x houghtonii en las regiones Costa, Sierra 'y
Amazonia, mientras que en Galapagos se han registrado siete especies, entre ellas: Kalanchoe
blossfeldiana, Kalanchoe diagremontiana, Kalanchoe eriophylla, Kalanchoe Fedtschenkol,
Kalanchoe gastonis-bonnieri, Kalanchoe pinnata y Kalanchoe tubiflora (Vargas et al., 2022).

Kalanchoe pinnata es una especie antigua, cuyos primeros registros se mencionan en
las Islas Galapagos en el afio 1905 (Vargas et al., 2022). Florece desde noviembre hasta
marzo y se reproduce faciimente por semillas, o regeneracién clonal a partir de hojas caidas o

raices (Gonzélez de Lebn et al., 2016).


https://www.zotero.org/google-docs/?J1CEbG
https://www.zotero.org/google-docs/?J1CEbG
https://www.zotero.org/google-docs/?h630fE
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Los metabolitos secundarios son utilizados en varias industrias, por lo tanto, la
biotecnologia y el cultivo de tejidos son beneficiosos, debido a que, permiten un rapido
crecimiento, optimizacion, extraccion de metabolitos secundarios de callo, y por consiguiente,
una mayor produccién de las caracteristicas o principios bioactivos de plantas u organismos (N.

Pérez & Jiménez, 2011).

Justificacion del problema

Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. es utilizada, por sus principios activos, para el
tratamiento de heridas, inflamaciones (Dos Santos et al., 2018), y enfermedades incluido el
cancer (Hernandez et al., 2022). En Ecuador es utilizada para moretones y aliviar el dolor de
fracturas (Ahamad et al., 2011). Su extracto es estudiado por su riqueza en flavonoides, fenoles
y antioxidantes (Rao et al., 2023).

Kalanchoe pinnata L. es una planta medicinal tradicional presente en paises como
Africa, India y Brasil, en donde realizan extractos acuosos, organicos y etandlicos de hojas
enteras (Saravanan et al., 2020), convirtiéndose en una fabrica de productos quimicos verdes
(Niazian, 2019).

Los metabolitos secundarios obtenidos a partir de una muestra vegetal pueden ser
bajos en términos de produccién, por tal motivo, el uso de células en suspension es el método
utilizado en industrias para una mayor obtencién de compuestos bioactivos (Garcia et al.,

2019).

Objetivos

Objetivo general

Establecer suspensiones celulares y analizar fisico-quimicamente el callo y

suspensiones de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. cultivadas in vitro, para determinar la
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presencia de metabolitos secundarios.

Objetivos especificos

e Optimizar un medio de cultivo para suspensiones celulares a partir del callo de
Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. cultivado in vitro, en la Universidad de las
Fuerzas Armadas ESPE, en Sangolqui, provincia de Pichincha.

e Realizar el analisis fisico-quimico de callo y la suspension celular de Kalanchoe
pinnata (Lam.) Pers. para determinar la presencia de metabolitos secundarios en
la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, en Sangolqui, provincia de

Pichincha.

Hipotesis
El callo y las suspensiones celulares de Kalanchoe pinnata (Lam) Pers. presentan

metabolitos secundarios, determinados por medio de un andlisis fisico-quimico.
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Capitulo Il: Marco Teorico

Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers.

Origen y distribucién

Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. u hoja de aire, es una planta originaria de Madagascar
y el sur de Africa (Smith, 2004), y se la considera como una especie invasora en Asia,
Australia, Nueva Zelanda, Indias Occidentales, Macaronesia, Mascarefias, Galapagos,
Melanesia, Polinesia y Hawai (Ahamad et al., 2011), Panama, Ecuador, Colombia, México y
Venezuela (Navarro et al., 2023).
Figura l

Distribucion de Kalanchoe pinnata L. en América.
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Nota. Tomado de Gonzalez (2015).

Taxonomia

Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. tiene como clasificacion taxonémica:
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta (Ahamad et al., 2011).

Division: Magnoliophyta
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Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Saxifragales
Familia: Crassulaceae
Subfamilia Kalanchoe
Geénero: Kalanchoe

Especie: Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. (Guillot et al., 2009).

Descripcion botanica

Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. es una suculenta, que generalmente se cultiva en
jardines, como hierba o arbusto (Hernandez et al., 2022), o también, se la puede encontrar de
forma silvestre (Ahamad et al., 2011).

Crece entre 0,3 a 1,5 metros de alto, con tallos huecos, que muestran coloracion clara si
es tejido viejo, y coloracién rojiza moteada con blanco, si su tejido es joven (Ahamad et al.,
2011). Sus hojas son verdes, opuestas, compuestas, simples y festoneadas, con bordes rojo
oscuro, y con una ligera tendencia a morado oscuro (Hernandez et al., 2022).

Sus flores son generalmente rojizas, colgantes (Ahamad et al., 2011), y acampanadas
(Hernandez et al., 2022).

Se reproduce por medio de semillas pequefias o por medio de sus hojas (Ahamad et al.,

2011).
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Figura 2

Kalanchoe pinnata L.

Nota. A) Planta de Kalanchoe pinnata L. con un mes de crecimiento, B) Planta de Kalanchoe

pinnata L. con 3 meses de crecimiento.

Cultivo in vitro

El cultivo in vitro de tejidos vegetales es una herramienta que ayuda a potenciar la
teoria celular y la totipotencia (Loyola & Ochoa, 2018). Permite la produccion de compuestos
bioactivos utilizando como materia prima a las plantas (N. Pérez & Jiménez, 2011). Entre las
aplicaciones de cultivo de tejidos in vitro se destaca, el estudio en biogenética y enzimas, para
aislar metabolitos secundarios (Loyola & Ochoa, 2018).

El cultivo de tejidos in vitro permite un mayor control de factores bibticos y abidticos,
mejorando el rendimiento de multiplicacion y produccion de especies vegetales (N. Pérez &
Jiménez, 2011). Los factores necesarios para desarrollar y utilizar cultivo in vitro son:
seleccionar un explante con las caracteristicas requeridas en el experimento, eliminar
contaminantes a través de protocolos de desinfeccion, utilizar un medio de cultivo con los
nutrientes necesarios para la especie y controlar las condiciones en un cuarto de incubacion

(Loyola & Ochoa, 2018).
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Callogénesis

Un callo es una agrupacion de células no diferenciadas (Alcantara et al., 2019). En la
naturaleza, las plantas generan callo como resultado del exceso de auxinas (Roca & Mroginski,
1993). La callogénesis es un proceso de desdiferenciacion, en el que las células se encuentran
en division activa (Beraud et al., 2014). A nivel de laboratorio, las especies vegetales pueden
ser inducidas a callo en dependencia al tipo de explante, medio de cultivo enriquecido con
variacién en la concentracion de reguladores de crecimiento, caracteristicas genéticas, entre
otros (Beraud et al., 2014). La velocidad de aparicion del callo dependera de la especie
introducida.

Los callos pueden mantenerse si se utiliza un medio fresco, 0 a su vez se pueden
inducir a formar brotes, embriones, raices, etc., si se enriquece el medio con los reguladores de

crecimiento adecuados (Alcantara et al., 2019).

Suspensiones celulares

Las suspensiones celulares permiten observar el estado metabdlico, fisiol6gico y
bioguimico de la especie estudiada, ademas, optimiza la produccién de metabolitos
secundarios en un medio con nutrientes necesarios (Sanchez et al., 2015).

Las células se distribuyen de manera homogénea en el medio de cultivo, por lo tanto,
mejora la captacion de oxigeno y nutrientes (Arias et al., 2009).

En las suspensiones se forman agregados naturalmente, debido a la incorrecta
separacion celular, este hecho afecta a la capacidad metabdlica, sin embargo, uno de los
factores controlables que ayudan a que no ocurra esto en especifico es la agitacion, ya que,

homogeniza el medio debido a la velocidad constante (Arias et al., 2009).
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Recuento celular

El crecimiento celular se observa a través de un incremento del namero de células
(Arredondo & Voltolina, 2007). La densidad celular es la cantidad de células presentes en un
volumen determinado, existen varios métodos para medir la densidad celular, sin embargo, el
método mas utilizado es el recuento celular por medio de un microscopio 6éptico, debido a la
sencillez y bajo costo (Hoffman, 2006).

Para realizar un conteo celular mediante un microscopio 6ptico se pueden utilizar varias
camaras comunes, como Petroff Hauser, Speirs Levy, Hematocitometro Neubauer,
Hematocitometro Fuchs-Rosenthal, Palmer Maloney y Sedgwick-Rafter (Arredondo & Voltolina,
2007).

A pesar de que el conteo celular por microscopia es el método més utilizado (Hoffman,
2006), se deben tener en cuenta varios parametros para obtener resultados reproducibles,
estos parametros conllevan la seleccidn de la muestra, la dilucién, la camara de recuento, el
objetivo (4x, 10x, 40x, 100x) del microscopio y la técnica con la cual se llenara la camara
seleccionada (Arredondo & Voltolina, 2007).

La camara de conteo celular mas utilizada en cultivo de tejidos es el hematocitbmetro
de Neubauer, con una area de recuento de 0,9 mm2 (Arredondo & Voltolina, 2007). Para
seleccionar una cadmara de recuento celular se deben tomar en cuenta los indicadores

destacados en la Tabla 1.
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Tabla 1.

Indicadores sugeridos para la seleccion de las camaras para recuento celular.

Camara  Volumen Profundid Area  Objetivos Tamafio Densidad
(uL) ad (mm)  (mm?2) celular (um)  (cél/mL)
I | ] ] I 1 ] 1

Petroff 0,2 0,02 10 40-100 0,5-5 106-108

Hauser

Speirs Levy 0,4 0,2 2 10-20 5-75 104-106

Hematocitd 0,9 0,1 9 20-40 2-30 104-107

metro

(Neubauer)

Hematocité 3,2 0,2 16 10-20 5-75 104-106

metro

(Fuchs-

Rosenthal)

Palmer 100 0,4 250 10-45 5-150 102-105

Maloney

Sedgwick- 1000 1 1000 2,5-10 50-500 30-104

Rafter

Nota. Recuperado de Guillard & Sieracki (2005).

Metabolitos secundarios

Las plantas son consideradas fuentes de un gran porcentaje de metabolitos
secundarios, utilizados en varias industrias (N. Pérez & Jiménez, 2011). Cada afio se
descubren més de estos compuestos, lo que, tiene un gran impacto debido al costo de los
biofarmacos, su biodisponibilidad y las plantas que se encuentran en peligro de extincién, por lo
tanto, su distribucion es limitada (N. Pérez & Jiménez, 2011).

Los metabolitos secundarios son componentes que provienen del metabolismo primario
(N. Pérez & Jiménez, 2011), tienen peso molecular bajo y son variables entre una especie y

otra (Wink, 2006). Son producto de adaptaciones, simbiosis, defensa contra ataques de otros
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organismos, atraccién de polinizadores, competencia por el habitat y exposicién a diferentes
factores abioticos (Sepulveda et al., 2003).

Dentro de una planta, los metabolitos secundarios se encuentran en diferentes sitios,
sin embargo, la mayoria se almacena en tejidos bajos como flores, semillas, corteza, en
especies perennes, etc, es decir, en lugares importantes para la supervivencia y reproduccion
(Wink, 2006).

Cada grupo de metabolitos secundarios tiene funciones especificas, siendo los
alcaloides los encargados de las funciones fisiologicas, las pectinas transportan nitrogeno y
componentes almacenados, los fenoles y flavonoides protegen de los rayos ultravioletas (Wink,
2006).

Entre una de las propiedades bioactivas de Kalanchoe pinnata L. esta su actividad
antiinflamatoria, debido a la presencia de flavonoides y terpenos, ademas, los metabolitos
secundarios mas abundantes y destacados de esta planta son la quercetina y la rutina

(Escobar et al., 2022).

Técnicas para el andlisis de metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios han sido estudiados a lo largo de los afios con diferentes

técnicas que dependen del tipo de compuesto que se requiera analizar.

Espectrofotometria

La espectrofotometria es una técnica cuantitativa que indica la concentracion del
compuesto a analizar (Diaz et al., 2010). Para esta técnica se necesita un espectrofotémetro,
una balanza, un potenciémetro y un agitador, ademas, se necesita conocer parametros

especificos para cada compuesto que se proceda a analizar, como se observa en la Tabla 2.
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Tabla 2

Compuestos analizados por espectrofotometria con su descripcion y reactivo caracteristico.

Compuesto Reactivo Descripcion Longitud de
onda (nm)
I ] | ] |
Alcaloides Verde de bromocresol Complejo alcaloide-verde 470
(BCG) Color amatrillo
Alcaloides Dragendorff Complejo bismuto- 435
alcaloide.

Color amatrillo

Fenoles Folin-Ciocalteu Color azul 700
Taninos Folin-Ciocalteu Para secuestrar a los 700
taninos se una gelatina al
10 %
Flavonoides Cloruro de aluminio Se usa metanol 420
Flavononas 2,4- Selectivo 470
dinitrofenilhidrazonas No es visible para

flavonas y flavonoides

Glucdsidos Picrato de sodio Libera el HCN 495
cianogénicos Color amarillo a naranja-
rojo

Nota. Recuperado de Rojas et al., (2015).

Capacidad antioxidante

Ensayos de transferencia de electrones

Los ensayos de transferencia de electrones son técnicas que cuantifican la actividad
antioxidante (Fernandez et al., 2006). Los compuestos antioxidantes reaccionan ante la
presencia de un agente oxidante, es decir, un radical que al ser liberado sera inhibido o
reducido por la capacidad antioxidante de los compuestos analizados, este radical debe ser

especifico para cada compuesto como se observa en la Tabla 3.
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Tabla 3

Ensayos de transferencia de electrones para determinar la capacidad antioxidante, la técnica

se realiza por medio de espectrofotometria.

Ensayo Especie iniciadora Descripcion Longitud de
onda (nm)
| | | | 1
DPPH (2,2-difenil-1- Radical DPPH* Se observa cuando 515
picrilhidrazil) existen un descenso en
DPPH*
ABTS (2,2-azino- Ferrilmioglobina Se observa cuando 414
bis(3- H,0, existen un descenso en
etilbenzotiazolina-6- K,S,0g ABTS*
sulfénico)) ABTS*
FRAP (Poder Cuando hay reduccion 593
antioxidante deTPTZ — Fe?*y
reductor férrico) TPTZ — Fe?**

Nota. Recuperado de Fernandez et al., (2006)
Ensayos de transferencia de atomos de hidréogeno

Este tipo de ensayos cuantifican la capacidad antioxidante, y van a depender del
namero y ubicacién de los grupos hidroxilo (Fernandez et al., 2006), o en su caso los grupos

gue contengan hidrégeno en su estructura, como los polifenoles, entre otros.

Tabla 4

Descripcion y caracteristicas de los ensayos de transferencia de atomos de hidrogeno.

Ensayo Especie Descripcion Técnica Longitud de




iniciadora onda (nm)
] 1
TRAP AAPH (radicales Consumo de Electrodo de Fase de
(Capacidad peroxilo) oxigeno oxigeno retraso
antioxidante
equivalente de
TROLOX)
ORAC AAPH Reduccion de la Fluorimetria 540
(Capacidad de H,0,-Cu?* caida de 565
Absorcion de fluorescencia
radicales CuSO0,
oxigeno)
DCFH-DA (2,7- AAPH (radicales Inhibicién de Espectrofotomet 504
diclorodihidroflu peroxilo) oxidacién ria 529
oresceina de DCFH-DA Fluorimetria
diacetato)
Crocina ABAP (radicales Inhibicion de la  Espectrofotomet 443
peroxilo) oxidacion de ria

crocina

Nota. Recuperado de Fernandez et al., (2006).
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Capitulo lll: Materiales y métodos

Localizacion del laboratorio

El laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Universidad de las Fuerzas
Armadas ESPE, sede Matriz, se ubica la Avenida General Rumifiahui en Sangolqui, canton
Rumifahui, provincia de Pichincha. La parte experimental del trabajo de integracién curricular

se llevd a cabo en este laboratorio.

Fase de campo

Obtencién del material vegetal

El material vegetal se obtuvo de plantas de Kalanchoe pinnata (Lam) Pers.

aclimatizadas en Sangolqui, Pichincha.

Seleccion del material vegetal

El material vegetal para el establecimiento in vitro, fue seleccionado de hojas de
Kalanchoe pinnata (Lam) Pers. de un tamafio de 6 a 8 centimetros, las cuales se encontraban

en un estado intermedio entre jovenes y maduras.

Fase de laboratorio

Desinfeccion del material vegetal

El protocolo de desinfeccion para las hojas de Kalanchoe pinnata (Lam) Pers. consistio,
en primer lugar, en un lavado con agua corriente para eliminar las impurezas de mayor tamafio.
En segundo lugar, el material vegetal fue sumergido durante 10 minutos en una solucién de
detergente al 1%, posteriormente se lavd con agua corriente. En tercer lugar, el material

vegetal fue colocado en una solucion de pesticida “Naturam” al 1% de concentracion por 10
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minutos, a continuacion se retird la solucion. En cuarto lugar, se colocé al material vegetal, una
solucién de hipoclorito de sodio al 1% por 10 minutos. Finalmente, en una cadmara de flujo

laminar se realizaron tres lavados con agua destilada estéril (Torres, 2017).

Medio parala induccion a callo

El medio de cultivo utilizado para la obtencién de callo fue el descrito por Masabanda
(2023), se utilizaron 30 g/L de sacarosa comercial, 2,41 g/L de sales minerales WPM, 1,5 mg/L
del regulador de crecimiento 2,4-D. Como agente gelificante se utilizé 2,1 g/L de Phytagel y se

ajusto el pH entre 5,7 y 5,8. El medio de cultivo y sus componentes se autoclavaron a 121°C.

Induccion acallo

En las hojas de Kalanchoe pinnata (Lam) Pers. desinfectadas, se realizaron cortes en
los bordes y se formaron segmentos de hojas de 2 centimetros. Se sembraron dos segmentos
de hoja por frasco con 30 ml de medio de cultivo. Posteriormente, los frascos fueron incubados

en la sala de incubacion.

Optimizacién de medio de cultivo para suspensiones celulares

El medio de cultivo para el establecimiento de suspensiones celulares de Kalanchoe
pinnata (Lam) Pers. fue descrito por (Pérez, 2015), se utilizaron 30 g/L de sacarosa comercial,
2,41 g/L de sales minerales WPM, con 3 variaciones en la concentracion de los reguladores de
crecimiento 6-BAP y 2,4-D para cada tratamiento, como se describi6 en la Tabla 2. Para cada
uno de los tratamientos se aplicé 5 repeticiones. Se ajusté el pH entre 5,7 y 5,8.

Posteriormente, el medio de cultivo se autoclavé a 121°C.
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Tabla 5.

Tratamientos aplicados para el establecimiento de suspensiones celulares.

Tratamiento 6-BAP (mg/L) 2,4-D (mg/L)
I I I
TO (control) 0 0
T1 0,5 0,25
T2 1 0,5
T3 1,5 0,75

Establecimiento de suspensiones celulares

Las suspensiones celulares de Kalanchoe pinnata (Lam) Pers., se establecieron a partir
de callo friable sin oxidacion. En la camara de flujo laminar se pes6 1 g de callo friable y se
sembro6 en matraces de 50 ml, con 20 ml de medio de cultivo. Las suspensiones celulares se

incubaron en oscuridad y con agitacién constante a 110 rpm en un agitador orbital.

Analisis de varianza (ANOVA)

Para realizar el analisis estadistico, se eligié un disefio experimental completamente al
azar (DCA), se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) con una prueba de Duncan, tomando
en cuenta las variaciones en la concentracion de los reguladores de crecimiento 2,4-D y de 6-
BAP, en el medio de cultivo para suspensiones celulares, ademas, cumple con las
caracteristicas de los factores y tratamientos sobre la variable de respuesta, que en este caso
es el crecimiento celular, el cual se evaluara por medio de un recuento celular por camara de

Neubauer, utilizando un microscopio electrénico Olympus BX41.
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Andlisis de fisico-quimico
Para el andlisis fisico-quimico del callo y las suspensiones de Kalanchoe pinnata (Lam)
Pers., se enviaron 30 g de callo y 20 ml de suspension celular a la Pontificia Universidad

Catélica del Ecuador en Quito, con lo que se realizaron los andlisis para determinar el indice

electroquimico por medio de voltametria diferencial de pulso.
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Capitulo IV: Resultados

Establecimiento de suspensiones celulares

Para el establecimiento de las suspensiones celulares, se evalué la optimizacién de los
medios de cultivo, en los cuales se cambié la concentracion de los reguladores de crecimiento
2,4-D y 6-BAP, mediante un recuento celular por camara de Neubauer con un microscopio
electronico Olympus BX41.

Figura 3

Callos de Kalanchoe pinnata (Lam) Pers.

Nota. Callos de Kalanchoe pinnata (Lam) Pers. utilizados para el establecimiento de
suspensiones celulares. A) Callo de Kalanchoe pinnata (Lam) Pers. a los 2 meses y 15 dias de
cultivo, B) Callo de Kalanchoe pinnata (Lam) Pers. a los 3 meses y 15 dias de cultivo, C) Callo
de Kalanchoe pinnata (Lam) Pers. a los 2 meses y 15 dias de cultivo, observado en el
estereomicroscopio, D) Callo de Kalanchoe pinnata (Lam) Pers. a los 3 meses y 15 dias de

cultivo, observado en el estereomicroscopio.
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Figura 4

Suspensiones celulares de Kalanchoe pinnata (Lam) Pers.

Nota. Suspensiones celulares de Kalanchoe pinnata (Lam) Pers. a los 7 dias de cultivo.

Recuento celular

El conteo de células se efectud a los 21 dias de cultivados los callos en el medio de
cultivo para la suspension celular. Las concentraciones celulares de los tratamientos se
detallan en la Tabla 6. Se contd con el crecimiento celular en todos los tratamientos (TO, T1,
T2, T3) y sus respectivas repeticiones.

La concentracién celular se obtuvo realizando un conteo de las células de los
cuadrantes exteriores, posteriormente se sumoé y dividio el total para el nUmero de cuadrantes
utilizados para el recuento, y finalmente se multiplicé por 10000, no se realizé dilucién por lo

gue no se multiplicé por un factor de dilucion.
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Figura 5

Células de la suspension de Kalanchoe pinnata (Lam) Pers.

Nota. Células de la suspensién de Kalanchoe pinnata (Lam) Pers. observadas a través de un
microscopio electronico Olympus BX41. A) Células en el primer cuadrante del T2, B) Células en
el primer cuadrante del T1, C) Células en el primer cuadrante del TO, D) Células en el primer

cuadrante del T3.
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Tabla 6

Resultados del conteo de células con camara de Neubauer a los tratamientos.

Tratamiento Repeticién Concentracién celular
(células/mL)x 103
| | | 1

TO (control) 1 1120
2 1150
3 1130
4 2015
5 1245
I ] ] 1
T1 1 1065
2 1590
3 1805
4 1960
5 1905
I 1 1 1
T2 1 3040
2 2025
3 3095
4 2020
5 2030

T3 1 1005
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935

1820

1015

1055

Una vez realizado el analisis estadistico (DCA), se observo que a los 21 dias de cultivo,

existi6 mayor crecimiento en el tratamiento T2 (2442 x 103 células/mL), en los tratamientos T1,

TO y T3, las medias no muestran diferencias significativas como se destaca en la Tabla 7. Para

el andlisis estadistico se realiz6 una ANOVA en la que se comprobé que la p sea menor a 0,05,

lo que se cumplié con una p igual a 0,0012, por lo que se acepta el analisis.

Tabla7

Andlisis de los tratamientos.

Tratamiento Medias x 103 Categoria
| 1
T2 2442 A
T1 1665 B
TO 1332 B
T3 1166 B

Nota. Detalle de las medias de los tratamientos, los que tienen una letra comdn no son

significativamente diferentes.
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Representacion del crecimiento en los tratamientos (TO, T1, T2, T3) de suspensiones celulares.
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Nota. A) Diagrama de barras que representa las medias de la concentracion celular de los

tratamientos de suspensiones celulares, B) Grafico de cajas en donde se visualiza la

concentracion celular con respecto a los tratamientos aplicados.

Se comprobaron los supuestos para normalidad y homocedasticidad. Con la prueba de

Shapiro-Wilks, se obtuvo una p de 0,022, es decir, los datos son nhormales, ya que la p debe ser

mayor a 0,001. Con respecto a la prueba de homocedasticidad, se obtuvo una p de 0,2091, es

decir, los datos son homocedasticos. Se comprueba que los datos tienen una distribucion

normal y tienen la misma varianza.
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Figura 7
Grafico Q-Q plot y diagrama de dispersion para comprobar los supuestos de normalidad y

homocedasticidad.
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Nota. A) Grafico Q-Q plot para comprobar la distribucién normal de datos, B) Diagrama de

dispersion para comprobar la homocedasticidad de datos.

Analisis fisico-quimico

Para el andlisis fisico-quimico de las suspensiones celulares y el callo de Kalanchoe
pinnata (Lam) Pers., se realizé la técnica de voltametria de pulso diferencial, para obtener el
indice electroquimico, en un barrido de potencial de -0.5 a 1.6 V. Para la suspension celular se
analiz6 el tratamiento (T2), que obtuvo mayor concentraciéon celular, en el cual se observaron
tres picos diferenciados (Figura 8A), mientras que en el callo se observaron tres picos

diferenciados (Figura 8B).
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Figura 8

Voltamperogramas de pulso diferencial de extractos metandlicos del segundo tratamiento (T2)

y del callo, en buffer de acetato, pH 4.5.
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Nota. A) Voltamperograma del tratamiento (T2) de la suspension celular, B) Voltamperograma
del callo de Kalanchoe pinnata (Lam) Pers.

Los picos diferenciados en los voltamperogramas representan a las especies antioxidantes, por
lo tanto, se determiné el indice electroquimico (El), en donde el callo de Kalanchoe pinnata
(Lam) Pers. tiene un mayor poder antioxidante, en contraste, con el tratamiento (T2) de la
suspension celular (Tabla 8).

Tabla 8

Propiedades antioxidantes determinadas usando el indice electroquimico (El).

Muestra El (WA VD)
| ] 1
Suspension celular (T2) 9.34 + 0.48
Callo 1575+ 1.61

Nota. Indice electroquimico del tratamiento (T2) de las suspensiones celulares y del callo de

Kalanchoe pinnata (Lam) Pers.
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Capitulo V: Discusién

Establecimiento de suspensiones celulares

Para que un medio sea viable y guie el tipo de crecimiento que se desea, es necesario
poner los nutrientes y requerimientos propios del objetivo que se persiga en la investigacion o
experimento (Abdelnour & Escalant, 1994), ademas, se debe considerar parametros que
influyen en la naturaleza del medio, como, los reguladores de crecimiento, las sales, los
minerales, la fuente de carbono y el pH.

El establecimiento de suspensiones celulares en Kalanchoe, tiene un estudio preliminar
por Pérez (2015), en el que se reportd que el tratamiento con 0,5 mg/L de 2,4-D y 1 mg/L de
BAP, mostr6 crecimiento celular observado por la turbidez, morfologia y viabilidad celular,
ademas, se detallé que en los dias 19 y 21, la suspensién entré en fase estacionaria.

En este experimento, se realizd un control (TO) y tres tratamientos (T1, T2 y T3), con
diferentes combinaciones de concentraciones de 2,4-D y 6-BAP, en el cual se reporté que el
segundo tratamiento (T2), con 1 mg/L de 6-BAP y 0,5 mg/L de 2,4-D, tuvo una mayor
concentracion celular, con una media de 2442 x 103 (células/mL). Las variaciones en la
combinacién de los reguladores de crecimiento, influyen en la division y tamafio celular, lo que
es un factor clave para aumentar la densidad celular en las suspensiones vegetales (Jamil
et al., 2018).

La proporcion en que se colocan los reguladores de crecimiento, determinara la
diferenciacion o desdiferenciacion celular (Ikeuchi et al., 2013), las auxinas con las citocininas
promueven la diferenciacion de células (Abdelnour & Escalant, 1994) y la concentracion celular
(Jamil et al., 2018).

El tratamiento (T2) de las suspensiones celulares, que obtuvo mayor concentracion
celular con respecto al tratamiento control (TO) y demas tratamientos (T1, T3), tenia una

proporcion de 1 mg/L de 6-BAP y 0,5 mg/L de 2,4-D, cuando la concentracién de 2,4-D es


https://www.zotero.org/google-docs/?J0P5Mq
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menor que la de 6-BAP, ademas de favorecer la divisién y concentracion celular (Abdelnour &
Escalant, 1994).

Segun Abdelnour & Escalant (1994), la relacion del volumen de medio con la masa de
callo, debe ser proporcional, y entre mas pequefios sean, el crecimiento celular se mostrara
con mayor rapidez, en este experimento se utilizé 1 g de callo friable de Kalanchoe pinnata
(Lam) Pers. en 20 ml de medio de cultivo. El callo friable promueve la liberacion de las células
al medio de cultivo (Abdelnour & Escalant, 1994).

Para el recuento celular se utilizé una camara de Neubauer, la cual se recomienda
utilizar cuando las células tienen un tamafio celular de 2 a 30 um (Arredondo & Voltolina, 2007),
y se contaron las células de los cuadrantes exteriores, lo aconsejable cuando se tienen células
mas grandes de 6 um y cultivos poco concentrados, que no necesitan dilucion.

El crecimiento en una suspension celular se puede medir por medio de la cinética de
crecimiento, que consta de las fases de adaptacion, crecimiento, estacionaria y muerte celular,
las mismas que ocurren generalmente del dia 0 al dia 25, lo que puede variar segun la especie
y el consumo de nutrientes del medio de cultivo (Pérez, 2015).

Para el género Kalanchoe, existen dos estudios (Mejia, 2021; Pérez, 2015), que
cuentan con la cinética de crecimiento en suspensiones celulares, en los cuales del dia 17 al
21, las células se encuentran en fase estacionaria, es decir, el crecimiento es constante y el
volumen no aumenta (Abdelnour & Escalant, 1994) ademas, en esta fase hay una mayor
cantidad de metabolitos secundarios (Bourgaud et al., 2001). En este experimento se realiz6 el

conteo celular a los 21 dias.

Andlisis fisico-quimicos del callo y las suspensiones celulares

Kalanchoe pinnata (Lam) Pers., es una especie vegetal estudiada por sus propiedades
medicinales, tales como, antiinflamacion, cicatrizante, antitumoral, cardiotdnica,

anticancerigena y antibacteriana (Navarro et al., 2023).
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Las propiedades medicinales cardiotonicas y anticancerigenas, se atribuyen a la
presencia de bufadiendlidos, un conjunto de polihidroxi esteroides y sus respectivos glucésidos,
un ejemplo, es la briofilina A y briofilina C (Cardozo & Gémez, 2018) , ademas, sus hojas son
estudiadas por sus brotoxinas A, By C (Navarro et al., 2023)., a quienes se les atribuye sus
propiedades antiinflamatorias, antibacterianas y anticancerigenas (Pattewar, 2012).

En el estudio de Navarro et al., (2023), se identificaron en Kalanchoe pinnata (Lam)
Pers., taninos, polifenoles, terpenoides, glucésidos, esteroides y fenoles, concluyendo que las
hojas de Kalanchoe pinnata (Lam) Pers. tienen propiedades antioxidantes, las cuales pueden
compararse con los acidos galico y ascorbico.

El indice electroquimico fue determinado utilizando la técnica de voltametria de pulso
diferencial (DPV), en donde los callos y la suspension celular (T2) de Kalanchoe pinnata (Lam)
Pers., tuvieron 3 picos anddicos diferenciados, los cuales representan las especies
antioxidantes.

En varios estudios (David et al., 2019; Escarpa, 2012; Piljac et al., 2010), se han
reportado valores de potencial para diferentes antioxidantes vistos en los voltamperogramas,
para galatos y orto-dihidro-fenoles es 0.44 V, acido ascdérbico en 0.13 V, monofenoles y meta-
difenoles de 0.67 V a 0.7 V, catecol de 0.18 a 0.22 V, acido fertico en 0.53 V, acido p-cumarico
en 0,73 V.

El indice electroquimico en el tratamiento (T2) de las suspensiones celulares fue de
9.34 + 0.48 (WA V1), y el del callo fue de 15.75 + 1.61 (WA V1), de Kalanchoe pinnata (Lam)
Pers., se observa que en el callo el valor del indice electroquimico es mayor con relacion al de
la suspensioén celular, lo que detalla un mayor poder antioxidante y predominancia de
flavonoides y contenido fendlico, observado en los potenciales anddicos bajos del
voltamperograma (David et al., 2019).

Segun (Chattopadhyay et al., 2002), los metabolitos secundarios en células vegetales

se producen y originan de manera intracelular y en pequefias cantidades. Los metabolitos
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intracelulares se encuentran en mayor concentracion con respecto a los metabolitos
extracelulares (Villas et al., 2007). Tomando en cuenta que el callo con respecto a la
suspensién celular de Kalanchoe pinnata (Lam) Pers., tiene mayor poder antioxidante y mayor
cantidad de flavonoides, fenoles y polifenoles, los metabolitos secundarios intracelulares

predominan con respecto a los extracelulares en esta especie.
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Capitulo VI: Conclusiones

Conclusiones

Se establecieron suspensiones celulares a partir de callo friable de Kalanchoe pinnata
(Lam) Pers., en todos los tratamientos (TO, T1, T2 y T3) evaluados de suspensiones celulares,
se observo crecimiento celular en el recuento con la camara de Neubauer.

Se determin6 que el segundo tratamiento (T2), obtuvo una mayor concentracion de
células con 2442000 células/mL, el medio de cultivo para este tratamiento fue enriquecido con
2,41 g/L de WPM, 30 g/L de sacarosa, 1 mg/L de 6-BAP y 0,5 mg/L de 2,4-D.

En el callo de Kalanchoe pinnata (Lam) Pers., se evidencié un mayor indice

electroquimico de 15,75 pA V1, en relacién al de la suspension celular con 9,34 pA v
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Capitulo VII: Recomendaciones

Recomendaciones

Es recomendable utilizar elicitores en la suspension celular, para evaluar si existira una
mayor concentracion de metabolitos secundarios y por consiguiente un aumento en el indice
electroquimico.

Para el establecimiento de suspensiones celulares de Kalanchoe pinnata (Lam) Pers.,
se recomienda realizar una curva de crecimiento por medio de un recuento celular cada dos
dias, adicionalmente, subcultivar la suspension celular cada 17 dias debido a que los nutrientes
del medio de cultivo son consumidos.

Es recomendable evaluar con ensayos adicionales, los metabolitos secundarios
presentes tanto en el callo como en las suspensiones celulares de Kalanchoe pinnata (Lam)

Pers., para un analisis més profundo.
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