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Resumen

Origanum majorana Linneo. comunmente denominada “mejorana” es una especie vegetal
distribuida a lo largo del continente asiatico, africano, europeo y americano donde su uso
tradicional dentro de la gastronomia y la medicina despertaron el interés en distintos campos
industriales. Sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas, gastrointestinales, y de regulacién
hormonal la han hecho llamativa para la comunidad cientifica, buscando los principios activos
que le confieren las propiedades que posee. Existen multiples publicaciones acerca de la
importancia de los principios activos que se encuentran presentes en esta especie; sin
embargo, no se encuentran publicaciones de la aplicacion de la técnica de suspensiones
celulares in vitro para obtener metabolitos secundarios. Por lo que el objetivo de este trabajo es
establecer un medio que permita maximizar el crecimiento celular de la especie cultivada en
forma de callo en un medio liquido con sales Murashige & Skoog (MS), sacarosa comercial y
suplementado con una combinacién de fitohormonas de 2,4-D y 6-BAP. Se establecié que el
medio que maximiza la concentracion celular se basa en sales MS (completo), 30 g de azucary
la combinacién de 0.2 de 2,4-D y 0.5 6-BAP mediante el recuento celular y el nivel de turbidez
del tratamiento. Por otro lado, se demostré que en muestras de callo y suspension celular se
encontraban presentes compuestos bioactivos comprobandolo bajo la técnica de voltametria
diferencial de pulso que mostr6 un mayor valor de indice electroquimico en callo (SC1) con

respecto a las muestras de suspensiones (SC2) y (SC3).

Palabras clave: mejorana, metabolitos secundarios, antioxidantes
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Abstract

Origanum majorana Linnaeus. combined called “majorana” is a plant species distributed
throughout the Asian, African, European and American continents where its traditional use in
gastronomy and medicine aroused interest in different industrial fields. Its antioxidant,
antimicrobial, gastrointestinal and hormonal regulation properties have made it attractive to the
scientific community, searching for the active ingredients that give it the properties it has. There
are multiple publications about the importance of the active principles that are present in this
species; However, there are no publications on the application of the in vitro cell suspension
technique to obtain secondary metabolites. Therefore, the objective of this work is to establish a
medium that allows maximizing cell growth of the species cultivated in the form of callus in a
liquid medium with Murashige & Skoog (MS) salts, commercial sucrose and supplemented with
a combination of phytohormones of 2,4-D and 6-BAP. It was developed that the medium that
maximizes the cell concentration is based on MS salts (complete), 30 g of sugar and the
combination of 0.2 of 2,4-D and 0.5 6-BAP by cell count and turbidity level of the treatment . .
On the other hand, it was demonstrated that bioactive compounds were present in callus and
cell suspension samples, checking them under the differential pulse voltammetry technique that
showed a higher value of electrochemical index in callus (SC1) with respect to the suspension

samples (SC2) and (SC3).

Keywords: marjoram, secondary metabolites, antioxidants.
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Capitulo I: Introduccién

Planteamiento del problema

En las ultimas décadas se han desarrollado diversas técnicas que permiten el estudio
de plantas a nivel celular y molecular permitiendo abrir una importante brecha a poderosos
avances entre estos; la generacion de variabilidad genética, seleccién de caracteristicas de

interés, identificacion de funciones y redes regulatorias (Levitus et al.,2010).

Origanum majorana Linneo., es una especie vegetal herbacea perenne aromatica, tiene
su origen en Turquia y Chipre; sin embargo, hoy en dia se encuentra distribuida en varias
zonas del Ecuador donde se presenta un clima soleado y seco. En sus hojas, tallos y flores
posee aceites esenciales y polifenoles ampliamente utilizados en la gastronomia y medicina

natural (Jiang et al., 2011).

Los componentes quimicos que se encuentran presentes en Origanum majorana
Linneo., comprenden principalmente aceites esenciales, entre otros elementos como
polifenoles, flavonoides, esteroles, triterpenos, alcaloides, cumarinas, taninos y saponinas
(Della et al ., 2019). Esta especie presenta una potente actividad antioxidante, que se le
atribuye principalmente a su elevado contenido de acidos fendlicos y flavonoides, convirtiéndola
en una opcion valiosa de suplementos para la salud y en la preservacion de alimentos (Vagi et

al., 2005).

Justificacion del problema

Las plantas de gran importancia dentro de la agricultura y el comercio moderno van mas
alla de los cultivos tradicionales de alimentos, forrajes y fibras (Sangwan et al., 2001). Las

problematicas actuales en diversas industrias incluyendo la farmacéutica, alimentaria, textil,



16

guimica orgénica y en las areas de cosméticos y perfumes han provocado una blsqueda cada
vez mas amplia de nuevos productos y combinaciones de sustancias quimicas (Roay Portilla,

2003).

El desarrollo de distintas estrategias de proteccion en plantas superiores evolucionadas
contra situaciones de estrés biodtico y abibtico se evidencia en la activacion de la produccion y
acumulacién de compuestos de bajo peso molecular denominados comunmente como
metabolitos secundarios (Sepulveda et al., 2003). Estos compuestos son esenciales en
respuesta al estrés ambiental y la defensa contra posibles depredadores y patégenos, es decir

organismos que causan distintas enfermedades (Lustre Sanchez, 2022).

Durante mucho tiempo los metabolitos secundarios de gran interés se han obtenido de
plantas silvestres o cultivas; sin embargo con el tiempo se ha evidenciado que no es un
proceso viable econbmicamente, por este motivo en la actualidad se han implementado
estrategias econdmicas y sustentables que permitan obtener estos compuestos bioactivos
(Marchev et al., 2020). El cultivo in vitro de tejidos vegetales es una tecnica eficiente y rapida
gue destaca en relacién a la propagacion convencional con respecto a la multiplicacion masiva

de las especies (Pérez et al., 2018).

Una de las alternativas para implementar nuevos e innovadores procesos
biotecnologicos sustentables que cumplan con las demandas actuales es el desarrollo de
cultivos de tejidos y organos vegetales in vitro en condiciones controladas (Marchev et al.,
2020). De esta manera se destacan distintos beneficios respecto a las tecnicas convencionales
como: la capacidad de producir de manera constante y reproducible los productos naturales de

interés (Alvarez Acufia & Pozo Cruz, 2021).
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Objetivos

Objetivo General

Establecer suspensiones celulares y realizar andlisis fisico-quimico del callo y
suspensiones de Origanum majorana Linneo. cultivadas in vitro, para determinar la presencia de

metabolitos secundarios.

Objetivos Especificos

e Establecer un medio de cultivo para la produccién de suspensiones celulares a partir de
las células madre de “majorana” Origanum majorana Linneo. cultivadas in vitro.

e Analizar el crecimiento celular de las suspensiones mediante el conteo celular con la
camara de Neubauer.

¢ Realizar el andlisis fisico-quimico de callo y la suspension celular de Origanum

majorana Linneo. para determinar la presencia de metabolitos secundarios.

Hipotesis
El analisis fisico-quimico del callo y suspensiones de Origanum majorana Linneo.

determina la presencia de metabolitos secundarios
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Capitulo Il: Marco Teorico

Mejorana dulce (Origanum majorana Linneo)
Origen y distribucién

Origanum majorana Linneo., es una hierba considerada medicinal de la familia
Lamiaceae o labiadas que pertenece al género Origanum y conocida en la medicina tradicional
como Shakhtar o Zaatar (Prerna & Vasudeva, 2015). Esta especie es autoctona de la region

mediterranea y cultivada en varios paises de Asia, Africa, Europa y América (letswaart, 1980).

Figura 1

Planta de Origanum majorana Linneo.

Descripcion botanica

La mejorana es una planta herbacea perenne, que puede llegar a tener una altura entre
30 a 60 cm, uno de sus atributos mas destacables es su olor caracteristico en todas sus partes.
Presenta tallos peludos con apariencia arbustiva, con pequefias hojas de un tamafio
aproximado de 5 a 25 mm de largo y 7 mm de ancho ovales y pecioladas de tonalidad verde
blanquecino y bracteas agrupadas que rodean a las flores diminutas en forma de ramilletes en

el eje principal (AGEXPORT, 2021).
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Taxonomia

El género Origanum es complejo por la importante variacion genética que se presenta
entre las especies, esto se le atribuye principalmente a la diversidad morfol6gica entre las
plantas y la hibridacién natural. Este género contiene humerosas especies, subespecies,
variedades e hibridos, por otro lado, presentan numerosos hombres sinénimos lo que

imposibilita su identificacién particular (Jedrzejczyk, 2018).

Tabla 1

Taxonomia de Origanum majorana Linneo.

Taxonomia
Reino Plantas
Division Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Genero Origanum
Especie Origanum majorana Linneo.

Uso y propiedades

Los aceites y polifenoles presentes en las hojas, tallos y flores de la mejorana
(Origanum majorana Linneo.) la popularizaron en la Edad Media como una especie medicinal y
condimento dentro de la cocina (Jiang, 2011). Su utilidad como aditivo alimentario tiene lugar
por los polifenoles presentes en la planta que exhiben fuertes propiedades antioxidantes, cuida

de los niveles hormonales de las mujeres (Wang et al., 2021). Por otro lado, la capacidad
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antioxidante que posee esta especie ha sido considerada util para salud humana debido a que
protege el cuerpo de radicales libres y el avance de diferentes enfermedades crénicas,
especialmente su elevado contenido de acidos fenolicos y flavonoides (Vagi et al., 2005;

Serafini et al., 2018).

La composicion quimica de la especie puede variar segun el origen de cada planta,
hasta el momento se han descrito varios componentes bioactivos como carvacrol, acido
cindmico, acido ascorbico, acetato de linalilo, cariofileno, espatulanol, entre otros (Cala et al.,

2021) (Figura 2).

Figura 2

Compuestos bioactivos presentes en mejorana (Origanum majorana Linneo.).
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Nota. La figura muestra los componentes bioactivos de los extractos de mejoran, por Cala et

al., 2021.

Su amplio perfil quimico la ha convertido en una especie con importantes actividades

farmacologicas, atribuyéndole varias propiedades a la fraccion de metabolitos secundarios
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presentes entre estas antioxidantes, antifungica, antibacteriana, antiinflamatoria,

anticancerigena, antidepresiva, analgésica, insecticida y ovicida (Kakouri et al., 2022).

Propiedades antioxidantes

Los radicales libres se producen de manera inevitable, debido a que son el producto del
uso de oxigeno de cada organismo para producir energia (Bacallao et al., 2001). Su presencia
provoca cambios negativos en la estructura y composicion de elementos celulares, los
antioxidantes actian como mecanismo de defensa interactuando con el radical libre cediéndole

un electrén para anular y/o debilitar su accién nociva (Avello & Suwalsky, 2006).

Estas propiedades han popularizado a los antioxidantes en el campo cientifico,
industrial y en los consumidores, por su defensa frente a enfermedades degenerativas, el
desarrollo del cancer y la preservacion de la salud (Garcia, 2002). La capacidada antioxidante
esta estrechamente relacionada con la presencia de metabolitos secundarios como lo son

fenoles y flavonoides (Quijada Vanegas , 2018).

Establecimiento in vitro

Los métodos de propagacion utilizados tradicionalmente presentan dificultades en el
cultivo, predisposicion a enfermedades sistémicas, productos de bajo rendimiento y calidad, por
este motivo hoy en dia como alternativa para la produccion a gran escala se utiliza como
herramienta la propagacion de cultivos in vitro que facilita obtener especies sanas y libres de

patdégenos (Torres, 2011).

Se han estandarizado diferentes protocolos de micropropagacién para el cultivo in vitro
de la mejorana (Origanum majorana Linneo.), se han planteado varios protocolos uno de estos

basados en un medio con sales Murashige y Skoog (MS) suplementado con fitohormonas 6-BAP,
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2,4-D, Kin, NAA (Elgengaihi et al., 2006). Por otro lado Manjarrés (2023), plantea que la mejor
concentracion para establecer el cultivo de la especie es a base de sales minerales Murashige &

Skoog (MS) complementado con fitohormonas 2,4-D y 6-BAP.

Cultivo in vitro de tejidos vegetales

El cultivo in vitro de tejidos vegetales se describe como el cultivo estéril de plantas o de
sus partes en recipientes de vidrio en condiciones controladas de luz y temperatura. Esta serie
de técnicas ha experimentado un continuo desarrollo a partir del siglo XX, partiendo de
investigaciones que permitieron la utilizacion de diversos medios de cultivos enriquecidos con
hormonas sintéticas y los progresos en la manipulacion fisioldgica de las plantas madre

(Suérez, 2020).

El avance en la tecnologia de cultivos de tejidos vegetales in vitro es posible gracias a la
capacidad de la totipotencia que permite la creacién de un organismo biolégico a partir que un
drgano mas simple, es decir que las células no diferenciadas pueden llegar a ser diferenciadas
y desempefiar funciones especificas dentro del organismo al que pertenecen (Navarro, 2014;

Acosta, 2015).

Medios de cultivo

Existen diferentes tipos de medios de cultivo debido a que cada uno es condicionado por
la especie y el objetivo del estudio, las diferentes formulaciones consisten son a base de medios
con distintas concentraciones especificas de minerales, carbohidratos, vitaminas y aminoacidos
(Alcaraz, 2021). Las caracteristicas del tejido que se busca cultivar y el proceso morfogenético
gue se busca conseguir son los factores de dependencia para la combinacion de componentes

del medio de cultivo (Suarez, 2020).
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Callogénesis

El proceso de formacion de callo es utilizado con diferentes finalidades, entre estas la
micropropagacién que da lugar al mejoramiento vegetal (Correia & Canhoto, 2010). Este
proceso implica una intensa desdiferenciacion y divisién celular en las condiciones 6ptimas que
dan lugar al desarrollo de conglomerados amorfos y desordenados de células no
especializadas en relaciéon con el tipo de explante, el genotipo, el medio de cultivo y la

combinacion de las fitohormonas (Rodriguez, 2014).

Son ampliamente utilizados como primer paso para la obtencién de suspenciones
celulares debido a su elevado grado de division celular y produccion de embriones soméaticos
(Rodriguez et al., 2014). Es una alternativa para el mejoramiento genetico demostrando sus
ventajas en el crecimiento funcional como via para la organogenesis y embriogenesis indirecta

en las condiciones apropiadas (Hernandez, 2021).

Suspensiones celulares

Una suspension celular se refiere a células libres o grupos de células distribuidas en un
medio liquido en constante movimiento, siendo considerado un sistema de cultivo de células
conveniente para investigaciones cientificas (Rodriguez , 2020). Su utilidad en diferentes
investigaciones se considera de gran importancia, debido a que permite cumplir con diferentes

objetivos evitando la complejidad del proceso total de un organismo vegetal (Moscatiello, 2013).

Es una poderosa herramienta utilizada como patrén que permite ejecutar estudios de
ciclo celular, bioquimica, nutricion, variacién somaclonal, expresién génica, embriogénesis,
organogénesis y la obtencién de metabolitos secundarios como antocianinas, antiquinonas,

flavonoides, polifenoles, entre otros (Fernandez, 2012; Granger, 2016).
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Reguladores de crecimiento

Los reguladores de crecimiento son hormonas vegetales que controlan distintos
procesos partiendo del crecimiento y desarrollo de las plantas e incluso la respuesta a
diferentes factores de estrés bibtico y abidtico (Chavez, 2012). La presencia y combinacion de
hormonas (auxinas y citocininas) en las células vegetales dan lugar a un desarrollo

morfogenético alterno (Jordan & Casaretto, 2006)

El uso de los reguladores de crecimiento ha logrado potenciar el mejoramiento vegetal
controlando el tiempo de crecimiento, reduciendo la presencia de agentes patégenos,
aumentando o disminuyendo los metabolitos secundarios, induciendo la maduracién y cruce de

especies vegetales (Alcantara, 2019).

Estas fitohormonas han sido clasificadas por su aplicacién a nivel de la actividad celular,
inhibitoria o estimulante, las familias estan agrupadas por hormonas vegetales con estructura y
actividad similar entre estas auxinas, giberelinas, citoquininas, acido abscisico, 4cido salicilico,

poliaminas, etileno, etc (Alcantara, 2019).

En el presente estudio se utilizaron Auxinas (2,4-D) y Citoquininas (6-BAP) para el

establecimiento de suspensiones celulares de Origanum majorana L.

Auxinas

El nombre auxina proviene del griego “auxein” que significa crecer, sus propiedades
dependen de su concentracion pueden inducir al alargamiento celular, la dominancia apical,
mitosis, regeneracion de tejido vascular, formacion de raices, entre otras (Mejia, 2018), si se
presentan a bajas concentraciones inducen la elongacion raices, tallos e hipocotilos por el
contrario a elevadas concentraciones se retrasa la elongacion celular (Munguia & Martinez,

2018).
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Existen varias auxinas entre estas acido indol acético (IAA), acido indol butirico (IBA),

acido naftalen acético (ANA), dicamba 2,4-D entre otras (Borjas, 2020).

Acido 2,4- diclorofenoxiacético

Es un compuesto utilizado en la actualidad para el control de malezas en cultivos de
cereales como un herbicida sistémico y selectivo debido a su facil adquisicién y bajo costo (De
la Cruz, 2014), a bajas concentraciones se utiliza como una sustancia para regular el

crecimiento vegetal (Organizacion Mundial de la Salud, 1993).

Citoquininas

Son fitohormonas que promueven diferentes procesos como la division celular, el
desarrollo de brotes, la diferenciacion de cloroplastos, el desarrollo floral y el antagonismo de la
senescencia (Flores & Pereira, 2008). Se derivan de las adeninas entre las mas frecuentes se

destacan la Kinetina (Kin), 6-Bencilaminopurina (6-BAP) y la zeatina (Tz-Cz) (Tierra, 2009).

6-Bencilaminopurina (BAP)
Es una citogquinina de gran importancia por su gran variedad de propiedades que
permiten favorecer la germinacion, el crecimiento de raices, la division y elongacién de células

y reprimir el envejecimiento de las hojas (Campos et al., 2019).

Recuento celular

Para estimar el crecimiento de un cultivo este puede ser calculado mediante diversos
métodos, entre estos el destacan el recuento celular mediante un microscopio debido a la
sencillez de la técnica, el bajo costo y la posibilidad del reconcomiendo visual del progreso del

cultivo (Arredondo Vega & Voltolina, 2007).

Céamara Neubauer
Esta herramienta manual es conocida como hemocitdmetro. Se trata de una placa de

vidrio tipo portaobjetos con mayor grosor del comun, en su parte central se encuentra dividida
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en cuatro partes por canales la parte superior e inferior constan de una rejilla grabada con un
area de 9 mm? y esta a su vez se encuentra subdividida en areas de 1 mm? como se puede

observar en la Figura 3.

Figura 3

Cuadrantes de conteo de la caAmara de Neubauer

Camara Neubauer o =

5
—

A Canal transversal e H

- i

..y y_r il
Canales longitudinales

Nota. A) CaAmara de Neubauer y su distribucién y B) Cuadricula de area 9 mm?, Tomado de

Ensayos Toxicologicos y Método de evaluacion de calidad de aguas, por Castillo, 2004.

Determinacion de metabolitos secundarios

En la actualidad existen diversos métodos que permiten medir los metabolitos
secundarios a través de marchas fitoquimicas cualitativas o cuantitativas (cromatografia) en
una amplia variedad de especies vegetales (Cabrera Forero, 2020). En la actualidad se destaca
la importancia de los antioxidantes para evitar las reacciones de oxidacion dentro de un

sistema.

Debido a la variedad de técnicas para medir la capacidad antioxidante, se identifican las
ventajas de cada una buscando el método mas sencillo que permita analizar diferentes

muestras para obtener resultados que puedan ser comparados entre si (Méndez Rivera, 2016).
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Técnicas electroquimicas

Las técnicas electroguimicas han demostrado ser sencillas y econémicas para
determinar el potencial antioxidante, teniendo en cuenta que estos antioxidantes tienen su
funcionalidad como agentes reductores mostrando una tendencia a ser oxidados al encontrarse
en la superficie de un electrodo. De acuerdo a este principio se demuestra la relacién existente
entre la actividad del antioxidante y el comportamiento electroquimico de un compuesto de

interés (Moreno Mufioz, 2021).
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Capitulo lll: Metodologia
Fase de campo
Recoleccion del Material Vegetal
Las plantas de Origanum majorana Linneo. comunmente conocidas como “majorana”
fueron obtenidas en la parroquia rural de Nayon en el cantén Quito de la provincia de
Pichincha. Las plantas fueron transportadas al en macetas al laboratorio de Cultivo de Tejidos

de la Universidad de las Fuerzas Armadas “ESPE”.

Figura 4

Planta de “majorana” (Origanum majorana Linneo.) obtenidas en la provincia de Pichincha

- ddsiiy

Nota. Plantas de mejorana obtenidas en estado juvenil para futura introduccion

Fase de Laboratorio
Seleccion del Material Vegetal

Para la induccioén de la respuesta in vitro se conoce que la edad fisioldgica del explante
es importante, de esta manera se ha comprobado que los tejidos vegetales mas jévenes y
menos diferenciados presentan respuestas exitosas (Urrea, 2012). En el laboratorio se
seleccionaron las hojas jovenes de las plantas de mejorana que no presentaban

contaminacién, morfologia uniforme y que se encontraban en buen estado.
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Figura 5

Hojas de mejorana jévenes de aproximadamente 1 cm

Desinfeccién
El protocolo de desinfeccién se llevé a cabo siguiendo la metodologia establecida por
Manjarrés (2023); sin embargo, se realizaron modificaciones por la contaminacién presente y el

material vegetal utilizado.

A los explantes seleccionados se los lavé con agua corriente en un frasco de 250 mL
hasta que estos perdieran la pelicula de suciedad visible, siguiendo el protocolo se les afiadié
una solucién de detergente de 2% (p/v) con 5 gotas de Tween 20 durante 5 minutos, se agito
constantemente y se procedio a enjuagar con agua destilada hasta que no quedaran residuos
de detergente. Posteriormente se le agreg6 alcohol al 70% por 1 minuto manteniendo en
agitacion constante y se enjuago con agua destilada. Para finalizar, se lavaron las hojas en
hipoclorito de sodio al 3 % (v/v) mas 5 gotas de Tween 20. Para la introduccion de las hojas
dentro de la camara de flujo laminar ECSO previamente desinfectada con etanol al 70% y

esterilizada con UV, se lavaron los explantes con agua estéril 3 veces.
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Induccién a Callogénesis

Una vez culminado el proceso de desinfeccion del explantes, las hojas fueron
sembradas en frascos de vidrio de 250 mL de capacidad donde contenian 30 mL de medio de
cultivo semisolido estandarizado por Manjarrés (2023) este contiene sales MS completo,
suplementado con 30g/L de azlcar, 2.2 g/L de Phytagel, 2 mg/L de 2,4-D y 0.23 mg/L de 6-
BAP; Los medios de cultivo se ajustaron a un pH de 5.7-5.8. Se sembraron 4 explantes por

cada frasco.

Los explantes se observaron cada 7 dias, evaluando la presencia de contaminacion, el

porcentaje de formacién de células madre y la presencia de oxidacién en los explantes.

Establecimiento de Suspensiones Celulares

Las células madre con 42 dias de introduccion fueron cultivadas en una camara de flujo
laminar ESCO que previamente fue desinfectada con alcohol al 70% y esterilizada UV. Se pesé
1 g aproximadamente de el callo no friable en una balanza analitica Dhaus, seguidamente se
disgregaron utilizando un método mecanico. Para finalizar se colocaron las células en matraces
de Erlenmeyer de 25 mL de capacidad contenidos con 20 mL de medio de cultivo liquido MS
suplementado con 30 g/L de azlcar, 2,4-D en diferentes concentraciones (0.1, 0.2, 0.3 mg/L) y
6-BAP en distintas concentraciones (0.4, 0.5, 0.6 mg/L), los reguladores de crecimiento y su
composicion se establecieron a partir del estudio de Perilla fructescens (L.) Britt. perteneciente

a la familia Lamiaceae donde (Wang et al., 2004).
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Tabla 2
Medios de cultivo con diferentes concentraciones de 2,4-D y 6-BAP para el establecimiento de

suspensiones celulares a partir de células madre de majorana.

Tratamiento 2,4-D (mg/L) 6-BAP (mg/L)

T0 0 0
T1 0.1 0.4
T2 0.2 0.5
T3 0.3 0.6

Nota. Los matraces Erlenmeyer inoculados se colocaron en un agitador orbital WideSake a 110

rpm

Conteo celular

La metodologia empleada fue la de Acosta Espafia (2023), se tomaron muestras de las
suspenciones celulares a los 17 dias de su establecimiento tanto del tratamiento control como
de los tres tratamientos planteados 10puL de cada uno con una micropipeta de 2-20 uL. Cada
una de las muestras fue colocada secuencialmente en una camara de Neubauer y observada al
microscopio Optico conectado a un monitor que permitié la captura de las fotografias con el

programa Infinity-Capture y con un aumento de 40X.

Se realiz6 el conteo celular siguiendo el proceso establecido por Bastidas (2011), donde

se contabilizan las celulas que se encuentran en 2 areas de 3 mm? seleccionandolas en forma
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de zig-zag como se observa en la (Figura 6a) de derecha a izquierda y de arriba abajo

condiderando dentro del conteo las celulas que tocan el limite superior e izquierdo (Figura 6b).

Figura 6

a) Técnica de conteo Zigzag b) Limites pare el conteo celular

O
O O

Nota. a) Criterio de Zig-zag para evitar el doble conteo b) Para el recuento celular se
consideran las celulas que se encuentren dentro de los limites y que toquen las linea izquierda

y superior, por (Santos Diaz , 2022).

El calculo del numero de celulas se sealiza mediante la Ecuacion 1 para el principio

activo por mL de muestra (Santos Diaz , 2022).

Principio activo ~ Promedio de recuento de principio activo * factor de dilusiéon = 103

mL de la muestra Area(mm?) = profundidad de la cimara (mm)

Analisis de datos
El analisis de los datos obtenidos se realiz6 mediante un disefio experimental
completamente aleatorizado (DECA). Usando el software InfoStat para el proceso estadistico,

planteando un ANOVA que permita verificar (p — valor < 0.005) mediante una prueba Duncan
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al verificar la diferencia estadistica y se procedio a realizar el calculo de intervalos de confianza

para determinar el tratamiento que maximiza la concentracién celular.

Para comprobar el supuesto de normalidad se realiz6 un Q-Q Plot acompafiado de un
p — valor con la prueba de hip6tesis Shapiro-Wilks modificado. Pata el supuesto de

homocedasticidad se realizé un diagrama de dispersion.

Analisis fisico-quimico

Las muestras para el analisis fisico-quimico se enviaron a la Pontifica Universidad
Catolica del Ecuador (PUCE), donde se prepararon extractos metanolicos previos del callo y las
suspensiones. Para medir la capacidad antioxidante de algunos flavonoides presentes se usé
el método determinacion del indice electroquimico utilizando la técnica de volumetria diferencial

de pulso y el método es la disminucion del radical su peréxido utilizando voltametria ciclica.
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Capitulo IV: Resultados
Desinfeccion
El protocolo de desinfeccion para las hojas de Origanum majorana Linneo., se siguio el

de Manjarrés (2023) el cual fue optimo para el estudio.

Induccién a Callogénesis
El medio estandarizado por Manjarrés (2023) fue de utilidad para induccién de las hojas
de mejorana (Origanum majorana Linneo.) a callo, obteniendose un crecimiento del callo a

partir de los 14 dias como se puede observar en la Figura 7.

Figura 7

Induccién a callogénesis en medio MS sumplementado con 2,4-D y 6-BAP
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Nota. Células madre de mejorana con diferencia de dias A) 7 dias B) 14 dias C) 21 dias D) 28

dias E) 35 dias F) 42 dias.

Establecimiento de suspensiones celulares

De los tres tratamientos y el control realizado, se logré6 comprobar que el tratamiento T2
constituido de MS completo y suplementado con 0,2 mg/L de 2,4-D y 0,5 mg/L de 6-BAP fue el
mas exitoso al obtenerse una concentracion células promedio de 2860x103celulas/mL; sin
embargo, de manera visual también se logro identificar la diferencia en turbidez que

presentaban cada una de las suspensiones Figura 8.

Figura 8

Establecimiento de suspensiones celulares de mejorana (Origanum majorana Linneo.)

Nota. Suspensiones celulares con diferentes concentraciones de 2,4-D y 6 BAP A) Tratamiento

control. B) Tratamiento 1 C) Tratamiento 2 y D) Tratamiento 3.

Recuento celular
El recuento celular se lo realizo a los 21 dias del cultivo de los callos en el medio cultivo

liquido tanto de los tres tratamientos (T1, T2 y T3) como en el control (TO) Figura 9. La
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concentracion celular de cada uno de los tratamientos con sus repeticiones se detalla en Tabla
3. Los resultados del coteo celular mostraron un crecimiento en todos los tratamientos
incluyendo al tratamiento control (TO) aun cuando la composicién del medio de este tratamiento

solo constaba de sales Murashige y Skoog (MS) como se puede observar en la Figura 9.

Figura 9

Recuento celular utilizando la camara de Neubauer

A

Nota. numero de células presentes en las muestras de suspension celular A) tratamiento

control (TO), B) tratamiento 1, C) tratamiento 2 D) tratamiento 3



Tabla 3
Datos del recuento celular de los tres tratamientos con distintas concentraciones y el

tratamiento control.

Tratamiento [células]/mL*103
TO 1680
TO 1680
TO 3220
TO 1305
TO 1140
T1 1590
T1 1415
T1 1465
T1 2315
T1 1635
T2 2455
T2 2990
T2 3830
T2 3010
T2 2015
T3 1930
T3 1400
T3 980
T3 1575

T3 1560
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Figura 10

Concentracion de células en cada uno de los tratamientos
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Analisis de los tratamientos

Mediante la utilizacién de la prueba Ducan se logré comprobar que los datos del
recuento celular a los 21 dias de su inoculacion presentaron un p-valor <0.05 mediante un
ANOVA. Este valor representa la diferencia estadistica significativa entre la concentracion
celular de acuerdo a los tratamientos, lo que concluye que no todos los tratamientos produjeron

una concentracion celular promedio como se puede apreciar en la Tabla 4.

Tabla 4

Analisis de varianza para el conteo celular utilizando (ANOVA)

Tiempo de cultivo p-valor

21 dias 0.0092

Nota. El p-valor obtenido es menor que el nivel de significancia (a=0.05), representando una

diferencia estadistica significativa entre los tratamientos respecto al recuento celular.
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Los valores obtenidos confirmaron que el mejor tratamiento para el establecimiento de

suspensiones celulares es el (T2) mostrando promedio muestral de 2860 que maximiza la

produccién de la concentracion de células (Tabla 5). La verificacion de datos se puede observar

en la (Figura 9) que demuestra la relacion entre el nUmero de células y el tratamiento.

Tabla 5

Test: Ducan Alfa= 0.05

Tratamiento Medias E.E. Agrupacion
T3 1489.00 264.28 A
T1 1684.00 264.28 A
TO 1805.00 264.28 A
T2 2860.00 264.28 B

Nota. El tratamiento 2 (T2) maximiza la produccion de la concentracién celular; sin embargo,

los otros tres tratamientos se encuentran al mismo nivel pese a la diferencia muestral que hay

entre ellos. Por lo que no se puede asegurar que esta diferencia se la pueda generalizar para

todo el estudio solo a nivel muestral.
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Figura 11
Diagrama de cajas para identificar la diferencia significativa entre los tratamientos respecto a la

concentracion celular.
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Para el supuesto de normalidad se realiz6 un Q-Q Plot a los residuos ajustando los
datos a una recta Y=X, al ajustarse estos datos dan como resultado una distribucién normal
como se puede apreciar en la (Figura 10); sin embargo, se acompafia con el valor p con la
prueba de hipétesis Shapiro Wilks (modificado) donde el valor p debe ser superior para 0.01

(Tabla 6), para tener la distribucion normal de los datos comprobando el supuesto de

normalidad (ANEXO)
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Figura 12
Pruebas de normalidad del Recuento celular de Origanum majorana Linneo. Para el

establecimiento de la suspension celular.
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Nota. A) Histograma B) Q-Q plot, las pruebas de normalidad muestran la tendencia de

los datos a una distribucién normal.

Tabla 6

p-valor como resultado de la aplicacion de la prueba de hipé6tesis Shapiro Wilks (modificado)

Variable p-valor

RDUO [células] 0.3391

Para el supuesto de homocedasticidad (igualdad de varianza) se realizé un diagrama de
dispersién como se puede observar en la (Figura 12), concluyendo que se cumple el supuesto
de igualdad de varianza, se comprobé este supuesto de homocedasticidad con la prueba de
hipotesis de Levene el p-valor del modelo debe ser mayor a 0.01 (Figura 13). Si el valor cumple

el supuesto es valido para cualquier investigacion experimental replicable (Tabla 7)
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Figura 13

Diagrama de dispersién para corroborar la igualdad de varianza
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Tabla7

p-valor obtenido de la prueba de hipétesis de Levene

Variable p-valor

Valores absolutos de los residuos 0.3934

indice electroquimico (El)

Se determind el indice electroquimico de tres muestras mediante la técnica de
voltametria de pulso diferencial donde (SC1) representa la muestra de callo mientras que (SC2)
representa el tratamiento control de las suspensiones y (SC3) el tratamiento 2 de las
suspensiones, el barrido de potencial de -0,5 a 1,6 V dan lugar a dos picos como se puede
observar en la Figura 14 y Figura 15, simbolizando las especies antioxidantes presentes en las

muestras.
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Figura 14

Voltamperogramas de pulso diferencial de extractos metandlicos de SC1 (Callo)

¢)sc1

-0.4 0.0 Oh Ok 1.2 1.6
E /V (vs Ag/AgCl)

Figura 15

Voltamperogramas de pulso diferencial de extractos metandlicos de suspensiones celulares

124 12 -

-0.4 0.0 0.4 08 12 16 0.4 00 04 08
E/V (vs Ag/AgCI) E/V (vs Ag/AgCl)

Nota. SC2 (Tratamiento control) y SC3 (Tratamiento 2)

Los datos del (El) representados en la Tabla 8, muestran que el mayor valor
corresponde a la muestra (SC1) proveniente de callo; sin embargo, la muestra (SC2) y (SC3)

presentan valores de poder antioxidante.
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Tabla 8

Propiedades antioxidantes de las muestras usando indice electroquimico (EI).

Muestra El (WA V)
SC2 5,63+0,19
SC3 7,25 +0,38

SC1 (Callos) 23,97 1,70
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Capitulo V: Discusién

Establecimiento de Suspensiones Celulares

Origanum majorana Linneo. es conocida comunmente en Tunez como “khezama” o
“‘mejorana”, utilizada con fines gastronémicos y medicinales, debido a su alta diversidad
taxondmica y quimica (Hajlaoiu, 2016). Es una especie interesante debido a su riqueza
fitoquimica en compuestos como carvacrol, timol, flavonoides, taninos, hidroquinona, entre

otros (Bouyahya et al., 2021).

Por su composicién ha sido utilizada de manera tradicional en la medicina popular como
antioxidante, antimicrobiano, antiinflamatorio, regulacion hormonal problemas gastrointestinales
y respiratorios y tratastornos neuroldgicos (Yen & Park, 2021;Rababa’h & Alzoubi, 2021).
Varias de estas propiedades son atribuidas por su fuerte capacidad antioxidante especialmente

por su elevado contenido de flavonoides y acidos fendlicos (Hamrouni et al., 2009).

En la busqueda de estos compuestos de interes, han surgido diferentes técnicas; sin
embargo, las suspensiones celulares son consideradas un valioso método para la obtencién de
metabolitos activos con la finalidad de aplicarlos para andlisis del fisiologicos, bioguimicos,
moleculares, del ciclo celular, embriogenésis somatica, etc (L6épez do Campo, 2019; Aragon

Rodriguez, 2020).

Para lograr el establecimiento de las suspensiones celulares se requirié la previa
induccién a callogénesis del explante seleccionado obteniendo una combinacion de callo friable
y ho friables para el inicio de la suspensién. Este tipo de callo se considera favorable para la

obtencion de metabolitos secundarios como lo menciona Montiel et al., (2007) afirmando que



46

las muestras de suspension celular que contienen agregados celulares optimizan la sistésis y la

acumulacién de los metabolitos secundarios (MS).

Sin embargo, para lograr un cultivo de suspensién 6ptimo se considera necesario lograr
una buena combinacién entre los nutrientes, las sales y los reguladores de crecimiento (Vila
Amoedo , 2020). La fuente de nitrogeno es considerado un componente que limita el
creciemiento celular (Arias, 2009), por sus elevadas concentraciones de nitrogeno y sales el
medio Murashige y Skoog (MS) es ampliamente utilizado (Murashige & Skoog, 1962). Con lo
mencionado anteriormente se explica el crecimiento que se obtuvo en el tratamiento control

(TO) respecto a los tratamientos (T1) y (T3) que contaban con reguladores de crecimiento.

Esta informacion indica que se considera que el crecimiento celular esta ligado a
diferentes factores, en esta investigacion se realizaron variaciones en los reguladores de
crecimiento obteniendo diferencias significativas entre los tratamientos, comparando el
crecimiento celular de cada uno. Los resultados reflejados en la Figura 10 mediante el analisis
de datos mostraron que el tratamiento (T2) maximiza la concentracion de celulas por el
contrario el tratamiento (T1) y (T3) no mostraron valores significativos, por lo que se puede
afirmar que la presencia de reguladores de crecimiento dentro del medio de la suspensiéon no
aseguran el aumento del crecimiento celular. Observacion que lo confirman (Gémez et al.,
2014) afirmando que la formacién de celulas y su crecimiento se encuentran ligadas al tipo y

concentracion de los reguladores de crecimiento.

Si bien los reguladores de crecimeinto no son la unica variable de la que depende el
crecimiento y division celular como se puede apreciar si presentan resultados positivos tanto en
el proceso de callogénesis como en el establecimiento de las suspensiones, por lo que se

considera de gran importancia la eleccion de las fitohornas y su composicion.
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El medio semisélido elegido para obtencién de callo se encontraba ya estandarizado;
sin embargo, el medio para el establecer las suspensiones celulares fue producto de una
investogacion la taxonémica de la especie. Wang et al.,2004 mencionan en su trabajo con
Perilla frutescens (L.) Britt. de la familia Lamiaceae un medio exitoso para suspensiones
celulares basado en sales Murashige y Skoog (MS) suplementado con 0,2 mg/L de 2,4-Dy 0,5
mg/L de 6-BAP que dan lugar a la induccion de compuestos bioactivos. Por otro lado Gémez y
Jiménez (2011), en su investigacion en fresa (Fragaria ananassa, cv. Shikinar) sefialan que la
adicion de una combinacion de hormonas 6-BAP con 2,4-D es exitosa para aumentar callos

dentro de la suspensién celular y producir siete veces mas los compuestos de interés.

De esta manera se destaca la presencia Auxinas y citoquininas dentro del medio para
mantener una suspension exitosa de la especie, Kim et al. (2001) mencionan, que la presencia
de auxinas induce la presencia de callo, intervienen en el crecimiento y el metabolismo
secundario dependeidndo de la concentracion y la especie. Por otro lado, Arias y sus
colaboradores (2009) afirman que la combinacién de las citoquininas con las auxinas y otros
factores regulan procesos como la mitésis, induccién a callo metabolismo secundario entre
otros, demostrando incrementos entre el 500 y 100 % en la produccién comparados con

distintos controles en los estudios.

Sahraroo y sus colaboradores (2016), describen un crecimiento celular en las
suspensiones de Satureja khuzistanica Jamzad (Lamiaceae) donde la fase de retraso es hasta
el dia 7, la fase de crecimiento hasta el dia 14 y el crecimiento maximo se lo midi6 a los 21
dias, posteriormente el crecimiento empezo a disminuir. El rango entre 18 y 21 dias fueron los
considerados 6ptimos para tomar las muestras para el recuento celular teniendo en cuenta los
datos anteriores de la curva de crecimiento celular y los datos detallados por Modarres y sus

colaboradores (2018), donde decriben que la mas alta produccion de componentes fenolicos en
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suspensiones celulares de Salvia leriifolia Benth de la familia Lamiaceae se produjo en el dia
18.

Una vez estandarizada la suspension y el tiempo de produccién de metabolitos
secundarios se considera importante la medicién de los mismos teniendo en cuenta que su
produccion puede estar ligada a la acumulacion de biomasa (Arias, 2009). Se utilizé la técnica
de voltametria diferencial de pulso para determinar el indice electroquimico en busca de las
especies antioxidantes presentes en las muestras de callo y suspension. Como lo indican
Escarpa (2021) y Haque et al. (2021) la medida del indice antioxidante correspode al poder
antioxidante de las muestras, debido a la relacion entre la corriente anddica y el potencial
aplicado al mismo identificando la relacion entre el poder antioxidante y el contenido fenolico y
de flavonoides, donde un elevado contenido de antioxidantes puede corresponder a la
presencia de flavonoides predominantes. De esta manera en el barrido de potencial de -0,5 a
1,6 V se observan los picos representativos de las especies antioxidantes presentes en las
muestras y con la Ecuaciéon 2 se midio el indice electroquimico obteniendo que la muestra de
callo (SC1) supera las muestras de suspension celular; sin embargo entre (SC2) y (SC3) la

muestra (SC3) es mayor.

Trejo & Rodruiguez (2007) describen que la organizacion celular es un factor
fundamental para la induccion diferentes clases de metabolitos secundarios (MS) , por lo que
las limitaciones que presentan el grado de agregacion de las celulas influye en la presencia de
los (MS). En los agregados de gran tamafio hay celulas que no tienen contato directo con la
iluminacién, Oz, nutrientes, entre otros. El O, es un nutriente esencial para el desarrollo de
suspensiones vegetales, la obetencién de energia celular y proceso de oxidacion, su baja
disponibilidad implicaria condiciones de estrés dando lugar a la acumulacion o inhibicion de los
MS. La presencia de compuestos antioxidantes entre la muestra de callo y suspensiones es

significativa, y la presencia de los agregados celulares Figura 8 puede implicar estos valores.
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Conclusiones

Se determin6 el medio de cultivo éptimo para el establecimiento de suspensiones
celulares, siendo este el T2 compuesto de sales MS suplementado con 0.2 de 2,4-D y
0.5 de 6-BAP que permiti6 maximizar el crecimiento celular frente a los otros
tratamientos.

Se logr¢ identificar el indice eletroquimico de las muestras, donde el valor del callo es
23,97 + 1,70 uyA V'1y el de la suspension es 7,25 + 0,38 pA V1, valores que relacionan
el poder antioxidante con el contenido fendlico y de flavonoides.

Se observé que la presencia de agregados celulares en las suspensiones celulares

puede afectar la acumulacién o inhibicién de los metabolitos secundarios.
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Recomendaciones
Se considera importante realizar mas estudios de la combinacién de fitohormonas para
el establecimiento de suspensiones celulares para Origanum majorana Linneo.

Realizar analisis comparativos de presencia de metabolitos secundarios en la planta,

callo y suspension.

Determinar los factores que incrementan o reprimen la producciéon de metabolitos
secundarios en el callo y la suspensién celular.

Identificar las variables que influyen en la técnica de voltametria diferencial de pulso al

medir el potencial antioxidante.
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