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Resumen

Solanum nudum Dunal (Solanaceae), es una especie vegetal con potencial para desarrollar un tratamiento quimioterapéu-
tico contra la malaria. Este es el primer reporte de un protocolo rapido, eficiente y reproducible de organogénesis directa
a partir de segmentos de hoja de plantulas in vitro de esta especie.

Los segmentos de hojas de plantulas de 5 meses de germinadas fueron cultivados sobre medio Murashige y Skoog (MS)
a mitad de sales y vitaminas, con diferentes concentraciones de Bencilaminopurina (BAP), en combinacion con Acido
Indolacético (AIA). Se evalué también el efecto de la iluminacion en periodos 0/45, 15/30 y 30/15 dias oscuridad/ luz,
sobre la induccion de brotes. Se registré un promedio alto de formacion de brotes (4,83) en explantes cultivados en me-
dio suplementado con 2,0 mg/L de BAP y 0,1 mg/L de AlA, bajo condicién de iluminacién por un periodo de 30/15 dias
oscuridad/luz. Luego de la induccion, los brotes obtenidos fueron transferidos a medio MS suplementado con 0,3 mg/L de
Giberelina (GA3), y mantenidos en condiciones de luz donde también enraizaron. Las plantulas regeneradas se llevaron a
condiciones de invernadero y fueron morfolégicamente similares a las plantas madres.

Palabras clave: Solanaceae, Solanum nudum, Planta antimalarica, micropropagacién, induccién de brotes.

Abstract

Solanum nudum Dunal (Solanaceae) is a plant with a potential for developing chemotherapeutic treatments against malaria.
This is the first report of a fast, efficient, and reproducible direct organogenesis protocol from leave segments from in vitro
seed-grown plantlets.

Leaves segments from 5 months old germinated plantlets were placed on half concentration Murashige and Skoog medium
(MS), supplemented with several concentrations of Bencilaminopurin (BAP) combinated with Indolacetic Acid (IAA). Dark/
light incubation effect in periods 0/45, 15/30 and 30/15 dark/light days were evaluated on the buds induction. High fre-
quency buds formation was shown (4,83) in explants cultured on MS supplemented with BAP 2,0 mg/L and AIA 0,1 mg/L
under a period of 30 days of dark condition incubation. After induction, buds obtained were transferred to MS medium
supplemented with gibberellic acid (GAs) 0,3 mg/L and maintained under artificial cool light, there the plantlets rooted.
Regenerated plantlets were placed under greenhouse conditions and these were morphologically similar to donor plants.
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Introduccién

La planta Solanum nudum Dunal, pertenece a la fa-
milia Solanaceae y se encuentra distribuida en Cen-
troamérica y Suramérica, desde México hasta Ecuador
y Venezuela, y en las Antillas Mayores (Tropicos.org,
2011). En Colombia, la especie es conocida por las co-
munidades del Pacifico como “Satco y Zapata”. Esta
especie es de habito arboreo con una altura aproxi-
mada de 3 metros, hojas alternas, elipticas, margen
entera, base atenuada, dpice acuminado y envés con
pelos en las bifurcaciones de la vena principal. Su fruto
es una baya globosa, con muchas semillas planas. Las
hojas de esta planta son utilizadas por las comunida-
des del Pacifico colombiano en la medicina tradicional
para el tratamiento de fiebres, dolores de cabeza, es-
calofrios, inflamaciones del higado, entre otros (Blair y
Madrigal, 2005).

En condiciones de laboratorio, se han determinado
distintos compuestos esteroidales presentes en los ex-
tractos de sus hojas, que han mostrado actividad in
vitro sobre cepas de Plasmodium falciparum resisten-
tes a Cloroquina (Séez et al., 1998), y un alto efecto
terapéutico en el tratamiento in vivo de ratones infec-
tados con P. berghei, (Echeverri et al., 2001). Adicio-
nalmente, se determiné que ninguno de sus extractos
tiene propiedades mutagénicas (Paboén et al., 2003) y
causan inhibicion del crecimiento de cepas de P. falci-
parum debido a la presencia de compuestos esteroi-
dales obtenidos de sus hojas (Pabon et al., 2002) y
se ha comprobado la actividad antiplasmédica de los
extractos en trofozoitos hepaticos de P. vivax (Londo-
o et al., 2006).

Las poblaciones naturales, de especies de plantas me-
dicinales, histéricamente han afrontado problemas
que las han llevado a diferentes grados de peligro de
extincion, como la sobreexplotacién, debido a la difi-
cultad de la sintesis quimica de los metabolitos secun-
darios y las consecuencias del cambio climatico, entre
otras (Olliaro y Yuthavong, 1999; Caldentey y Barz,
2003; Nalawade y Tsay, 2004; Bourdy et al., 2008). Las
herramientas biotecnolégicas ofrecen una alternativa
para superar algunos de estos problemas mediante el
desarrollo de sistemas de micropropagacion in vitro
que garanticen la conservacion y la produccién de ma-
teria prima basica para la industria (Rout, 2005).

Las plantas medicinales propagadas in vitro conforman
una fuente inmediata de material vegetal uniforme y
libre de contaminacion microbiana y quimica para la
caracterizacion bioquimica y la identificacion de com-
puestos activos (Paniego y Giulietti, 1998). La micro-
propagacion vegetal ha sido utilizada exitosamente
para la conservacion de diferentes especies medicina-

les, cuyas poblaciones han llegado a estar en peligro
de extincion (Martin et al., 2003; Dalal y Ravishankar,
2004; Sudha et al., 2005), ademas para la extraccion
de metabolitos secundarios para el desarrollo de me-
dicamentos antimalaricos, entre otros (Liu et al., 2003).

Considerando que la poblacién de S. nudum de Tuma-
co (Narifio, Colombia) es reportada por los curanderos
como antimaldrica (Blair y Madrigal, 2005) y ha sido
comprobada su promisoria actividad antiplasmodial
(Saez et al., 1998; Echeverri et al., 2001; Pabén et al.,
2002; Pabén et al., 2003; Londono et al., 2006), es im-
portante encontrar vias para la multiplicacion de estos
genotipos con fines de extraccién de sus metabolitos
de interés y conservacion ex situ, como herramienta
para evitar la pérdida cultural del conocimiento etno-
medicinal y la sobreexplotacion del recurso natural.
Por lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo
el desarrollo de un protocolo de micropropagacion
para la especie S. nudum.

Materiales y métodos

Fuente de material vegetal y protocolo de
desinfeccion

Se colectaron frutos de Solanum nudum Dunal, en el
corregimiento de Robles, vereda Inguapi del Guadual
(Latitud: 1,7° 42’7”; Longitud: -78,6° 41’46”), munici-
pio de Tumaco, departamento de Narifno, Colombia.
La colecta fue realizada en el mes de octubre de 2008
y el material vegetal fue llevado al Laboratorio de Bio-
tecnologia Vegetal de la Universidad de Antioquia. Las
semillas fueron extraidas y desinfectadas mediante la-
vado con jabén quirdrgico (Quirucidal®), seguido por
una inmersion en fungicida (Colimyl®) 2g/L por 2 ho-
ras y luego en hipoclorito de sodio (NaOCI 0,25% del
volumen en agua destilada). Después de cada paso las
semillas fueron enjuagadas 3 veces en agua destilada
estéril. Las semillas desinfectadas fueron finalmente
llevadas a medio de cultivo. La manipulacion del ma-
terial vegetal fue realizada en camara de flujo laminar
horizontal.

Condiciones de cultivo

Todos los medios de cultivo, empleados para el desa-
rrollo del experimento, fueron preparados con agua
destilada y homogenizados en una plancha de calen-
tamiento con agitacion magnética. El pH inicial fue
ajustado a 5.75 en un pH-metro (Metrohm), con so-
luciones de NaOH y HCI 1N vy gelificado con 2,0 g/L
de Gelrite (Phytotech). La esterilizacion de los medios
de cultivo se realizé en autoclave a 121 °C y 15 psi
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durante 20 minutos. Las condiciones luminicas del la-
boratorio fueron de aproximadamente 800 lux.

Germinacion in vitro

Las semillas fueron puestas a germinar en cajas de Pe-
tri que contenian el medio sugerido por Sumita y Timir
(1989): sales y vitaminas de Murashige y Skoog (MS)
(Murashige y Skoog, 1962) a mitad de su concentra-
cion, suplementado con la hormona Giberelina (GA;),
a una concentracién de 10mg/L y sucrosa 20 g/L. Las
cajas Petri fueron ubicadas en oscuridad por un perio-
do de 7 dias, una vez iniciada la germinacion fueron
llevadas a condiciones de luz.

Las plantulas obtenidas fueron subcultivadas en reci-
pientes de vidrio con una capacidad de 100 mly 56
mm de didmetro, que contenian 20 ml de medio MS
a la mitad de su concentracién en sales y vitaminas,
suplementado con 1,0 g/L de carbon activado, y man-
tenidas bajo condiciones de iluminacion, con el fin de
asegurar material totalmente aséptico para el proceso
de micropropagacion clonal masiva.

Induccion de brotes adventicios

Se tomaron como explantes segmentos de hojas de
plantulas de 150 dias de germinadas (figura 2A). Los
explantes fueron ubicados con su superficie adaxial so-
bre medio sélido MS suplementado con las hormonas
acido indolacético (AIA) 0,Tmg/L y en diferentes con-
centraciones de Bencil aminopurina (BAP) (0,5; 1,0;
2,0 mg/L); un medio libre de hormonas fue tomado
como control.

Para evaluar el proceso de induccion de brotes, ade-
mas del factor de la concentracion hormonal, se in-
cluyé el efecto de las condiciones de iluminacién en
periodos (dias) de oscuridad/luz en tres niveles (15/30;
30/15 y 0/45= control). Los brotes fueron transferidos
a medio MS suplementado con 0,3 mg/L de GA; para
su desarrollo. Cuando las plantulas superaron los 4 cm
de altura y formaron raices bien desarrolladas fueron
transferidas a macetas plasticas cubiertas con polipro-
pileno, bajo iluminacién artificial de 24 h, humedad
relativa de 80% y mantenidas con riego cada 3 dias.

Diserio estadistico

Se empled el programa Statgraphics Centurion para la
aleatorizacion de los tratamientos y el andlisis de los
datos, se verificaron los supuestos basicos del ANOVA
a un nivel de confianza del 95%, valores p<0.05 fueron
considerados estadisticamente significativos.

Se utilizé un disefo factorial 4x3, es decir, con 4 nive-
les del factor hormona BAP mg/L (0,5; 1,0; 2,0 y con-
trol) y 3 niveles del factor iluminacién dias oscuridad/
luz (15/30, 30/15 y control). Se hicieron 4 réplicas por
tratamiento con 5 repeticiones cada una. Con el fin
de cumplir los supuestos de normalidad y varianza
constante (Gutiérrez y de la Vara, 2004), se us6 como
variable independiente la raiz cuadrada del promedio
de los brotes por tratamiento.

Resultados y discusién

Proceso de desinfeccion y germinacion in vitro

El proceso de desinfeccion aplicado a las semillas
fue eficiente y ninguin tipo de contaminacién fue ob-
servada. Las semillas germinaron entre los dias 7 y 9
después de la siembra en el medio de cultivo suple-
mentado con GAs, con un porcentaje de germinacion
del 100%; las semillas en medios libres de hormonas
y en campo presentaron tasas bajas de germinacion.
El alto porcentaje de germinacion obtenido puede ser
atribuido al efecto de la adicién de Giberelinas (GAs)
en el medio de cultivo. Estas hormonas son reconoci-
das por Taiz y Zeiger (2006) como inductoras de la
germinacion, que al ser aplicadas a semillas de plantas
silvestres pueden complementar los requerimientos
(luz y temperatura) para superar la posible dormancia
que estas puedan llegar a tener.

Induccion de brotes adventicios

Una observacion preliminar de los datos condujo a la
eliminacion de los controles y del nivel 0,5 del factor
hormona del disefo estadistico propuesto, pues el nu-
mero de brotes obtenidos con esos niveles siempre
fue cero (Gutiérrez y de la Vara, 2004). Por lo tan-
to, el disefo final fue un factorial 2x2, completamen-
te aleatorizado. Dado que en el andlisis de varianza
(ANOVA) no se evidencié un efecto significativo de la
interaccion entre los factores, se eliminé del anélisis
para evitar el error que esta pudiera aportar al disefo.

La hormona BAP en las concentraciones evaluadas no
mostré un efecto estadisticamente significativo para la
induccion de brotes adventicios (valor p=0,7422); sin
embargo, se observé una mejor respuesta proporcio-
nal a la concentracion de fitohormona: a mayor con-
centracion de hormona (2,0 mg/L) se encuentra una
mayor respuesta inductora de brotes organogénicos
adventicios (figura 1), bajo las mismas condiciones
de iluminacion. Tivarekar y Eapen (2001), reportaron
un comportamiento similar en la induccién de brotes
sobre cotiledones inmaduros de frijol mungo (Vigna
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Figura 1. Gréfico de los efectos principales para la raiz cuadrada del promedio de brotes, en funcién de la concentracién de la

hormona Bencilaminopurina (BAP) y la iluminacién.

radiata): a mayor concentracion de la citoquinina en-
contraron una mejor respuesta inductora de brotes,
con los mismos reguladores de crecimiento usados
en este estudio. Se ha reportado que la formacién
de estos brotes se debe a cambios en células del pa-
rénquima que son distribuidas hacia los alrededores
de los haces vasculares, las cuales son las senales que
dirigen el destino de las células hacia la formacion de
agregados celulares o meristematicos inducidos por la
adicion de diferentes concentraciones de la hormona
BAP al medio (Salazar et al, 2005).

El factor iluminacién en dias oscuridad/luz mostré un
efecto estadisticamente significativo (valor p=0,0413)
dentro de los niveles evaluados. Los tratamientos de
incubacion en oscuridad, seguidos de un periodo de
incubacion en luz, han sido reportados como benéfi-
cos en la induccion de brotes masivos en diferentes
especies y tipos de explantes, entre los que se inclu-
yen: segmentos de hojas de Maracuya (Passiflora edu-
lis Sims) (Appezzato et al, 1999), dos variedades de la
especie Diospyros kaki (Choi et al, 2001), Alstroemeria
cv. ‘Yellow King’ (Pedraza et al, 2006), Violeta Africa-
na (Saintpaulia ionantha Wendl.) (Al- Hussein et al,
2006), Durazno (Prunus domestica L.) (Petri y Scorza,
2010). Aunque no se conoce el mecanismo de cémo
la incubacion en la oscuridad estimula la respuesta
organogénica, se cree que puede preservar y facilitar
el movimiento de reguladores de crecimiento a sitios
de regeneracion (Compton, 1999), ademas de influen-
ciar los niveles endégenos de la hormona AlA (Lépez
- Carbonell et al, 2000, citados por Petri y Scorza,
2010). En esta investigacion se comprobé que un pe-
riodo de incubacién oscuridad/luz es necesario para

la induccion de organogénesis directa en la especie
Solanum nudum Dunal.

La formacién de brotes adventicios fue observada en
los extremos de corte y en la vena media, siendo mas
numerosos en los primeros (figuras 2B y C). Aunque
se observo la formacion de callo en pequehnas zonas
localizadas en los extremos de los explantes, estas no
se encontraban relacionadas con los brotes formados,
la superficie de callo no superaba el 3% del total del
explante y no se evidencié crecimiento, ni respuesta
organogénica en dichas zonas, las cuales finalmente
se necrosaron.

Los tratamientos control, establecidos para cada fac-
tor, no mostraron ninguna respuesta en la induccién
de brotes. La mayoria de los explantes murieron antes
de finalizar el periodo de experimentacion. Lo anterior
sugiere que la aplicacion al medio de cultivo de una
combinacién citoquinina/auxina exdgenas es necesa-
ria para la induccién de brotes adventicios en segmen-
tos de hoja de la especie Solanum nudum. Kaminek et
al. citados por Khanam et al. (2000), reportaron que
los niveles de citoquininas en células vegetales y su
efecto inductor de respuesta organogénica dependen
de la biosintesis y de la absorcién a partir de fuentes
extracelulares, ademas de una posible influencia de las
auxinas.

Luego de inducidos, los brotes fueron llevados a medio
suplementado con Giberelina 0,3 mg/L (GA;) donde
se observo un desarrollo normal, las plantulas alcanza-
ron hasta 4,0 cm de altura y raices bien desarrolladas,
que permitieron su facil transferencia a condiciones
de invernadero, donde alcanzaron su crecimiento y
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desarrollo en forma normal. Estas plantas presentaron
caracteristicas morfolégicas similares con el material
de campo (figura 2D), y analisis quimicos cualitativos
mostraron presencia de algunos de los metabolitos de
interés (resultados no mostrados).

Previa a esta investigacion, el grupo de Biotecnologia
Vegetal de la Universidad de Antioquia realizé un tra-
bajo para el establecimiento a partir de la siembra de
yemas apicales y axilares, en el cual no se logré la pro-
pagacion de la especie, debido a la intensa formacién
de callo (Molina, 2006). De acuerdo con la literatura
consultada, este es el primer reporte de un protocolo
de propagacién masiva in vitro de la especie Solanum
nudum Dunal.

Conclusiones

Este trabajo describe un protocolo de organogéne-
sis directa de Solanum nudum, a partir de segmentos
de hoja, para la induccién de brotes organogénicos.
Este es importante porque garantiza la estabilidad
fenotipica y fitoquimica (datos no mostrados) del
material reproducido, establece una fuente constan-
te de material para la conservacion ex situ que pue-
de apoyar una estrategia de domesticacion para la
explotacion sostenible de esta especie con potencial
farmacéutico, lo que a su vez minimiza la presion
sobre el recurso natural y contribuye a la conserva-
cion de la diversidad de especies vegetales de la re-
gion del Pacifico colombiano y la preservacion de la

Figura 2. Induccién y desarrollo de brotes organogénicos en S. nudum. A. Plantulas de Solanum nudum germinadas a partir de
semillas. B. Brotes adventicios formados de un explante de hoja luego de la induccién en medio MS suplementado con BAP (2,0
mg/L) y AIA (0,1 mg/L), y condicién de incubacién 30/15 dias oscuridad/ luz. Se observan brotes elongados con formacién de
nuevas hojas. No se observa formacién de callo. C. Desarrollo de plantulas en medio MS suplementado con 0,3 mg/L de Gibere-
lina (GA3). D. Plantas de Solanum nudum Dunal, obtenidas por regeneracién directa a partir de segmentos de hoja. Las plantulas
mostraron caracteristicas morfoldgicas similares a las de las plantas madre.
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cultura, especialmente la etnomedicina de las pobla-
ciones que habitan esta region. Adicionalmente, se
puede convertir en un modelo para estudios de tipo
fisiologico y molecular, ademas de constituir una
fuente de nuevas caracteristicas agronémicamente
deseadas para los cultivos comerciales de Solana-
ceas o puede constituir un complemento a herra-
mientas biotecnoldgicas de mejoramiento como la
transformacién genética.
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Every two years since 1967 the mixing community meets to share and discuss the latest
research and technology developments in mixing. Participants come from academia,
industry, equipment manufacturers, private and government research institutions based in
North America and all over the world. Mixing XXIII will take place in the Riviera Maya, Mexico,
for the first time. The conference this year includes an additional night enabling not only our
scientific inquisitiveness to be cultivated, but also to nurture our souls by learning about the
Mexican ancient culture that was able to have great achievements both in astronomy and
mathematics. - Interestingly, the Mayan Culture also provided the world of its time with a highly
sophisticated device for efficient mixing!

Come and join us in this most exciting conference. In June 2012 it will be held in the beautiful

State of Quintana Roo, Mexico, in the heart of the Riviera Mayal!

Enrique Galindo
Chair of Mixing XXIII
galindo@ibt.unam.mx
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The call for papers
for Mixing XXIIl is now open

In keeping with the tradition of the conference, the acceptance of both oral and poster presentation is based -
solely on submitted abstracts (300 — 600 words). Full papers are not required. The deadline for the

submission of abstracts is March 15th, 2012. There will be no published proceedings for the
conference, which allows for the presentation and discussion of the most recent mixing research in a collegial
environment.

Sessions will cover mixing related subjects from fundamentals to the application of mixing in a wide range of
industrial processes. Topics include, but are not limited to:

* Mixing Fundamentals * New modeling and simulation approaches to mixing
Mixing on small scales * Mixing and chemical reaction
Static and Otherin-Line Mixers CFD Modeling of mixers and mixing processes
Mixing of Multi-phase Systems Mixing aspects of biotechnological processes
Mixing of solids Industrial Mixing Processes

Short course on Mixing: June 17th

A special session of Mixing XXIII will be devoted to celebrate the 21st anniversary of NAMF, discussing the 21
mostinfluential contributions to mixing.

Please e-mail your abstract submission to marcela.garcia@agronegociosinternacionales.com.mx. You will
receive an e-mail confirmation within the next 24 hours. If not, please contact Marcela Garcia at the same e-
mail address.

For further information visit: www.mixing.net « www.23mixing.net

The Iberostar Paraiso Beach lies between Playa del Carmen and the lesser-known city of Puerto Morelos,
which is some 15 minutes from Cancun International Airport. The contrast between these two cities is
immediately noticeable: Puerto Morelos is a far more relaxed, laid-back destination, popular with artists and
craftsmen, fishermen and divers. In contrast, the glamorous Playa del Carmen is far more lively and vibrant,
and is packed with tourists who flock to the beaches during the day and in the evening enjoy a drink at one of
the many bars. The hotel addressiis:

Carretera Chetumal - Puerto Juarez, km.309

Playa Paraiso, Quintana Roo —Mexico

Phone +(52-984) 8772800

Fax: +(52-984) 8772810

Web site: http://www.iberostar.com/EN/Riviera-Maya-hotels/Iberostar-Paraiso-Beach.html

For further information visit: www.mixing.net « www.23mixing.net




Mae/an Riviera
onference site
characteristics

Hotel: Iberostar Paraiso Beach

The Iberostar Paraiso Beach is a family hotel built in
traditional Mexican colonial style, with arches and columns
throughout. The furniture in this All Inclusive hotel includes
authentic works of art that wouldn't look out of place in an
exhibition of fine art. Upon arrival at the hotel the superb
wooden carvings in the reception area will immediately strike
you. This is the perfect spot to escape from the crowds. The
hotel is so large that a small train runs every 15 minutes
transporting guests around the facilities to the restaurants,
lobby, rooms and even the shopping mall and modern spa
that form part of the Paraiso complex.

E—————

Dinner in XCARET is included in the program

As night falls on Xcaret, a fiesta awakens with the most famous i = "
musical performance in Mexico: Xcaret Mexico Espectacular. More ﬂ“ - - 1‘54 _i_:[& ‘E r
than 300 artists on stage will amaze you with a vibrant musical 2
journey through the history of Mexico, which brings to life colorful

traditions and the heritage of the country

Xcaret Mexico Espectacular will take you to presence an

unforgettable display of Mexican traditional hand-made dresses,

dances and musical performances that will stay in your heart forever.

This is the most amazing representation of Mexico's national identity

and cultural heritage. Dinners are served while guests enjoy Xcaret

Mexico Espectacular.

Knowing The Heart Of Maya's Civilization

Alsoincluded is a day-trip to Chichen ltza. It was the mostimportant
regional capital of the Mayan culture from 750 to 1200 B.C. Their
structures are well conserved, as well as the Yucatan ancient
Mayas tales. Their vestiges show the incredible Mayan civilization
and architecture, enriched with other cultural currents of
Mesoamerica. The temple of Kukulcan, also called "El Castillo”, is a
magnificent construction of 23 meters of height in pyramidal form.
It has four faces, in which during the equinox a shade of a serpent
can be seen descending by the stairs of the building. You will also
visit the Ball Game (the greatest of Mesoamerica), the
Observatory, the Temple of the Soldiers with its figure of the Chac-
Mool and the sacred cenote.

For further information visit: www.mixing.net « www.23mixing.net



	MIXING 23_2012.pdf
	Página 1
	Página 2
	Página 3
	Página 4


