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RESUMEN

Recientes evidencias sugieren que el achiote puede constituirse en una alternativa terapéutica por sus efectos
directos e indirectos contra el veneno de Bothrops asper, causante de la mayorfa de mordeduras de serpiente en
nuestro pafs. Considerando que la produccién metabdlica ex vitro de esta planta no se obtiene de manera temprana
y que eventualmente puede lograrse con ayuda de cultivos celulares, el trabajo evaliia algunas combinaciones
inductoras de callos en segmentos de hojas, raices y tallos de plantas de Bixa orellana L., con el fin de inducir y
masificar tejidos precursores de suspensiones celulares potencialmente productores de los metabolitos activos.
Estos explantes, dispuestos en medios nutritivos sin reguladores de crecimiento, o con suplementos de algunas
combinaciones de ellos, se almacenan por ocho semanas a 25+ 1"Cy en la oscuridad, verificando los porcentajes de
formacién de callo en las semanas dos, cinco y ocho del cultivo. La generacién de callo en explantes provenientes
de raices no resulta masiva, mientras que en tallos y hojas se favorece con el tratamiento empleado y con el
tiempo de exposicion a los reguladores de crecimiento. Sin importar el explante utilizado, la induccién de callo
se aumenta con la exposicién al tratamiento que involucra NAA (5 uM) y kinetina (4,64 uM), alcanzando as{
valores de 17.0 % (raices), 58.9 % (tallos) y 77.5 % (hojas).
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ABSTRACT

Recent evidences suggest annatto can be constituted in a therapeutic alternative by its direct and indirect
influences against the poison of Bothrops asper, cause of most of snake bite in our country. The ex- vitro
metabolic production of this plant is not obtained in early growth stages but it is possible to obtain it by means
of cell cultures. This research evaluates some inductive calli combinations of plant segments of Bixa orellana
L, like leaves, roots and stems grown in vitro, in order to get high induction rates and bigger amounts of tissue
precursors of cellular suspensions, potentially producers of active metabolites. These explants, located in
nutritious means without growth regulators, or with supplements of some combinations of them, are stored
for eight weeks (25+ 1" C and darkness) and the calli formation percentage tested in second, fifth and eighth
week of growing. The calli generation in explants from roots is low, whereas in those from stems and leaves
is favored with the treatment and with exposition time to the growth regulators. Regardless of the kind of
explant used, the calli formation percentage is increased by the treatment that uses NAA (5 uM) and kinetine
(4.64 uM), and showing values of 17,0 %, 58,9 % and 77,5 % for roots, stems and leaves respectively.

Key words: calli, Bixa orellana, annatto.

1 Grupo de Ofidismoy Escorpionismo. Profesores Facultad de Quimica Farmacéutica. Universidad de Antioquia. A.A 1226. Medellin-Colombia

*  Autor a quien se debe dirigir la correspondencia: jalarcon@farmacia.udea.edu.co



18

INTRODUCCION

La Bixa orellana, arbusto americano con amplia
distribucién geogrifica y conocido generalmente
como achiote (1), es una planta de gran adapta-
bilidad a diferentes sistemas agroforestales y con
numerosas aplicaciones en las industrias relacio-
nadas con alimentos, bebidas, cosméticos, textiles
y diversos productos quimicos (2).

A la planta completa, o a algunas de sus partes,
se les atribuyen multiples efectos en la medicina
tradicional (1,3,4,5), pero recientes evidencias
constituyen el achiote en una gran alternativa para
nuestro medio y comunidad, pues ademis de las
actividades farmacolégicas referenciadas, sus com-
ponentes metabdlicos resultan dtiles como antiede-
matizantes, antithemorragicos y neutralizantes del
veneno de Bothrops asper (mapand equis), serpiente
causante del 50% al 70% de las mordeduras en
nuestro pais (6,7,8,9). Con esta consideracién y te-
niendo en cuenta que: 1. La produccién metabdlica
no se obtiene de manera temprana, 2. En algunos
casos se pueden presentar variaciones en el ntime-
ro cromosémico de la especie (2n= 14, 16), 3. El
porcentaje de germinacién disminuye por pérdida
de humedad en las semillas (10) con necesidad de
escarificacién mecdnica para recuperarlo (11),4. La
planta es exigente en la cantidad de manganeso en el
suelo, y 5. En algunos casos presenta escasa viabili-
dad seminal (12), se hace cada vez mas necesaria la
produccién in vitro de los metabolitos con actividad
neutralizante del veneno de la serpiente o los de
los otros efectos adicionales comprobados, pues
estos compuestos aislados pueden constituirse en
una alternativa de atencién primaria en accidentes
ofidicos o en una fuente generadora de moléculas
con importancia farmacéutica, ya que seguramente
las actividades neutralizantes estin mediadas por el
efecto que alguno(s) de ellos tienen sobre las enzi-
mas fosfolipasas A, (PLA,), que son responsables
de eventos farmacolégicos adicionales tales como,
el neurotdxico, el miotdxico, el cardiotdxico y el
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agregante plaquetario (13). Asi pues, las alterna-
tivas de propagacion in vitro, la desdiferenciacién
tisular y la masificacién de suspensiones celulares
se constituyen en estrategias de desarrollo para au-
mentar la produccién metabdlica de esta planta con
enorme potencial farmacoldgico (14). Para lograr
este objetivo, se han mencionado algunos proto-
colos inductores de callos en esta especie vegetal
(15,16,17), y sus resultados muestran diferencias,
tanto en las combinaciones hormonales como en
los porcentajes de desdiferenciacion logrados. Para
ampliar las alternativas y optimizar las condiciones
minimas necesarias, este trabajo compara unos
protocolos conocidos y ensaya la combinacién
entre ellos para generar desdiferenciacién tisular
en explantes provenientes de diferentes estructuras
organogénicas de Bixa orellana L., como requisito
inicial de suspensiones celulares, potencialmente
generadoras de metabolitos secundarios con los
intereses farmacéuticos mencionados.

MATERIALES Y METODOS

Segmentos pequefos (5 x 5 mm), provenientes
de hojas, raices y tallos de plantas de B. orellana L
crecidas in vitro, e identificadas por personal del
Herbario de la Universidad de Antioquia (HUA
No. 6485), sirven como explantes en cajas de cul-
tivo (55 mm @) dispuestas con medios nutritivos
(Véase tabla 1) ajustados a pH: 5,7 antes de su
esterilizacién con condiciones de calor hiimedo
(121° C/15min/1 atm).

Los medios de cultivo (control y tratamientos),
incluyendo cinco explantes por caja en cada una
de las tres réplicas (cajas independientes por cada
tratamiento para cada una de las estructuras) y con
tres repeticiones de todos los ensayos, se almacenan
durante ocho semanas (con subcultivo rutinario
en la cuarta de ellas) a 25+ 1°C, en condiciones de
completa oscuridad y se verifican los porcentajes
de formacién de callo en las semanas dos, cinco 'y
ocho del cultivo.

Tabla 1. Medios de cultivo empleados en la formacién de callo en Bixa orellana L.

. " Regulador tipo Regulador tipo
Tto Medio nutritivo y suplementos gauxina* cit%quinina**
Control | Medio basico: MS (sales propuestas por Murashige y Skoog) (18) No No

+ sacarosa (30 gl') + agar (7 glI')

1 Medio basico + adenina (100 mg/l) (16) 2,4-D (4,52pM) kin (4,64pM)
2 Medio basico + myo-inositol (200 mg | ') + acido ascérbico (200 mg | ') (17) NAA (5 uM) BA (2,5uM)
3 Medio basico 2,4-D (4,52uM) BA (2,5 uM)
4 Medio basico NAA (5 pM) Kin (4,64uM)

*  Auxinas : 2,4-D: 4cido 2,4-diclorofenoxiacético; NAA: icido a-naftalenacético;
** Citoquininas: kin: kinetina o 6-furfurilaminopurina; BA: 6-benzilaminopurina
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Los diferentes tratamientos se comparan me-
diante un anilisis de varianza de medidas repe-
tidas en el tiempo. Tanto las pruebas estadisticas
(error a0 = 0,05) como los cilculos de las medidas
descriptivas se realizan con el paquete STATIS-
TICA98 (Statsoft Inc., Tulsa, OK).

Resultados y Discusion

La generacién de callos en los explantes pro-
venientes de las raices no resulta masiva, pues
los porcentajes de induccién son muy bajos (di-
ficilmente superiores al 15%) y sin diferencias
estadisticamente significativas con relacién a los
controles (véase figura 1), en los que incluso, en
algunos se logra detectar una escasa desdiferencia-
cién que probablemente se deba a la presencia de
pequenas zonas meristematicas. Estos resultados se
encuentran en concordancia con Cuartas Chacén
(15), pero difieren de lo reportado por Castello
y colaboradores (16), quienes muestran que los
explantes provenientes de esta estructura poseen
una altisima capacidad productora de callos en muy
poco tiempo de cultivo. En ensayos adicionales
realizados con los reguladores de crecimiento y a
las concentraciones propuestas por estos ultimos
autores (resultados no publicados), no se logran los
porcentajes de induccién, ni la cantidad reportada
por ellos. Considerando que la exposicién de las
raices a cualquiera de los tratamientos inductores
de nuestro estudio no ha arrojado resultados sig-
nificativamente superiores a los observados en los
controles (p = 0,.92), se hace necesario realizar
nuevos ensayos para verificar la utilidad de estos
explantes en los protocolos encaminados a la for-
macién de callos en esta especie vegetal.
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Figura 1. Porcentaje acumulado de formacién de ca-
llos (tejido indiferenciado) en explantes provenientes
de raiz (media + desviacién estandar) para cada uno de
los tratamientos, en las semanas dos, cinco y ocho de
cultivo.

Aunque los explantes provenientes de raiz no
parecen ser la mejor materia prima para lograr la
formacién de callos, en aquellos en los que se logra
(véase figura 1), el tiempo de cultivo se constitu-
ye en un factor estadisticamente influyente (p <
0,001), pero no porque esté directamente relacio-
nado con la induccién de los callos, sino porque
puede ser una consecuencia indirecta del efecto de
los tratamientos aplicados.

La formacién de callos en tallos y hojas se ve
favorecida por el tiempo de exposicién a los regu-
ladores de crecimiento (p = 0,01 y p < 0,001 res-
pectivamente), y en ningtn caso se obtienen callos
en los medios de cultivo empleados como control,
pero si resulta evidente y notoria la incidencia del
tratamiento empleado (véanse tablas 2y 3; figuras
2y 3) en la induccién del tejido mencionado.

Tabla 2. Newman-Keuls con homogeneidad de
grupos experimentales que muestra similitud y dife-
rencias entre los tratamientos inductores de callos en

segmentos de tallo de Bixa orellana L.

Tratamiento | Porcentaje de explantes que forman callos ?
26,66 + 33,60 °
44,44 + 51,72 *°
67,40 + 53,42 °

77,50 £ 26,87 °

A WON =

*Los resultados corresponden a las medias *+ desviacién estindar para
las réplicas, incluyendo cinco explantes por caja en cada una de las tres
réplicas y con tres repeticiones de todos los ensayos.
Tabla 3. Newman-Keuls con homogeneidad de
grupos experimentales que muestra similitud y dife-
rencias entre los tratamientos inductores de callos en

segmentos de hojas de Bixa orellana L.

Tratamiento | Porcentaje de explantes que forman callos ?
1 17,33+6.,63°
2 19,25 + 19,27 °
3 5,55+ 5,03 °
4 58,88 + 23,04 °

*Los resultados corresponden a las medias *+ desviacién estindar para
las réplicas, incluyendo cinco explantes por caja en cada una de las tres
réplicas y con tres repeticiones de todos los ensayos.
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Figura 2. Porcentaje acumulado de formacién de callo

(desdiferenciacién tisular) en explantes provenientes de

tallo (media £ desviacién estandar) para cada uno de los
tratamientos, en las semanas dos, cinco y ocho de cultivo.
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Figura 3. Porcentaje acumulado de formacién de
callos (desdiferenciacién tisular) en explantes prove-
nientes de hojas (media * desviacién estindar) para
cada uno de los tratamientos, en las semanas dos,
cinco y ocho de cultivo.

La alta variacién con relacién a las medias
en los porcentajes de formacién de callos en los
segmentos provenientes de tallo y hojas, podria
ser consecuente, con los tipos de reguladores de
crecimiento empleados en cada uno de los trata-
mientos, pues en los que se incluye la combinacién
de 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D, 4,52uM),
6-furfuril-aminopurina (kinetina 4,64uM) y adeni-
na (100 mg/l) (Tratamiento 1) la respuesta es baja,
y consecuente con la poca asociacién manifiesta
entre induccién de callo y 2,4-D para esta especie
vegetal (19), pero muy contraria a la establecida por
Cuartas Chacén (15), quien con esta combinacién
logra buenos resultados utilizando hipocétilos
como explantes.

Es bien conocido el efecto promotor de la 6-
benzilaminopurina en la generacién de callo en B.
orellana (17,19), pero existen algunas evidencias
que muestran el enorme potencial de la 2-isopen-
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tenyladenina y la kinetina a altas concentraciones
(16,19) en la induccién de callos en esta especie
vegetal, y quiza por ello, en los segmentos prove-
nientes de tallos, la poca desdiferenciacién parece
revertir cuando en esta combinacién de reguladores
se reemplaza la kinetina por 6-benzilaminopurina
(2,5 M) (véase tabla 2, tratamiento 3), pues se
alcanzan niveles significativamente equiparables a
los observados como respuesta en otros tratamien-
tos. De hecho, los porcentajes de induccién en los
explantes dispuestos en dcido a-naftalenacético (5
uM) + 6-benzilaminopurina (2,5 uM) + 4cido
ascérbico (200 mg 17") + myo-inositol (200 mg 1
Y (Tratamiento 2) son superiores a los encontra-
dos en el tratamiento 1, pero un poco mas bajos
que los establecidos para semillas en completa
oscuridad (17), y muy parecidos a los observados
por estos tltimos bajo condiciones de fotoperio-
dicidad de dia largo. Sin embargo, la presencia de
6-furfurilaminopurina (4,64uM) en reemplazo de
6-benzilaminopurina (2,5 M) (Tratamiento 4),
mejora considerablemente la desdiferenciacion,
pues genera callos amarillentos y friables (véase
figura 4) con porcentajes de formacién superiores
a los observados por Sha Valli Khan et al (17), y en
concordancia con quienes destacan la incidencia de
este regulador tipo citoquinina en la formacién de
callos en achiote (19).

En hojas, la generacién de callos (véase tabla
3, figura 5) presenta porcentajes inductores un
poco mas bajos, pero con patrones similares a lo
observado en tallos; de hecho, el mejor induc-
tor resulta ser el tratamiento que incluye icido
o-naftalenacético (5 puM) y 6-furfurilaminopurina
(4,64 uM) (Tratamiento 4). Este comportamiento
repetido en los diferentes explantes sugiere que el
dcido a-naftalenacético es un regulador auxinico
que se debe considerar en los protocolos relacio-
nados con induccién de callos en B. orellana L; de
hecho, ensayos preliminares adicionales (datos no
publicados) que incluyen este regulador auxinico
en combinacién con una citoquinina diferente
(2-isopentenyladenina), muestran en concor-
dancia con algunos autores (16,17), la tendencia
a incrementar los porcentajes inductores, quizi
como consecuencia de su condicién fisiolégica
natural o de la facilidad de esta para oxidarse a
zeatina (20).
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C D
Figura 4. Induccién de callos en explantes provenientes de tallo. A: en segmentos de tallo expuestos a 2,4-diclo-
rofenoxiacético (2,4-D) (4,52uM ) + 6-furfuril- aminopurina (4,64puM) + adenina (100 mg/l) By C: en seg-
mentos de tallo expuestos a dcido a-naftalenacético (5 uM) + 6-furfurilaminopurina (4,64uM) D: segmentos de
tallo expuestos a 2,4-D (4,52uM) + 6-benzilaminopurina (2,5 uM).

A B

Figura 5. Induccién de callos en explantes provenientes de hojas. Ay C. en segmentos expuestos a dcido o-naf-

talenacético (5 uM) + 6-turfurilaminopurina (4,64uM) B: en segmentos expuestos a dcido a-naftalenacético (5
uM) + 6-benzilaminopurina (2,5 pM) + 4cido ascérbico (200 mg1~") + myo-inositol (200 mg17").
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Tabla 4. Newman-Keuls con homogeneidad de
grupos experimentales que muestra similitud y dife-
rencias en la formacién de callos entre los explantes
provenientes de rafz, tallo y hojas de Bixa orellana L

expuestos al tratamiento que incluye o-naftalenacético
(5 uM) y 6-turfurilaminopurina (1 mg/l).

Explante Porcentaje de formacion de callos ®
Raiz 7,50 +8,64°
Tallo 58,88 + 26,87 ©
Hojas 77,50 £ 23,04 ¢

* Los resultados corresponden a las medias + desviacién estdndar para
las réplicas incluyendo cinco explantes por caja en cada una de las tres
réplicas y con tres repeticiones de todos los ensayos.

Sin importar el explante utilizado, la desdiferen-
ciacion tisular se ve muy favorecida por la exposiciéon
al tratamiento que involucra icido a-naftalenacético
(5 uM) y 6-turfurilaminopurina (4,64 uM) (Trata-
miento 4) (véanse figura 6 y tabla 4), al punto que
en las raices en las que los porcentajes de induccién
resultan tan bajos, los sometidos a este tratamiento
alcanzan cifras superiores al 17%, mientras que en
tallos y hojas se logran porcentajes de 58,88 y 77,50
respectivamente, siendo este tltimo valor un poco
mas alto que el observado por Sha Valli Khan etal (17)
con semillas expuestas al medio de cultivo denomi-
nado en este trabajo como Tratamiento dos, aunque
con diferencia poco significativa y probablemente
como consecuencia de la cantidad de myo-inositol
empleado pues, al parecer, la concentraciéon empleada
tiene un efecto promotor en la induccién de tejido
indiferenciado en otras especies vegetales (21).
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Figura 6. Porcentaje acumulado de formacién de
callos (desdiferenciacién tisular) en explantes pro-
venientes de rafz, tallos y hojas (media £ desviacién
estindar) sometidas al medio de cultivo que incluiye
icido a-naftalenacético (5 pM) + 6-furfurilamino-
purina (4,64 uM) (Tratamiento 4) en las semanas dos,
cinco y ocho de cultivo.
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CONCLUSIONES

En este trabajo, la generacién de tejido indife-
renciado en explantes provenientes de raices de B.
orellana L., no resulta masiva, y los porcentajes de
induccién son bajos, dificilmente superiores al 15%
y notorios a partir de la quinta semana de cultivo.
Por el contrario, la induccién de callos en segmen-
tos de tallos y hojas se ve favorecida por el tiempo
de exposicién a los reguladores de crecimiento y
por el tratamiento empleado para ella.

La alta variacién con relacién a las medias, en los
porcentajes de formacién de callos en los segmentos
provenientes de tallo y hojas, podria ser conse-
cuente con los tipos de reguladores de crecimiento
empleados en cada uno de los tratamientos, pues
en este trabajo, y dependiendo de su combinacién
y explante, se ve disminuida o revertida la aparicién
de estos tejidos poco diferenciados.

En este trabajo, y sin importar el explante uti-
lizado (incluso raices), la formacién de callos se
ve favorecida por la exposicién al tratamiento que
involucra icido a-naftalenacético (5 uM) y 6-fur-
turilaminopurina (4,64 pM), aunque en hojas, los
porcentajes de generacién de este tejido indiferen-
ciado son un poco mais bajos. En consecuencia, la
utilizacién de esa combinacién hormonal, y de
explantes provenientes de tallos y hojas, se consti-
tuye en una alternativa adicional para la induccién
de callos en B. orellana L. y en posteriores suspen-
siones celulares potencialmente productoras de los
metabolitos de interés.
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