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RESUMEN

La Iberviella sonorae Greene (I. sonorae) es una planta de la familia de las curcubitaceas, con una
distribucién geografica del norte de México, principalmente de Sonora, Sinaloa y Baja California. Es
una especie considerada en peligro de extincion debido a la gran demanda y uso descontrolado de
la raiz para el control de la Diabetes Mellitus Tipo Il. Investigaciones recientes han propuesto que
el efecto hipoglucemiante se debe al contenido de acidos grasos presentes en la raiz. Por lo que
es importante utilizar técnicas como el cultivo in vitro para producir y obtener compuestos de
interés como los acidos grasos. En este trabajo, se evalud el crecimiento celular en suspensiones a
partir de tejido calloso empleando tallos como explantes. Asi mismo, se evalué la produccion de los
acidos grasos durante los 28 dias de cultivo de dos diferentes medios de cultivo MS2 (0.5 mg/L
CIN, 1.5 mg/L 2,4-D) y MS4 (0.5 mg/L BAP, 0.5 mg/L 2,4-D). Obteniéndose una tasa de
crecimiento alta en MS2 de 0.0794 mg/mL al dia, en comparacién con MS4 de y 0.0352 mg/mL.
Sin embargo, este Ultimo se obtuvo una producciéon mayor de acidos grasos siendo de 18.78 g/L a
los 28 dias.

1.- INTRODUCCION

La Iberviella sonorae Greene (l. sonorae) es una planta dioica perenne conocida como wereke o
guareke, choya-huani, melén de coyote (Figura 1), perteneciente a la familia de las cucurbitaceas.
Est4 distribuida en las zonas semiaridas de Sonora, Sinaloa y Baja California. La raiz es
tuberculosa y puede llegar a pesar hasta ocho kilos [1]. Ha sido
empleada por varios grupos étnicos como Mayo, Opata, Seri y Yaqui
como medicina. Las hojas se usan para el tratamiento de
enfermedades de la piel, Ulceras de estdmago, y la raiz es (til para el
tratamiento externo de dafios dermatoldgicos, reumatismo asi como
para contrarrestar la Diabetes Mellitus (DM) [2, 4, 7]. Nuestro grupo
de trabajo ha demostrado que |. sonorae tiene actividad
hipoglucemiante, antitumoral y antioxidante [13]. Se ha demostrado
gue para ejercer el efecto hipoglucémico necesita la presencia de
insulina, mostrandose el efecto en ratas con diabetes moderada
administradas por via intraperitoneal (IP), por lo que solo es util para
el control de la DM Tipo Il [2, 3, 17].

Figura 1. Iberviella
sonorae Greene
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La Biotecnologia permite realizar un control de las condiciones de cultivo de células influyendo en
la produccion de metabolitos secundarios, siendo una mejor alternativa para la produccion de estos
[10]. Por lo que se evalu6 el efecto de los reguladores de crecimiento; Cinetina (CIN), 6-
Bencilaminopurina (BAP) y 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) en los cultivos celulares de |. sonorae
como una alternativa para evitar su explotacién y extinciéon, evaluando la produccion de los acidos
grasos.

2.- TEORIA

De acuerdo Hernandez et al. (2007) atribuyeron la propiedad hipoglucemiante a la mezcla de
monoglicéridos y de Acidos grasos aislados de esta raiz obtenidos por diclorometano. Los estudios
realizados por Estrada Zlfiiga et al. (2012), evaluaron el contenido de los acidos grasos de cultivos
in vitro, donde la produccién de acidos grasos tiene una relacién directa con el crecimiento. Se
conoce que los é&cidos grasos tienen una estrecha relacion con la hipoglucemia debido a los
defectos de la B-oxidacion de los mismos. Asi mismo, se conoce que los acidos grasos libres
producen resistencia a la insulina afectando asi el estimulo de la glucosa [5, 14].

3.- PARTE EXPERIMENTAL

Establecimiento de cultivos de I. sonorae.

El cultivo de callos de I. sonorae se realizé a partir de explantes de tallo en medio MS (Murashige
y Skoog, 1962) suplementado con Sacarosa 30 g/L, vitaminas MS, Acido Ascorbico 150 mg/L,
ajustadas a un pH 5.8 y agar 6 g/L. Con un fotoperiodo de 16 h luz/ 8 oscuridad y con intensidad
luminosa de Se empleardn dos formulaciones del medio de cultivo MS con diferentes reguladores
de crecimiento vegetal: MS2 (CIN 0.5mg/mL y 2,4-D 1.5 mg/mL) y MS4 (BAP 0.5 mg/mL, 2,4-D 1
mg/mL).

Establecimiento de cultivos de células de I. sonorae.

El cultivo de células en suspension de |. sonorae se realiz6 con 5 + 0.5 g de callos friables (del
cultivo anterior) y vigorosos de 20 dias de cultivo, suspendidos en 25 mL de medio MS con la
misma composicién que el medio indicado arriba. Estos cultivos se mantuvieron de 120 -150 rpm, a
25 £ 1°C con un fotoperiodo de 16 h luz/8 h de oscuridad (intensidad luminosa xxx). Una vez
dispersadas las células, se centrifugaron a 3000 rpm, y se inocularén de 25 + 5 g de células en
200 mL de medio MS y se mantuvieron durante 28 dias en las mismas condiciones descritas,
tomando muestra cada 3-5 dias.

Determinacién de acidos grasos.

Se empled el método fluorimétrico de Wei-Chen et al., (2009) modificado para determinar acidos
grasos en los cultivos celulares. A los cultivos de 28 dias, se les determino el contenido de acidos
grasos: muestras de 160uL de cada medio, MS2 y MS4, se les adicioné 160uL de DMSO al 25% y
4 pL de rojo de Nilo uL de rojo de Nilo ((9-8diethyl amino) benzo [a] phenoxazin-5(5H)-one). Esta
mezcla se agitdé e incubo 10 minutos a 40°C; posteriormente se le afiadi6 1600uL de agua
destilada. Después de 1 minuto se tomo lectura en un fluorémetro Jenway 6280 a 486 nm de
excitacién y 570 nm de emisién. Para calcular la concentracién de mg acidos grasos se us6 una
curva tipo de Trioleina. Las determinaciones se realizaron de aproximadamente cada 4 dias de los
cultivos en suspension.
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION

Establecimiento de cultivos celulares de |. sonorae.

Luego de 28 dias de cultivo, los cultivos celulares de I. sonorae a partir de tallos presentaron una
tasa de crecimiento de 0.0794 y 0.0352 mg/mL por dia para MS2 y MS4, respectivamente. Por lo
que se observé que empleando CIN y 2,4-D se tiene un mayor crecimiento, obteniéndose que a
una concentracion alta de la auxina (2,4-D) favorece el crecimiento celular. El crecimiento de las
células depende de las concentraciones de auxina, donde 2,4-D es un buen regulador para la
induccion y el mantenimiento de las células en suspension [9]. Con el medio de cultivo MS4, que
es suplementado con BAP no tiene un buen crecimiento para el cultivo celular debido a la baja
concentracién de 2,4-D. Sin embargo, en investigaciones previas de este grupo se ha demostrado
que BAP favorece la induccién y crecimiento de callos a diferencia de CIN, observandose también
que a concentraciones mayores/iguales a 1 mg/mL tanto de CIN como BAP pueden inhibir el
crecimiento celular. De acuerdo con Pérez Molphe et al. (1999) y J. Finer (1994), la induccion de
callos depende de la concentracién de auxinas y citocininas, ademas de que determina la direccién
del metabolismo celular. Se ha observado que el crecimiento del tejido calloso obtenido a partir de
tallo de I. sonorae es mayor a diferencia de los obtenidos en raiz, empleando el medio de
Gamborg, 1968 (B5) y reguladores de crecimiento como Acido a-naftalenacético (NAA), 6-
Bencilaminopurina (BAP) y Acido 3- indoacético (IAA), datos ain no publicados.

Determinacién de &cidos grasos.

Se midio la concentracion de lipidos neutros excretados al medio a lo largo del crecimiento celular
por el método fluorimétrico de Wei-Chen et al., (2009) modificado. La produccién de &cidos grasos
a los 28 dias esta asociado al crecimiento de los cultivos de células de |. sonorae (Figura 1y 2),
donde la produccion fue de: 12.82 g/L y 18.78 g/L para MS2 y MS4, respectivamente. Estrada
Zufiga et al. (2012), evaluaron el contenido de los acidos grasos en callos de explantes de hojas a
los 7 dias de incubacién con CIN (1 mg/L) y 2,4-D (1.5 mg/ L) obteniendo una produccién de acidos
grasos de 48.57 mg/g, encontrandose el acido palmitico en mayor concentracion. En el medio MS4
empleando 0.5 mg/L BAP y 0.5 mg/L 2,4-D, se incrementd la produccién de acidos grasos, a
diferencia de MS2 donde se habia obtenido una mejor tasa de crecimiento, sin embargo, esto no
sucede para tener una mejor produccion de Aacidos grasos, esto se debe a la diferente
concentracién empleada de los reguladores asi como el tipo de citocinina que fue empleada. Por lo
la productividad y el rendimiento de los metabolitos secundarios que son producidos en cultivos in
vitro de células vegetales, son diferentes a los que se han encontrado en plantas que crecen en
condiciones naturales [12,15].
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Figura 1. Concentracion de acidos grasos en funcion de la edad del cultivo celular durante 28 dias
de crecimiento de |. sonorae con el medio MS2 (0.5 mg/L CIN, 1.5 mg/L 2,4-D) por la técnica de
rojo de Nilo.
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Figura 2. Concentracién de acidos grasos en funcion de la edad del cultivo celular durante 28 dias
de crecimiento de |. sonorae con el medio MS4 (0.5 mg/L BAP, 0.5 mg/L 2,4-D) por la técnica de
rojo de Nilo.

4. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados experimentales: se logro el establecimiento de los cultivos celulares
de I. sonorae, teniendo una buena tasa de crecimiento con el medio MS2 con una concentracion
de 1.5 mg/mL de 2,4-D, siendo esta de 0.0794 mg/mL al dia. La concentracion que mas favorecio
la produccién de &cidos grasos de los cultivos celulares de I. sonorae fue en el medio MS4, con
18.78 g/L a los 28 dias de cultivo celular empleando BAP y 2,4-D como reguladores.
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