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Articulo de investigacion

Optimizacion de las condiciones de produccién de
capsulas con microestacas para aumentar el tiempo
de almacenamiento de la planta medicinal mexicana

Castilleja tenuiflora (Orobanchaceae)

ActaBotanica Optimization of the production of capsules with
MeXxicana microstakes to increase the storage time of the Mexican
medicinal plant Castilleja tenuiflora (Orobanchaceae)

Yatzil Ledn-Romero' ®, José Luis Trejo-Espino'? @, Guadalupe Salcedo-Morales' ®, Gabriela Trejo-Tapia' @, Silvia
Evangelista Lozano'?

Resumen:

Antecedentes y Objetivos: Castilleja tenuiflora es una de las plantas mexicanas, silvestres y medicinales cultivadas in vitro que presentan actividad
bioldgica antiinflamatoria y antiulcerogénica. La encapsulacidon de microestacas es una opcién para propagar y prolongar el almacenamiento de esta
planta. El objetivo de este estudio fue establecer un método para la encapsulacién y conservacién de microestacas de C. tenuiflora sin afectar el
contenido de sus compuestos.

Métodos: Las capsulas fueron elaboradas con alginato de sodio en complejo con cloruro de calcio dihidratado como matriz y microestacas de tejido
proveniente de plantulas cultivadas in vitro. Se probaron diferentes concentraciones y tiempos de polimerizacién, asi como diferentes tiempos de
almacenamiento y temperatura, para posteriormente analizar los metabolitos mayoritarios de los extractos metandlicos mediante cromatografia
(HPLC) de las plantas resultantes.

Resultados clave: La combinacién para la produccién de cdpsulas con microestacas es alginato de sodio al 3% y cloruro de calcio dihidratado al 50
mM, con 25 minutos de polimerizacidn. Las plantulas derivadas de semillas sintéticas, almacenadas por 100 dias presentaron los mismos compuestos
que las plantas donantes.

Conclusiones: La encapsulacion de microestacas de C. tenuiflora con alginato de sodio y cloruro de calcio dihidratado permite el almacenamiento del
material vegetal y se mantienen sus compuestos principales, por lo que es una alternativa para mantener el genotipo de plantas elite y contrarrestar
el saqueo de plantas silvestres.

Palabras clave: conversion de plantulas, crecimiento de plantulas, encapsulado, micropropagacion.

Abstract

Background and Aims: Castilleja tenuiflora is one of the Mexican, wild and medicinal plants cultivated in vitro which have anti-inflammatory and
antiulcerogenic biological activity. The encapsulation of microstakes is an option to propagate and prolong the storage of this plant. Therefore, the
objective of this study was to establish a method for the encapsulation and conservation of C. tenuiflora microstakes that does not affect the content
of the compounds of interest of this plant.

Methods: Capsules were elaborated with sodium alginate in complex with calcium chloride dihydrate as matrix and tissue microstakes from seedlings
grown in vitro. Different concentrations and polymerization times were tested, as well as different storage times and temperature, for later analysis
of the major metabolites of the methanolic extracts by chromatography (HPLC) of the resulting plants.

Key results: The combination for the production of capsules with microstakes is 3% sodium alginate and calcium chloride dihydrate at 50 mM, with 25
minutes of polymerization. The seedlings derived from synthetic seeds and stored for 100 days presented the same compounds as the donor plants.
Conclusions: The encapsulation of C. tenuiflora microstakes with sodium alginate and calcium chloride dihydrate allows the storage of plant material
and the main compounds are maintained. Hence, this method for the encapsulation and conservation of microstakes is an alternative to maintain the
genotype of elite plants and counteract the illegal collection of wild plants.

Key words: conversion of seedlings, encapsulation, micropropagation, seedling growth.
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Introduccion

Castilleja tenuiflora Benth. es una planta herbacea perenne
de la familia Orobanchaceae (Tank y Olmstead, 2008), co-
nocida como hierba del cancer, atzoyatl y cola de borrego,
entre otros nombres (Hernandez, 1943). Ha sido utilizada
en la medicina tradicional mexicana desde el siglo XVI, en el
tratamiento de tos, disenteria, nervios, dolores menstrua-
les e inflamacidn, cancer y enfermedades gastrointestinales
(Béjar et al., 2000).

En plantas silvestres y cultivadas in vitro se ha eva-
luado la actividad antiinflamatoria y antiulcerogénica en
pruebas con ratones (Carrillo-Ocampo et al., 2013; Sanchez
et al., 2013), se han reportado sus efectos citotdxicos (Mo-
reno-Escobar et al., 2011), antioxidantes (Lopez-Laredo et
al., 2012) y antidepresivos (Herrera-Ruiz etal., 2015). Dicha
actividad bioldgica esta relacionada con metabolitos secun-
darios como iridoides glicosilados (aucubina y bartsidsido)
(Jiménez et al., 1995; Carrillo-Ocampo et al., 2013), feni-
letanoides glicosilados (verbascdsidos e isoverbascdsidos)
(Gomez-Aguirre et al., 2012; Sanchez etal., 2013), flavonoi-
des (apigenina y quercetina) (Lopez-Laredo et al., 2012) y
lignanos (Herrera-Ruiz et al., 2015), que fueron identifica-
dos tanto en plantas silvestres, cultivadas in vitro, como en
plantas aclimatadas en condiciones de vivero (Lépez-Lare-
do et al., 2012).

La produccion de semillas sintéticas, que consiste en
estructuras vegetales de origen normalmente asexual que
constan basicamente de un embridon encapsulado en un
endospermo artificial formado por una matriz polimérica
(Morales y Cano, 2012), puede ser una opcion para prolon-
gar el tiempo de almacenamiento y mantener el genotipo
de plantas élite, facilitar el intercambio de germoplasma,
contar con material disponible para cultivo ex vitro, impedir
riesgos de contaminacion y contrarrestar el saqueo de plan-
tas de su habitat natural, principalmente. Se ha utilizado la
encapsulacidn en plantas como Centella asiatica (L.) Urban
(Prasad et al., 2014), en analisis por cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPLC), las plantas obtenidas de semillas
sintética expresaron uniformidad cuantitativa y cualitativa
de los compuestos de interés como los centellésidos. Los
agentes encapsulantes mas utilizados en la elaboracién de
semillas sintéticas son el alginato de sodio en complejo con
cloruro de calcio dihidratado, ambos en diferentes concen-
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traciones y tiempos de polimerizacién (Standardi y Miche-
li, 2012; Sharma et al., 2013), dependiendo de la especie
con que se trabaje (Gantait et al., 2015). La elaboracién de
semillas sintéticas ha permitido la propagacién y preserva-
cion a largo plazo de embriones somadticos de orquideas
(Teixeira da Silva et al., 2014) y agaves (Chandrasekhara et
al., 2012). Por otro lado, el encapsulado de tejidos como
segmentos nodales de plantas con importancia fruticola
(Rai et al., 2009) se ha aplicado en citricos (Nieves et al.,
1998) en plantas medicinales como Centella asiatica (Pra-
sad et al., 2014), y en alfalfa (Medicago sativa L.) (Fujii et
al., 1992). En cafia de azUcar (Saccharum officinarum L.) va-
riedad CP-5243, los embriones encapsulados se han planta-
do directamente en campo (Nieves et al., 2003).

Castilleja tenuiflora es comercializada en los mer-
cados de plantas medicinales. Se extrae de su ambiente
natural en zonas altas y semiaridas de México entre 2300
y 3300 m s.n.m. (Calderdn y Rzedowski, 2001), areas que
cada dia son amenazadas por el deterioro humano (Salce-
do-Morales et al., 2009). Debido a las propiedades medici-
nales de C. tenuiflora, es importante desarrollar métodos
gue permitan su preservacion por tiempos prolongados,
asi como el mantenimiento de lineas de subcultivo, que
contengan los principales compuestos de interés, para su
disposicion.

La propagacién y conservacién de microestacas en
capsulas se propone como un método alternativo para pre-
servar plantas élite y contrarrestar el saqueo de individuos
de su habitat natural; ademds de brindar proteccién directa
al explante, es posible aumentar el tiempo de almacena-
miento, reducir la frecuencia de subcultivos, prevenir ries-
gos de contaminacion y de variacion somaclonal (Sharma
et al., 2013) y mantener lineas de subcultivo de la misma
planta para su disposicidn. Por lo anterior, el objetivo en
este estudio fue desarrollar un método para la encapsula-
cion de microestacas de C. tenuiflora, que después del pro-
ceso de encapsulacién y almacenamiento no afecte el perfil
quimico de la planta.

Materiales y Métodos

Obtencion del material vegetal
Se utilizaron microestacas (segmentos de tallo no apicales
con un nodo) obtenidas de una linea de plantas in vitro de



C. tenuiflora proporcionada por el Laboratorio de Produc-
tos Naturales del Centro de Desarrollo de Productos Bioti-
cos del Instituto Politécnico Nacional (CEPROBI-IPN). Esta
linea se mantuvo mediante subcultivos de acuerdo con el
método propuesto por Salcedo-Morales et al. (2009), para
tener una fuente constante de material vegetal y produ-
cir las semillas sintéticas con los diferentes tratamientos.
Las plantas fueron subcultivadas cada 21 dias en medio
MS (Murashige y Skoog, 1962) al 100% (4.4 gl*) con acido
indol butirico y 6-bencilaminopurina (0.1 mg I IBA y 0.25
mg It BAP), el pH ajustado a 5.8 y como agente gelificante
Bactoagar al 0.8% (p/v). Se utilizaron cajas magenta como
contenedores y se colocaron nueve explantes por caja, in-
cubadas a 2512 °C con intensidad luminosa de 1800 Lux,
con un fotoperiodo de 16/8 horas luz/obscuridad.

El tejido de encapsulacidn consisti6 en microesta-
cas (con un nodo y 2 mm de tallo por cada extremo) de
C. tenuiflora de 5 mm de longitud aproximadamente, pro-
venientes de plantulas con 35 dias de cultivo in vitro. Las
fracciones de tallo dtiles para la encapsulacion fueron el
segundo, tercero y ocasionalmente el cuarto nodo de las
plantulas subcultivadas.

Produccién de las capsulas con microestacas

Materiales encapsulantes

Las capsulas se elaboraron de acuerdo con el protocolo
propuesto por Gantait et al. (2015) y Sharma et al. (2013),
quienes recomiendan como agentes encapsulantes al algi-
nato de sodio (REASOL) en complejo con cloruro de calcio
dihidratado (FERMONT).

Preparacion de los componentes de la matriz de
encapsulacion
Este método consistidé en realizar una solucién base con
medio Murashige y Skoog (1962) (MS) al 100% (4.4 g1?),
adicionada con reguladores de crecimiento vegetal IBA (0.1
mg I') y BAP (0.25 mg I?), sacarosa (3%), el pH ajustado a
5.8. En 300 ml de agua desionizada se adicionaron 1.3 g de
MS, 33.8 ul de IBA, 30.5 ul de BAP y 9 g de sacarosa.

En matraces de 250 ml se colocaron 150 ml de la so-
lucion base y se adiciond el alginato de sodio para formar
soluciones al 2, 3 y 4%, en otros matraces con solucién base
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se adicioné el cloruro de calcio dihidratado con diferentes
concentraciones (50, 75 y 100 mM).

Las mezclas fueron sometidas a tres tiempos de po-
limerizacion (20, 25 y 30 min), para obtener distintos gra-
dos de dureza (Sharma et al., 2013; Gantait et al., 2015)
(Cuadro 1). Los matraces de las seis soluciones con las di-
ferentes concentraciones de alginato de sodio y cloruro de
calcio dihidratado fueron esterilizadas en autoclave de tres
calores (AESA, modelo CV 300, serie 1577, Cd. Mx., México)
a 15 Ib de presiéon por 20 min.

PProceso de encapsulacion
En condiciones asépticas, las microestacas se suspendieron
una por una en la solucién de alginato de sodio. Con una

Cuadro 1: Combinacidn y concentracié de los agentes encapsulantes
alginato de sodio (alg-Na %) y cloruro de calcio dihidratado (CaCl, 2H,0
mM), en diferentes tiempos de polimerizacion.

Agentes encapsulantes Concentracion utilizada Tiempo de

polimerizacion

(min)
Alginato de sodio (p/v) 2%, 3%y 4% 20, 25y 30 min
CaCl,2H,0 (mM) 50, 75y 100
Tratamientos Agentes encapsulantes Tiempo de

Alg-Na (%) CaCl,2H,0 polimerizacion
(mM) (min)
T1-1 2 50 20
T1-2 2 50 25
T1-3 2 50 30
T3-1 3 50 20
T3-2 3 50 25
T3-3 3 50 30
T4-1 3 75 20
T4-2 3 75 25
T4-3 3 75 30
T5-1 3 100 20
T5-2 3 100 25
T5-3 3 100 30
T6-1 4 75 20
T6-2 4 75 25
T6-3 4 75 30




micropipeta de 1000 ul cuya punta fue adaptada con una
abertura de 7 mm, la microestaca fue revestida y aspirada
con un volumen de 100 ul de alginato de sodio y se dejé
caer a manera de gota en el matraz con la solucién de clo-
ruro de calcio dihidratado. Al entrar en contacto se inicid la
reaccion de polimerizacion (Figs. 1A-F).

Para dar forma esférica a la semilla sintética, cada
matraz fue colocado en un agitador orbital (Prendo, mode-
lo AGO 60-40, Puebla, México), a 100 rpm. Las soluciones
se dejaron reaccionar en estas condiciones durante 20, 25
y 30 min y una vez transcurrida la polimerizacién, las se-
millas sintéticas fueron recuperadas al decantar el cloruro
de calcio dihidratado. Con agua desionizada esterilizada se
realizaron tres lavados y se dejaron secar por un minuto
sobre papel filtro en condiciones asépticas (Ara et al., 2000;
Sharma et al., 2013).

Cada semilla fue sembrada de forma individual en
viales de 10 cm de largo y 1 cm de didmetro, con 1.5 ml de
fitagel (1.5 g I') y se incubaron a 25+2 °C, intensidad lumi-
nosa de 1800 Lux, con un fotoperiodo de 16/8 horas luz/
obscuridad.

Efecto de las concentraciones de los agentes
encapsulantes y el tiempo de polimerizaciéon
Las semillas sintéticas obtenidas fueron sembradas sobre
fitagel (sin ningun medio nutritivo o regulador de creci-
miento) para evaluar viabilidad, germinacion, conversion
y longitud de la planta. Las observaciones se realizaron a
los 9, 12, 15, 18 y 21 dias después de la siembra. El criterio
para definir la germinacion de la semilla sintética se definid
cuando el brote rompid la capsula (Asmah et al., 2011). La
viabilidad fue considerada cuando los explantes encapsula-
dos presentaron una apariencia verde, sin amarillamiento
y sin partes necrosadas (Micheli et al., 2007). El porcentaje
de conversién se considerd como la formacién de una plan-
ta completa proveniente de una semilla sintética (Standardi
y Micheli, 2012). La longitud de las plantas después de la
germinacion fue medida con escala milimétrica, desde la
superficie de la capsula.

Después de seleccionar la concentracién dptima de
alginato de sodio, cloruro de calcio dihidratadoy el tiempo
de exposicidn, se dio continuidad a los experimentos de al-

macenamiento en frio de las semillas sintéticas.

Figura 1: Elaboracion de semillas sintéticas de Castilleja tenuiflora Benth.: A. plantas madre con 21 dias de edad provenientes de cultivo in vitro;
B. microestacas de C. tenuiflora; C. las microestacas se suspenden en la solucién de alginato de sodio y luego se aspiran con una micropipeta; D.
los explantes se vierten en forma de gota en la solucién de cloruro de calcio; E. se decanta la solucidn de cloruro de calcio y las semillas sintéticas
obtenidas se enjuagan 3 veces con agua desionizada estéril; F. obtencion de una semilla sintética de C. tenuiflora.
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Almacenamiento en frio

Con el fin de prolongar el tiempo de almacenamiento de
las semillas sintéticas de C. tenuiflora se probaron tres tem-
peraturas de almacenamiento (1.5, 4 y 25 °C) (Islam y Bari,
2012). A estas temperaturas, se evalud la viabilidad (Fig. 2)
de los explantes de las semillas sintéticas almacenadas a
20, 38 y 45 dias. Con estos dias de almacenamiento, se se-
lecciond la mejor temperatura y se certificé que los explan-
tes contenidos en las semillas fueran viables.

Después de seleccionar la temperatura de almace-
namiento y viabilidad, se procedié a ampliar el periodo de
almacenamiento con la mejor temperatura (4 °C), los tiem-
pos de almacenamiento: 30, 50, 100, 190 y 200 dias.

Las condiciones de almacenamiento fueron semillas en
grupos de 30 dentro de criotubos de 5 mly envueltos con papel
aluminio, con el fin de mantenerlos en condiciones de oscuri-
dad. Bajo esta condicion se evita el deterioro de la matriz en-
capsulante (San Andres etal., 2010). Ademas, es posible retar-
dar el crecimiento de los tejidos vegetales (Engelmann, 2011).

Los grupos de semillas, al final del periodo de almace-
namiento, fueron sembradas en fitagel y se incubaron por 30
dias. Las plantas resultantes se utilizaron para la elaboracidn
de extractos metandlicos, y el analisis del perfil fitoquimico.

Perfil quimico por LC-MS de plantulas de
Castilleja tenuiflora para la determinacion de los
compuestos mayoritarios

Se elaboraron extractos metandlicos de las plantas de C.
tenuiflora provenientes de semillas sintéticas y obtenidas

de las pruebas de almacenamiento a 4 °C, con tiempo de
almacenamiento de 30, 50 y 100 dias. Estos fueron compa-
rados con extractos metandlicos elaborados con plantas de
C. tenuiflora provenientes de cultivo in vitro sin almacenar.

Para realizar el extracto, las muestras secas se colo-
caron en tubos Eppendorf de 2.5 ml y se molieron en el
homogeneizador de tejidos de aire (QIAGEN, Tissue Lyser
LT, Hilden, Alemania) durante 5 min a 100 rpm. Posterior-
mente, la muestra se suspendié en un criotubo de 5 ml con
1.5 ml de metanol (proporcion de 1:50) y se sonico durante
una hora a temperatura ambiente. El extracto metandlico
fue filtrado con papel filtro Wathman no. 1 y se dejé evapo-
rar hasta sequedad. Los extractos fueron almacenados en
la obscuridad hasta su andlisis.

Para el analisis del perfil quimico se utilizé un equi-
po de cromatografia liquida (Shimadzu, LC-MS 2020, Tokio,
Japon), con un sistema de control CBM-20A2, dos bombas
LC-20AD, un desgasificador DGU-20A 5R, un muestreador
automatico SIL-20AC HT, un horno para columna CTO 20A%y
un detector de arreglo de fotodiodos (PDA) SPD-M20A, aco-
plado a un espectrometro de masas con una fuente de io-
nizacién por electrospray (ESI-MS) (Shimadzu, Tokio, Japdn).

El andlisis se realiz6 a 40 °C en una columna de alta
resolucion RP-18 de fase reversa (Chromolith®, 100 mm
por 4.6 mm, 5 um) (Merck, Darmstadt, Alemania). La fase
movil fue previamente tamizada en filtro de membrana de
0.45 um (Millipore, Milford, EUA) y desgasificada por so-
nicacion durante 15 min. Como fase mdvil se ocupd agua
Milli-Q (solvente A) y acetonitrilo (solvente B). El método

Figura 2: Criterios de evaluacion de viabilidad en la semilla sintética de Castilleja tenuiflora Benth. después del almacenamiento: A. explante viable,

gque muestra apariencia verde; B. explante con extremos necrosados; C. explante ambar; D. explante blanco.
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cromatografico fue en gradiente de la siguiente forma:
0-2.0 min, 100% A - 0% B; 2.01-5.0 min, 90% A - 10% B;
5.01-10.0 min, 85% A - 15% B; 10.01-14.0 min, 80% A -
20% B; 14.01-18.0 min, 75% A - 25% B; 18.01-23 min, 70%
A -30% B; 23.01-27.0 min, 0% A - 100% B; 27.01-30.0 min,
100% A - 0% B.

La absorbancia fue medida a 205, 240, 280, 330, 360
y 380 nm. El volumen de inyeccién fue de 20 ul con un flu-
jo constante de 1 ml/min. El andlisis por espectrometria de
masas se realiz6 en modo negativo en un intervalo de 100-
1000 m/z (relacién masa/carga de los iones que conforman
el compuesto), bajo las siguientes condiciones: flujo del gas
de nebulizacion (1.54 | min™), flujo de N, (10 I min), voltaje
de la interfase (4.5 kV) y voltaje del detector (1.2 kV). Los
compuestos quimicos mayoritarios fueron identificados me-
diante su espectro UV-VIS de absorcién (A), el tiempo de re-
tencién (tr) y la relacién masa atomica/carga del ion (m/z).

Analisis estadistico

Para seleccionar la concentraciéon de agentes encapsulan-
tes y tiempos de polimerizacién, la n fue de 10 semillas y se
considerd una semilla sintética como unidad experimental.
En la prueba de almacenamiento se probaron 30 semillas
sintéticas por tratamiento y como control se utilizaron se-
millas sintéticas sin almacenamiento. El resultado de am-
bas pruebas fue analizado con la prueba de Tukey (a=0.05)
con el software Infostat (v. 2018 (Di Rienzo et al., 2018).
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Resultados

La mejor concentracién de los agentes encapsulantes fue
el alginato de sodio al 3% en complejo con el cloruro de
calcio dihidratado al 50 mM con un tiempo de polimeriza-
cion de 20-25 min. porque presenté el mayor porcentaje de
viabilidad, conversidn y las mejores longitudes. Ademas, la
composicion de las semillas sintéticas favorecidé su manipu-
lacién y forma (Fig. 3).

En los tratamientos de alginato de sodio 2%, cloruro
de calcio dihidratado 50 mM y 30 min (T1-3), la germina-
cion fue de 50%, la conversién de 20%, la viabilidad de 80%,
los explantes permanecieron verdes aungque no presenta-
ron desarrollo; de 20% de las muestras que presentaron
conversion, la longitud del brote fue de 2.1 mm.

El tratamiento de alginato de sodio al 3%, cloru-
ro de calcio dihidratado 50 mM y 20 min (T3-1) presen-
té una germinacion de 50%, una conversién de 70% y
mostrd una viabilidad de 100%, la longitud del brote fue
de 4.3 mm. En la viabilidad en el resto de tratamientos
de T3 (T3-2 y el T3-3) no hubo diferencias significativas
entre ellos, los explantes permanecieron verdes aunque
no presentaron desarrollo; la viabilidad no tuvo influen-
cia sobre la germinacién. Las semillas elaboradas con
las mayores concentraciones de alginato de sodio (4%)
en combinacién con el cloruro de calcio dihidratado (75
mM) registraron porcentajes de germinacion menores a
30%.

longitud del brote (mm)

o -

T3-2 T3-3 T4-2  T6-2 T6-3
40 30 20 0 0 0
80 50 30 20 10 10
100 | 100 50 80 40 70
4 1.7 15 0.6 0.8 0.6

T4-1

Figura 3: Efecto de las concentraciones de los agentes encapsulantes y tiempo de polimerizacion sobre el porcentaje de germinacion (%), viabilidad
(%), conversidn (%) y longitud del brote (mm) a los 18 dias de cultivo. Los tratamientos incluidos en el T3 registraron el mayor porcentaje de

germinacion de Castilleja tenuiflora Benth.
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Aunque el tratamiento T1-1 obtuvo alto porcentaje de
conversion vy viabilidad (80 y 90% respectivamente), las ca-
racteristicas fisicas de las semillas no favorecieron la forma
y la manipulacion (Fig. 4); mientras que en la forma de los
tratamientos con mayor concentracién (T4 y T6) las capsulas
fueron esféricas, de color opaco y el explante no fue visible.
El tratamiento T3-2 fue el que se selecciond para el resto de
los experimentos por presentar el mayor porcentaje de con-
version y las capsulas fueron esféricas y transparentes.

En la prueba del efecto del almacenamiento en frio
sobre la viabilidad del explante, los resultados muestran que
el almacenamiento a 4 °C es la temperatura mas efectiva de-
bido a que las semillas sintéticas mostraron una apariencia
viable en todos los periodos evaluados (Cuadro 2). En el al-
macenamiento a 1.5 °C, los explantes se mantuvieron via-
bles hasta los 28 dias; ademas, la cdpsula presentd signos de
deshidratacién del polimero debido al almacenamiento en
frio. Bajo la temperatura de almacenamiento a 25 °C no se
observo la presencia de explantes viables en ninguin periodo
de almacenamiento. Debido a estos resultados se selecciond
como condicién de almacenamiento la temperatura de 4 °C.

El tratamiento con 50 dias de almacenamiento presentd
los valores mas altos vy significativamente diferentes entre to-
dos los tratamientos (Fig. 5). En este tratamiento se obtuvo una
viabilidad de 93 y 77% de germinacién, una longitud de planta
promedio de 7.07 mm y un porcentaje de conversion de 70%.

Cuadro 2: Efecto de la temperatura de almacenamiento sobre la
viabilidad de semillas sintéticas de Castilleja tenuiflora Benth.

Tiempo de almacenamiento  Temperatura de almacenamiento (°C)

(dias) 15 4 25
21 viable viable café
28 viable viable café
38 café viable café
45 café viable café

En los tiempos de almacenamiento 180 y 200 dias
ocurre una disminucién significativa de las tres variables
evaluadas, no hubo diferencias significativas entre ellos. La
frecuencia de conversién a plantas para los diferentes tra-
tamientos fue de la siguiente manera: almacenamiento de
50 dias presentd 70 plantas; 100 dias, 31 plantas y 30 dias,
20 plantas (en las semillas almacenadas a 180 y 200 dias no
hubo conversién completa).

Perfil guimico de compuestos mayoritarios en
plantas de Castilleja tenuiflora obtenidas de
semillas sintéticas después de un periodo de
almacenamiento

Se identificaron los compuestos mayoritarios en muestras
obtenidas de extractos metandlicos en plantas control y en

Figura 4: Efecto de las concentraciones sobre las caracteristicas visuales de la semilla sintética de Castilleja tenuiflora Benth.: A. 2%, 50 mM; B. 3%,

50 mM; C. 4%, 75 mM.
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Figura 5: Efecto del tiempo de almacenamiento a 4 °C sobre el porcentaje de germinacidn (%), viabilidad (%), conversion (%) y longitud del brote

(mm) a los 18 dias de cultivo in vitro de Castilleja tenuiflora Benth.

las provenientes de semilla sintética con tiempos de alma-
cenamiento: 30, 50 y 100 dias (Cuadro 3). El grupo control
presentd iridoides (aucubina y bartsidsido), feniletanoides
(verbascdsido e isoverbascdsido) y flavonoides (rutina y lu-
teolina). Por otro lado, el iridoide aucubina, el feniletanoide
verbascdsido y el lignano se encontraron presentes en to-
das las plantulas provenientes de semilla sintética, mien-
tras que la presencia de otros compuestos fue variable.

La elaboracidn de semillas sintéticas y el almacena-
miento hasta por 100 dias no influyeron en el perfil quimico
de los compuestos mayoritarios identificados en las plantas
donantes de C. tenuiflora.

Discusion

La forma y la consistencia de las capsulas fueron depen-
dientes de la concentracién y tiempo de polimerizacién de
la matriz; los porcentajes de germinacion, conversion y via-
bilidad, asi como la longitud de los brotes fueron diferentes
de acuerdo a los tratamientos. En especies como Centella
asiatica (Prasad et al., 2014), la concentracién del alginato
de sodio fue del 4% y del cloruro de calcio a 75 mM y se ob-
tuvo 85% de germinacién. Cabe mencionar que en su me-

dio de conversidn agregaron medio de cultivo MS, y para
C. tenuiflora (alginato de sodio 3%, 50 mM de cloruro de
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calcio dihidratado) solamente se utilizd el agente gelifican-
te (sin ninglin medio nutritivo o regulador de crecimiento).
Dichas condiciones fueron suficientes para obtener 80% de
conversion. La eficiencia de la semilla sintética depende de
la matriz de encapsulacién y del medio de conversién, estos
factores influyen sobre la viabilidad hasta la conversidn a
planta. Con esto se observd directamente el efecto de la
concentracion de los agentes encapsulantes sobre las va-
riables evaluadas.

En este estudio el disefio de la composicidn de la ma-
triz encapsulante incluye un medio nutritivo que se basé en
el medio utilizado para micropropagar regularmente a C. te-
nuiflora en el laboratorio. El medio de conversién probado
fue utilizando fitagel sin ninglin medio nutritivo o regulador
de crecimiento; estas condiciones fueron suficientes para
la obtencidn de plantas. Sin embargo, si se desea alcanzar
mayor tamafo en las plantas, es necesario optimizar tanto
el medio nutritivo que incluye la matriz de encapsulacion,
como el medio de conversidn.

Tsvetkov et al. (2006) estudiaron el efecto de la com-
posicién de la matriz encapsulante sobre el rebrote in vitro
de microcortes encapsulados del hibrido Populus tremula
L. x P. tremuloides Mincx., determinando que la adicién de
nutrientes, una fuente de carbono (sacarosa) y regulado-



Cuadro 3: Compuestos quimicos identificados en plantas de Castilleja tenuiflora Benth., provenientes de encapsulados almacenados a diferentes
tiempos. tR: tiempo de retencidn; lon (M-H): ion molecular menos un hidrégeno cargado negativamente; (m/z): ion molecular, masa cargada del

compuesto; C: plantas control.

No. tR(min) lon (M-H)(m/z) Compuesto Grupo quimico Tratamientos
1 4.36 345 Aucubina Iridoide C,30d,50d,100d
2 5.69 329 Bartsidésido Iridoide C
3 7.31 389 8-epiloganina Iridoide 50d,100d
4 9.36 609 Rutina Flavonoide C, 30d
5 11.23 623 Isoverbascdsido Feniletanoide C,30d,50d, 100d
6 12.21 623 Verbascdsido Feniletanoide C,30d,50d, 100d
7 20.25 299 Flavonoide Luteolina C

res de crecimiento vegetal, dan condiciones que favorecen
el desarrollo inicial del explante encapsulado. Asi también
lo mencionan Sundararaj et al. (2010) al aumentar la con-
centracion de elementos nutritivos (MS-solucidn base) en
la matriz de encapsulacidon, se favorece la formacién de
brotes en microcortes encapsulados de Zingiber officinale
Rosc. Estos resultados son similares al estudio realizado por
Saiprasad (2001) aplicado en embriones somaticos.

Sin embargo, los requerimientos para la disponibili-
dad de ciertos ingredientes de la matriz de hidrogel son es-
pecie especifico, por lo que se debe de dar atencidn espe-
cial en los requerimientos de la especie de interés (Tsvetkov
et al., 2006). Por ejemplo, estos autores mencionan que en
particular la fuente de carbono, presente en forma de saca-
rosa, representa un elemento clave para dar inicio al evento
de re-crecimiento en explantes de Populus, y se comprobd
gue este elemento tiene mayor influencia sobre la longitud
del brote comparado con 6-bencilaminopurina (BAP). Cabe
mencionar el estudio realizado en Beta vulgaris L. (Rizkalla
et al., 2012) donde se evalué el efecto de la concentracion
de la fuente de carbono en la matriz encapsulante sobre
el porcentaje de germinacién. Los mejores resultados de
germinacidn para la especie se obtuvieron al adicionar me-
dio MS con sacarosa (30 g/l) a la matriz de encapsulacion y
al aumentar esta concentracidn se afectd el porcentaje de
conversién negativamente.

Es posible que en el presente estudio la aplicacidn
conjunta de acido indol butirico (IBA), BAP y sacarosa, favo-
recieran la formacién de brotes en las microestacas encap-
suladas ya que estimulan la progresidn del ciclo celular y
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son las hormonas claves para inducir la formacion de novo
de brotes en diversos explantes in vitro (hojas, raices, me-
dula, cotiledones) (Jordan y Casaretto, 2006).

En este estudio, el medio de conversién no fue enri-
quecido con nutrientes ni reguladores de crecimiento para
observar de forma directa el potencial de la semilla sinté-
tica para obtener plantas debido a que la conversidén es el
aspecto mds importante de esta tecnologia para su uso co-
mercial (Standardi y Piccioni, 1997).

Standardi y Piccioni (1997) dicen que el medio de
conversién puede optimizarse con reguladores de creci-
miento vegetal (RCV) o aumentando otras fuentes como la
de carbono y elementos nutritivos (Sundararaj et al., 2010),
asi como antibidticos, herbicidas, biocontroladores y bio-
fertilizantes, entre otros (Islam y Bari, 2012).

Las concentraciones seleccionadas en este estudio
favorecieron la viabilidad, germinacién, conversion de la
planta de C. tenuiflora y su forma; por lo tanto, se facilitd
su manipulacién, caso contrario con las concentraciones
menores. Esto también se observa en plantas medicinales,
como lo muestran los resultados expuestos por Lata et al.
(2009) en Cannabis sativa L., donde el tamafio promedio de
sus capsulas fue de 5 mm, semejantes a este estudio.

Gantait et al. (2012) reportan que el uso de diferen-
tes concentraciones de alginato de sodio presenta diferen-
cia en la morfologia de las capsulas (opacidad y forma),
concluyendo que las concentraciones de alginato de sodio
pueden variar segun la fuente comercial y la especie con la
que se trabaje. Lo mas importante es producir cdpsulas que
faciliten la manipulacién durante el cultivo in vitro, siembra



o almacenamiento. Elaborar semillas esféricas, uniformes
y firmes son indicativos cualitativos que pueden funcionar
como indicador para tal propésito.

Standardiy Piccioni (1997) explican que la caracteris-
tica mas deseable de un microcorte encapsulado es su ca-
pacidad de mantener la viabilidad en términos de rebrote
y crecimiento incluso después de un periodo de almacena-
miento. En este estudio fue posible obtener valores mayo-
res a 70% en los pardmetros de viabilidad, germinacion y
conversién en el tiempo de almacenamiento de 50 dias a
4 °C para semillas sintéticas de C. tenuiflora. Al respecto,
es importante mencionar que en las zonas nodales de una
planta se encuentran los meristemos, células morfoldgica-
mente indiferenciadas que contienen toda la informacién
genética para dividirse de manera ordenada proporcionan-
do a las plantas una mayor actividad celular y dando como
resultado la formaciéon de nuevos brotes. Las zonas nodales
podrian requerir mayor cantidad de nitrégeno, ya que este
elemento es esencial para que las plantas sinteticen acidos
nucleicos y aminodcidos, entre otros compuestos. Por otro
lado, Tacoronte et al. (2017) reportan que el contenido de
nitrégeno favorece el crecimiento de explantes de papa en
condiciones in vitro en medio de cultivo MS (Murashige y
Skoog, 1962), el cual se caracteriza por su alto contenido de
nitratos y amonio. El valor de las variables disminuye cuan-
do el tiempo de almacenamiento aumenta (100, 180y 200
dias). Este mismo efecto se observa en el estudio realizado
por Sundararaj et al. (2010).

Finalmente, se observé que el grupo control y las
plantas derivadas de semillas sintéticas comparten los
principales compuestos de interés. Tal es el caso de com-
puestos del tipo iridoide (aucubina) y el feniletanoide
(verbascdsido), mientras que la presencia de otros com-
puestos fue variable, ya que la produccion de metabolitos
secundarios es consecuencia de la respuesta al estrés y
a las variaciones ambientales (Chaves et al., 2001). Otro
ejemplo es el contenido de D9-tetrahidrocannabinol, de
las plantas de Cannabis sativa provenientes de explantes
encapsulados, que fue similar en relaciéon a las plantas
donantes después de 168 dias (24 semanas) de almace-
namiento a 15 °C (Lata et al., 2012); por lo que la tecno-
logia de semillas sintéticas es una buena alternativa como
método para la conservacién de germoplasma. Es nece-
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sario realizar estudios detallados sobre la caracterizacién
bioguimica de las plantas derivadas de semillas sintéticas
para poder explicar el comportamiento de los metabolitos
secundarios durante el proceso de encapsulacién de mi-
croestacas (Faisal et al., 2013).

Conclusiones

En este estudio se demostré que es posible obtener plantas
de C. tenuiflora a partir de semillas sintéticas de microesta-
cas elaboradas con los agentes encapsulantes de alginato
de sodio en complejo con el cloruro de calcio dihidratado.
Este también fue un método efectivo para su propagaciény
almacenamiento in vitro.

Las condiciones de encapsulacién de microestacas
de C. tenuiflora que se proponen, permitié el almacena-
miento del material vegetal manteniendo los principales
compuestos mayoritarios identificados en esta planta. Se
considera entonces que el método para la encapsulacion y
conservacion de microestacas es una alternativa para man-
tener el genotipo de plantas élite, facilitar el intercambio
de germoplasma, contar con materia prima disponible para
el cultivo ex vitro, minimizar los riesgos de contaminacion
y contrarrestar el saqueo de plantas de su habitat natural.
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