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Crecimiento, actividad oxidasa y peroxidasa en callos de Galipea longiflora K.
cultivadas en medio M S, con variacion en la concentracion de sacar 0sa,
nitr 6geno y fosfato
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RESUMEN

Dentro de la amplia biodiversidad de la amazonia
boliviana, se encuentra la especie vegetal Galipea
longiflora Krause la cua presenta propiedades
medicinales contra la leishmaniasis. El objetivo de
este trabgjo fue caracterizar € efecto de la
concentracion de sacarosa, NH;NO; y KH,PO, del
medio MS, sobre el crecimiento, la actividad oxidasa
y peroxidasa de callos de G. longiflora.

Con €l incremento conjunto de los tres componentes
se logrd obtener el mayor coeficiente de crecimiento
(6.57) comparado con € medio testigo (3.96), que
resulta ser altamente significativo, el crecimiento fue
evaluado por lavariacion en el peso himedo.

La actividad oxidasa y peroxidasa fue determinada
con el cromoégeno ABTS (2,2” azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato)). La oxidasa presenta
mayor actividad en la tercera semana de cultivo;
mientras gque la actividad peroxidasa es mayor a la
primera semana de cultivo, con la tendencia posterior
a la disminucion, repuntando cuando la fase
estacionaria es acanzada, e comportamiento
enzimético es independiente de la variacion de
nutrientes ensayada. Sin embargo, la actividad
oxidasa y peroxidasa es dependiente de la etapa de
crecimiento en la que se encuentralacélula
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ABSTRACT

Inside the wide biodiversity of the Bolivian Amazon,
the Galipea longiflora Krause plant presents medical

properties against the leishmaniasis. The aim of this
work was to characterize the effect of sucrose,
NH4NO;, KH,PO, concentrations from MS medium
on growth, oxidase and peroxidase activity of G.
longiflora callus.

With the increase of all three components the major
growth ratio (6.57) was obtained, compared to the
control (3.96), result that turns out to be highly
significant, and its growth was determined by
variation in fresh weight.

Oxidase and peroxidase activity were determined
with the chromogen ABTS (2,2 '-bis azino (3-
etilbenzotiazolina-6-sulphonate)). The  oxidase
presents a magor activity in the third week of
cultivation, whereas the peroxidase activity is higher
in the first week of cultivation, and a trend to a later
decrease, rebounding when the stationary phase is
reached. The enzymatic behavior is independent
from the tested variation of nutrients. However,
oxidase and peroxidase activity is dependent from the
growth phase currently developed by the cell.

Key Words: Galipea longiflora K., peroxidase,
oxidase, ABTS.

INTRODUCCION

Dentro de la amplia biodiversidad de la amazonia
boliviana, se encuentra la especie vegetal Galipea
longiflora Krause, que es utilizada tradicionalmente
por los pobladores Chimanes y Tacanas debido a sus
propiedades contra las diarreas parasitarias y como
fortificante para adultos y nifios; en esta especie se ha
reportado la presencia de alcaloides quinolinicos que
han sido aidados y caracterizados, los cuaes
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presentan una actividad biolégica importante contra
la leishmaniasis cuténea, ademas se reporta su
actividad antifingica y antibacteriana™®®. La
distribucién de G. longiflora es muy limitaday parece
ser exigente en cuanto a condiciones nutricionales y
ambientales para su propagacién en la naturaleza,
adicionando que €l tiempo de crecimiento requerido
es muy prolongado. La consideracion de estos
factores hizo enfocar la blsgueda del cultivo de esta
especie en condiciones de laboratorio y conocer las
caracteristicas metabolicas, con €l fin de contar con
una fuente aternativa continua de compuestos
activos.

Se conoce que €l curso de las reacciones metabdlicas
en la célula esta definida por patrones que marcan la
economia enzimatica necesaria para la optimizacion
de los procesos. Las células utilizan el principio de la
catdlisis para lo cua sus biocatalizadores son las
enzimas.

Las peroxidasas (EC 1.11.1.7) constituyen un grupo
de glicoproteinas muy extendido en la escaa
filogenética, cataliza reacciones bisustrato de caracter
redox de diferentes sustratos fendlicos y sustancias
relacionadas organicas e inorganicas. En vegetales es
destacada la peroxidasa del rabano (Armoracia
rusticana) por su importante aplicacion en e andlisis
colorimétrico de material biol6gico “>°.

La primera actividad oxidasa (lacasa) (EC 1.10.3.2)
fue reportada en 1883 en d latex de la planta Rhus
vernicifera, son un grupo de glicoproteinas que
catalizan la oxidacion de un amplio rango de
sustratos, se le atribuye un rol importante en la
cicatrizacion frente a ataque de agentes patdgenos o
ruptura de la estructura vegetal " 8°.

En el presente estudio, reportamos el efecto de la
variacion de nutrientes en condiciones de cultivo in
vitro en la formacién de biomasa y en la produccion
de enzimas oxidativas de callosde G. longiflora.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal. Fue empleado callos de Galipea
longiflora K. previamente establecidos en el
laboratorio a partir de explantes de hojas de plantines
provenientes de la comunidad Santa Rosa de
Maravilladel departamento de La Paz, Bolivia *°.

M edio de cultivo. Los callos fueron mantenidos en €l
formulado de Murashige y Skoog (MS),
suplementado con kinetina (0.1 mg/L) y 24
diclorofenoxiacetico (5 mg/L), € pH fue gustado a
5.8 £ 0.1, paraluego adicionar agar (8 g/L), sacarosa
(30 g/lL) y ederilizar en autoclave (ALL
AMERICAN).

Variacion en la fuente de carbono, nitrégeno y
fosfato. Se planted un disefio experimenta
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completamente al azar con un arreglo trifactorial, con
variacién en la concentracién de los nutrientes
mayoritarios del medio de cultivo MS, (ver detalles
delavariacion de concentraciones en la Tabla 1).

Tabla 1. Arreglotrifactorial delas variaciones
en la concentracion de sacar 0sa, nitrégeno y
fosfato en el medio de M urashige Skoog.

Exp. Sacarosa NH;NO3 KH,PO,
g/L mg/L mg/L
1 30 1650 170
2 30 1655.55 170
3 30 1650 226.6
4 30 1655.55 226.6
5 40 1650 170
6 40 1655.55 170
7 40 1650 226.6
8 40 1655.55 226.6

Como medio basal o testigo fue utilizado €
formulado MS sin variacién. Cada ensayo fue
realizado en tres ensayos independientes, cada uno
realizado por triplicado; a 28+1°C, en oscuridad
completa.

Deter minacion del peso hiimedo. Aproximadamente
0.4 g de peso himedo de callos fue sembrado en 10
mL de medio MS en cajas de Petri de 5 mm de
diametro. Cada 7 dias fue determinado el incremento
de masa celular (balanza analitica AND, Japan), para
luego calcular el coeficiente de crecimiento (segun
peso himedo) que es definido como:

Coeficiente de crecimiento = Peso himedo final (mqg)
Peso himedo inicia (mg)

Cuantificacion de la actividad oxidasa. Una vez
determinado el peso de los callos, cada cumulo
celular fue colocado en 2 mL de solucién fosfato de
sodio pH 7 (19.06 mM/30,94 mM), homogeneizada
en vortex (Genie 2, USA), sometida a ultrasonido
(Branson 3200) por 30 minutos y posteriormente
centrifugada (Jouan CR3) a 3000 rpm por 25 minutos
a temperatura ambiente. El sobrenadante resultante
luego de la centrifugacién fue usada para la
cuantificar la oxidacion del ABTS (2,2 azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato)), con los siguientes
volimenes: 100 uL de ABTS (10 mM), 400 uL de
tampén acetato de sodio pH 3,5 (0,84 mM/49.14
mM), 400 uL de agua destilada y deionizada; la
reaccion fue iniciada adicionando 100 uL de
sobrenadante de callos, colocada en cubeta para la
lectura en espectrofotémetro UV-VIS (Cintra 5, GBC
Scientific Equipment) a420 nm %2,
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La actividad enzimética fue calculada con la siguiente
formula:

Actividad enzimética= A abstx Vix1cm
exVm

Donde: A abs = absorbancia de lamuestra; t = 1 min;
Vt=1000uL; € = 3600/uL/cm; Vm = 100 uL.

Cuantificacion de la actividad peroxidasa. El
procedimiento como €l célculo para determinar la
actividad peroxidasa, es el mismo al anterior acapite,
con la variante que fue reemplazado 100 uL de agua
destilada por 100 uL de peréxido de hidrégeno
(0,5 mM).

RESULTADOS

El efecto de la variaciéon de las concentraciones de
sacarosa, NH4NOzy KH,PO, en el medio MS sobre la
produccién de biomasa es presentada en la figura 1.
Con los coeficientes de crecimiento fue calculada la
velocidad de crecimiento para realizar € andlisis por
regresion; basados en € andisis estadistico
STATISTICA v.6 (StaSoft Inc., USA), de las
variaciones ensayadas €l intercepto del incremento de
los tres nutrientes es atamente significativo con un
valor de P = 0.04354 muy por debgjo de 0,42977 de
la P aceptada; de los tres componente evaluados, €l
gue tiene mayor influencia sobre € aumento de la
formacién de masa celular es el KH,PO, con € valor
de P =0.262104.
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Figura 1. Efecto delavariacion dela concentracion de
sacarosa,  nitrogeno y fosfato mediante un arreglo
trifactorial en e medio MS ((*)ver Tabla 1), en €
aumento de peso himedo de callos de G. longiflora
durante cinco semanas de cultivo.
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Otra observacion en la cinética de crecimiento de
callos de G. longiflora es que solamente en las
variantes 2 y 6 se alcanza la fase estacionaria a la
cuarta semana de cultivo.

Por otro lado, la cuantificacién de la actividad
oxidasa, de manera general, presenta incremento

hasta la tercera semana para luego disminuir
progresivamente (Figura 2); e punto de mayor
actividad coincide con la etapa de cambio entre la
fase de acondicionamiento y la fase de crecimiento
activo, en este punto de inflexion € cambio de las
caracteristicas de la etapa de crecimiento podrian
definir el cambio de perfil de actividad oxidasa a este
tiempo de cultivo.
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Figura 2. Efecto delavariacion dela concentraciéon de
sacarosa,  hitrogeno y fosfato mediante un arreglo
trifactorial en e medio MS ((*)ver tabla 1), en la
actividad oxidasa de callos de G. longiflora durante
cinco semanas de cultivo.

En la Figura 3 se aprecia €l efecto de la variacion de
las concentraciones de nutrientes en la actividad
peroxidasa en 5 semanas de cultivo, la mayor
actividad se presenta a la primera semana de cultivo,
conforme el tiempo de cultivo aumenta la tendencia
genera de la actividad peroxidasa es a la
disminucion.
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Figura 3. Efecto delavariacion de la concentracion de
sacarosa,  hitrogeno y fosfato mediante un arreglo
trifactorial en € medio MS ((*)ver tabla 1), en la
actividad peroxidasa de callos de G. longiflora durante
cinco semanas de cultivo.




El andlisis de ANOVA de 2 factores (p<0.05) parala
actividad enzimédtica indica que las diferencias no son
significativas para las variaciéon de las
concentraciones de nutrientes ensayados, sin
embargo, la diferencia es significativa con el tiempo
de cultivo tanto para la oxidasa como para la
peroxidasa.

DISCUSION

Es esencial estudiar el efecto de los diferentes
componentes de los medios de cultivo para
seleccionar el més apropiado ya sea para €
crecimiento celular o con el fin de obtener algin
producto en particular. En los ensayos fue
incrementado la sacarosa, que es el carbohidrato
cominmente empleado, tiene un rol significativo en
el control del metabolismo secundario; €l nitrogeno,
uno de los mas importantes elementos para €
desarrollo de una planta, ambas formas (NH, 0 NO53)
a diferentes concentraciones tienen efectos relevantes
sobre el crecimiento y metabolismo celular. A decir
del fésforo, se afiadié como fosfato diacido de potasio
(KH,PQ,), es conocido el valor energético del fosfato
en e curso de las reacciones metabdlicas y el papel
principal del potasio como activador de numerosas
enzimas™**™, De acuerdo a los resultados de
crecimiento obtenidos en G. longiflora la sacarosa,
NH4NO; y KH,PO, estan implicados en diferente
proporcion en el aumento de formacién de masa
celular en el medio MS.

La variacién en la actividad oxidasa y peroxidasa en
cultivo de callos de G. longiflora es atribuida a la
etapa de crecimiento en la que se encuentra la célula.
De acuerdo a reportes en otras especies vegetales la
relacién peroxidasa y e crecimiento celular es
inversa'®'’®: ésto se verifica en G. longiflora a
comparar el crecimiento en las variantes 2 y 6, que
son las Unicas que alcanzan la fase estacionaria de
crecimiento y es justamente cuando la actividad
peroxidasa repunta a la quinta semana.

La marcada actividad de las peroxidasas cuando la
célula cesa su crecimiento, orienta a otorgarles un rol
crucial en e metabolismo secundario, como fue
demostrado en Catharantus roseus, en la cua se
evidencio la participacion de oxidasas y peroxidasas
en la sintesis de alcaloides'; también fue demostrada
su participacion en lareaccion defensiva en Capsicum
annuun L.%°. Todo ello proporciona pautas para la
optimizacion de la obtencién de un determinado
producto, empleando  procesos como e
biodireccionamiento, la biotransformacion entre otras
herramientas de la biotecnologia vegetal.

En conclusion en este estudio se determin6é que a
incrementar la concentracion de sacarosa, nitrogeno y
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fosfato existe interaccion entre ellos en e medio de
cultivo que hace que la formacion de callos de G.
longiflora sea mayor. La actividad enzimética no es
influenciada significativamente a variar la
concentracion de sacarosa, nitrégeno y fosfato
ensayadas en el medio de cultivo MS, las diferencias
pudieran ser ampliadas s la variacién en la
concentracion fuese mayor. La variacion en e perfil
de la actividad enzimética oxidativa esta relacionada
fundamentalmente con la etapa de crecimiento en la
que se encuentralacélula.
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