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RESUMEN

El cultivo in vitro de Cinchona officinalis L, es considerado como una técnica alternativa
de conservacion de la especie en Ecuador. Por tal motivo, la identificacion,
cuantificacion y el andlisis de fidelidad genética cumplen un rol importante en el cultivo
in vitro y pueden ser analizadas por técnicas bioquimicas analiticas como por
UHPLC/ESI-qTOF-MS. El objetivo del estudio fue analizar la variacion del contenido de
alcaloides quinolinicos en cada proceso morfogénico in vitro en explantes de C.
officinalis. Se utilizé6 200 mg de material vegetal fresco por cada via de regeneracion in
vitro (brotamiento directo e indirecto, callo organogénico y embriogénico), con 2
repeticiones. 5 yL de extracto fueron analizados a través de un Sistema Ultimate3000
RSLC (columna Acquity UPLC BEH C18 con 5 mm x 2.1 mm diametro interno y Acquity
UPLC BEH C18 VanGuard pre-columna con 0.2 pm x 2.1 mm diametro interno). Los
compuestos eluidos se detectaron por microTOF-Q Il operado en modo positivo de
electrospray. Se identifico preliminarmente la presencia de alcaloides quinolinicos en
explantes de C. officinalis. El contenido de los alcaloides de interés varié segun la via
de regeneracion: en brotamiento-directo (quinina/quinidina = 2.82 + 0.68 mM g-1;

cinchonina/cinchonidina = 3.82 £+ 1.09 mM g-1) y brotamiento-indirecto
(quinina/quinidina = 2.27 + 0.68 mM g-1; cinchonina/cinchonidina = 4.50 £ 1.09 mM g-
1); en callo organogénico (quinina/quinidna = 0.07 + 4.68 mM g-1;

cinchonina/cinchonidina = 0.25 + 1.09 mM g-1) y callo-embriogénico (quinina/quinidina
= 0.00 + 4.68 mM g-1; cinchonina/cinchonidina = 0.05 + 1.09 mM g-1).

Palabras clave: Identificacién, cuantificacion, reguladores de crecimiento, vias de
regeneracion, alcaloides.



ABSTRACT

The in vitro cultivation of Cinchona officinalis L, is considered as an alternative technique
of conservation of the species in Ecuador. For this reason, the identification,
guantification and analysis of genetic fidelity play an important role in in vitro culture and
can be analyzed by analytical biochemical techniques such as by UHPLC/ESI-qTOF-
MS. The aim of the study was to analyze the variation of quinolinic alkaloid content in
each in vitro morphogenic process in C. officinalis explants. 200 mg of fresh plant
material was used for each regeneration pathway (direct and indirect budding,
organogenic and embryogenic callus), with 2 replicates. 5 uL of extract were analyzed
through an Ultimate3000 RSLC System (Acquity UPLC BEH C18 column with 5 mm x
2.1 mm internal diameter and Acquity UPLC BEH C18 VanGuard pre-column with 0.2
gm x 2.1 mm internal diameter). The eluted compounds were detected by microTOF-Q
Il operated in positive electrospray mode. The presence of quinoline alkaloids was
preliminarily identified in C. officinalis explants. The content of the alkaloids of interest
varied according to the regeneration pathway: in budding-direct (quinine/quinidine = 2.82
+ 0.68 mM g-1; cinchonine/cinchonidine = 3.82 + 1.09 mM g-1) and budding-indirect
(quinine/quinidine = 2.27 + 0. 68 mM g-1; cinchonin/cinchonidine = 4.50 £ 1.09 mM g-1);
in organogenic callus (quinine/quinidine = 0.07 £ 4.68 mM g-1; cinchonin/cinchonidine =
0. 25 £ 1.09 mM g-1) and callus-embryogenic (quinine/quinidine = 0.00 = 4.68 mM g-1;
cinchonin/cinchonidine = 0.05 £ 1.09 mM g-1).

Key words: Identification, quantification, growth regulators, regeneration pathways,
alkaloids.
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1. INTRODUCCION

Cinchona officinalis L., una especie endémica del valle de Loja perteneciente a la Region
Sur del Ecuador, destaca por su alto contenido de alcaloides ampliamente utilizados en
la produccion de medicamentos (1). Esta especie pertenece al género Cinchona, el cual
ha sido objeto de humerosos estudios por sus principales alcaloides: quinina, quinidina,
cinchonina y cinchonidina, compuestos que hicieron posible el control y cura del
paludismo y enfermedades febrifugas por cerca de cuatro siglos (2), principalmente la
quinina, ya que su caracteristica quimica distintiva desperto el interés de investigadores
y motivd cambios en la quimica organica, sintesis enantio-selectiva y en la quimica
industrial moderna (3). Este poderoso farmaco, se convirtié en un modelo para sintetizar
nuevos agentes antimaldricos como la cloroquina, amodiaquina, mefloquina,
primaquina, quinidina, pamaquina y mepraquina (4,5); A pesar de que estos productos
sintéticos se establecieron para el control y cura del paludismo, la quinina siguié siendo
utilizada para tratar casos de paludismo grave debida a cepas de Plasmodium
falciparum resistentes (6); disminuyendo asi las poblaciones del género Cinchona,
siendo dificil encontrarlas en la actualidad. Especialmente por la sobreexplotacién, asi
como la baja tasa de germinacion y regeneracién natural (7). En consecuencia, la Unién
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) ha clasificado a esta especie
como amenazada (8). A pesar de la quina ha sido considerada como la Unica cura para
controlar la malaria durante casi 350 afios, se cuenta con escasa informacion acerca de
su diversidad quimica presente tanto entre y dentro de las especies de alcaloides
antipaltdicos de la corteza (9). Durante los ultimos afos se han realizado muchos
esfuerzos para mejorar los métodos de produccién, aislamiento y cuantificacion de los
alcaloides de C. officinalis (1,9—11). En Ecuador, la propagacién de especies forestales
ha sido limitada a métodos convencionales de propagacién sexual y asexual. Sin
embargo, técnicas biotecnoldgicas como el cultivo de tejidos in vitro para la regeneracion
y multiplicacibn masiva resulta una alternativa prometedora para contribuir a la
conservacion y manejo de la especie (12). Este tipo de propagacién masiva in vitro debe
generar individuos que sean genéticamente idénticos a la planta madre, sin embargo,
se ha demostrado que es posible observar modificaciones genéticas en las plantas

regeneradas bajo estos esquemas, también llamados variacion somaclonal (13).

Esta condicion puede surgir bajo ciertas condiciones de estrés que aparecen a lo largo

del proceso de cultivo in vitro, es importante preservar la integridad genética de aquellas
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plantas que son objeto de estudio (14,15). El andlisis de la variacion somaclonal o
fidelidad genética cumple un rol importante en cultivo in vitro y puede ser analizada a
diferentes niveles: morfologico, citologico, citoquimico, bioquimico y molecular (16).
Entre las técnicas bioquimicas analiticas mas eficientes y usadas actualmente para
identificar y cuantificar metabolitos secundarios estan principalmente cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS) y cromatografia gaseosa acoplada
a espectrometria de masas (GC-MS). La combinacion de estas técnicas, especialmente
la de cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas (LC-
MS), se ha establecido como una herramienta muy Uutil para separar, identificar y
cuantificar diversos compuestos, debido a su capacidad para manejar compuestos
polares, evitar la degradacién térmica, no requerir derivatizaciéon y proporcionar una alta
selectividad, sensibilidad y precisién (17). Es por ello que la importancia de C. officinalis
en el sector forestal de la Region Sur del Ecuador y los pocos o0 no existentes estudios
en morfogénesis in vitro, asi como, de sus principales alcaloides quinolinicos a nivel de
laboratorio, despierta el interés de estudiar a profundidad los mecanismos necesarios
para la optimizacion de diversas técnicas de cultivo in vitro en esta especie, la
importancia de la seleccién del explante y en particular de los reguladores de
crecimiento aplicados al medio de cultivo a la hora de desencadenar una respuesta
morfogénica satisfactoria, y como influye esta, en el contenido de sus principales
alcaloides quinaolinicos. El propdsito de esta investigacion fue analizar la variacion de
alcaloides inducida en los procesos morfogénicos in vitro en C. officinalis, mediante
UHPLC/ESI-gTOF-MS. La hipétesis de este estudio fue que, dependiendo de la via de
regeneracion in vitro empleada en explantes de C.officinalis, se anticipaba encontrar

diferencias en el contenido de alcaloides.

2. METODOLOGIA

2.1 Germinaciéon de semillas de Cinchona officinalis

Se tomaron 30 semillas del banco de germoplasma de la Universidad Nacional de Loja.
Dentro de una cabina de flujo laminar, se desinfectaron las semillas con alcohol etilico
al 70% por 1 min y se enjuagaron con agua destilada estéril. Posteriormente, se
sumergieron las semillas en hipoclorito de sodio (NaOCI) al 50% en un tiempo de

inmersion de 5 min. Una vez desinfectadas las semillas, se procedié a sembrar las
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semillas en un medio de cultivo MS (Murashige & Skoog) (18) suplementado con 1 mg
/ L* de tiamina y 100 mg/L* de m-inositol (vitaminas), sacarosa al 2 % como fuente de
carbohidratos, agar al 0.6 % como agente gelificante y 1.0 mg/L? de &cido giberélico
(AGs3), fueron sembradas 2 semillas por cada tubo de ensayo a una temperatura de 23
+ 2°C con un fotoperiodo de 16-8 horas (19).

2.2 Induccién de procesos morfogénicos in vitro en Cinchona officinalis

Se utilizaron como explantes los &pices caulinares y segmentos nodales de la planta
madre proveniente de los ensayos de multiplicacion in vitro, los cuales fueron
subcultivados en medio de cultivo con las sales minerales MS (18), suplementado con
vitaminas (1 L* de tiamina y 100 L' de mio-inositol), sacarosa como fuente de
carbohidratos al 2 %, agar 0.6 % como agente gelificante y se adicion6 0.5 mg L™t ANA
+ 2.5 mg L BAP para induccion de brotamiento directo; 1.5 mg L* ANA + 3.0 mg L*
BAP para brotamiendo indirecto; 1.5 mg L ANA + 3.0 mg L BAP para induccion de
callo organogénico y 1.0 mg L de 2,4-D + 0.5 mg L* BAP para callo embriogénico. El
pH se ajustd a 5.8 + 0.2 con hidroxido de sodio (NaOH) 1N (19)(Tabla 1).

Tabla 1. Medios de cultivo para inducir la proliferacion de brotes y callos con diferentes
combinaciones de auxinas y citoquininas en C. officinalis.

Via de proliferacion Medio de Induccién Respuesta obtenida
Brotamiento directo 0.5mg L*ANA +2.5mg L! BAP Brotes
Brotamiento indirecto 1.5mg L?* ANA + 3.0 mg L'1BAP Callo/brotes
Callo organogénico 1.5mgL?* ANA + 3.0 mg L'1BAP Callo/brotes
Callo embriogénico 1.0mgL'24-D+0.5mgL?!BAP Callo

Elaborado por: Marilyn Salcedo, 2023



Figura 1. Regeneracién morfogénica in vitro de C. officinalis para la
cuantificacion de alcaloides.
Elaborado por: Marilyn Salcedo, 2023

En la figura 1 se sefiala: a) obtencion de apices caulinares y segmentos nodales para ensayos
de propagacion in vitro; b) y ¢) muestra de brotamiendo directo en apices caulinares y segmentos
nodales con 0.5 mg L™* ANA + 2.5 mg L' BAP; d) muestra de brotamiendo indirecto con 1.5 mg
Lt ANA + 3.0 mg L' BAP; e) muestras de callo organogénico con 1.5 mg L't ANA + 3.0 mg L
BAP; f) muestra de callo embriogénico con 1.0 mg L 2,4-D + 0.5 mg L! BAP.

2.3 Andlisis de la produccion de alcaloides mediante UHPLC/ESI-qTOF-MS
2.3.1 Extraccion de material vegetal

Un total de 200 mg de material vegetal para cada tipo de muestra (brotamiendo directo
e indirecto y callo organogénico y embriogénico) cultivado bajo condiciones in vitro,
fueron pesados y transferidos a tubos de microreaccién. Se afiadié 1 mL de cloroformo:
metanol: agua (20:60:20), las muestras se incubaron durante 5 min a 50 °C, seguido de
una incubacién adicional de 1 hora a temperatura ambiente, las muestras se
centrifugaron (10 min a 14000 rpm) y se tomaron alicuotas de 750 L del sobrenadante
a continuacion fueron llevadas a sequedad y se disolvieron en 300 ul de MeOH + 0.1 %

de acido férmico para ser analizadas por LC-MS (20).



2.3.2 Identificacion y cuantificacion de alcaloides de C. officinalis por UHPLC/ESI-
g-TOF-MS

Se separaron 5 pL de extracto usando un Sistema Ultimate 3000 RSLC (Dionex,
Sunnyvale, EE. UU), la columna utilizada fue de 50 mm x 2.1 mm d.i., 1.7 ym., columna
Acquity UPLC BEH C18 con 5 mm x 2.1 mm d.i. Acquity UPLC BEH C18 VanGuard pre-
columna 0.2 um x 2.1 mm d.i. (Waters, Milford, EE. UU). Se aplico el siguiente gradiente
binario: de 0 a 2 minutos isocratico 98 % de solvente A (agua con 0.1 % [v / v] de acido
férmico), 2 % de B (acetonitrilo con acido férmico al 0.1% [v / v]); gradiente lineal de 2 a
25 minutos a 5 % de A, 95 % de B; en el paso de 25 minutos gradiente a 100 % B;
isocrético durante 1 minuto a partir de entonces, la columna se ajusté a 98 % A, 2 % B
y acondicionado durante 2 minutos antes de la siguiente inyeccion; el caudal fue de 400
ML/min, todos los solventes fueron de calidad LC-MS (20). El tiempo total de corrida

cromatogréfica fue de 28 min.

Los compuestos eluidos fueron detectados por un espectrémetro de masas microTOF-
Q Il (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) operado en modo positivo de electrospray;
las configuraciones fueron las siguientes: voltaje capilar, 4500 V; temperatura del gas
seco, 200 °C; flujo de gas seco, 10 I/min; embudo, RF 200 Vpp. Los iones se detectaron
desde m/z 50 a 1000 en una tasa de repeticién de 2 Hz. El instrumento fue operado en
modo MRM (Multiple Reaction Monitoring), la calibraciéon de masa se realiz6 usando
agrupaciones de formiato de sodio (10 mM solucion de NaOH en 50/50 % viv

isopropanol/agua que contiene acido formico al 0.2 %) (20).

2.3.3 Procesamiento y analisis de datos

Se utiliz6 200 mg de material vegetal fresco por cada via de regeneracion in vitro
(brotamiento directo, brotamiento indirecto, callo organogénico y callo embriogénico),
con 2 repeticiones (Cuadro 1). Se llevo a cabo la fragmentacion por espectrometria de
masas de los estandares comerciales puros de los alcaloides: quinina/quinidina vy
cinchonina/cinchonidina. Para el procesamiento de datos, se utilizé el software
DataAnalysis 4.0 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) operando en modo MRM;
registrando las siguientes transiciones para identificar y determinar el contenido de
alcaloides quinolinicos: quinina/quinidina m/z = 325.2 (ion molecular) vy
cinchonina/cinchonidina m/z = 295.20; la cuantificacién se realiz6 mediante una curva

de calibracion externa registrada con los estandares antes mencionados. Para el
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andlisis estadistico de ANOVA con los datos obtenidos, se utilizo el software InfoStat
(21) estableciendo diferencias significativas con el test de Tukey a un nivel de
significancia de 0.05 (22).
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Figura 2. Espectros de masas de estandares comerciales de alcaloides mayoritarios
de C. officinalis, detectados por espectrémetro de masas microTOF-Q Il
Elaborado por: Marilyn Salcedo, 2023

En la figura 2 se sefiala: a) quinina/quinidina y b) cinchonina/cinchonidina.



3. RESULTADOS

3.1 Identificacion de alcaloides quinolinicos
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Figura 3. Espectros de masas de alcaloides quinolinicos (quinina/quinidina) en distintos
tipos de explantes in vitro de C. officinalis.
Elaborado por: Marilyn Salcedo, 2023



Se sefialan en la figura 3 los fragmentos identificados en la fuente (a) brotamiento-directo, (b)
brotamiento-indirecto, (c) callo-organogénico y (d) callo-embriogénico.

En los cromatogramas de la figura 3 se puede evidenciar la fragmentacion de eluidos
de alcaloides quinolinicos con fragmentaciones de iones moleculares de m/z = 116, 163,
189, 217, 299 y 325.
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Figura 4. Espectros de masas de cinchonina/cinchodinina en distintos tipos de
explantes in vitro de C. officinalis.
Elaborado por: Marilyn Salcedo, 2023

Se sefialan en la figura 4 los fragmentos identificados en la fuente (a) brotamiento-directo, (b)
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brotamiento-indirecto, (c) callo-organogénico y (d) callo-embriogénico.

De la misma forma, en esta figura se puede evidenciar fragmentaciones de iones
moleculares de m/z =101, 148, 187, 243, 295, 297 y 353.

3.2 Estimacion del contenido de alcaloides quinolinicos

Con respecto al contenido de alcaloides quinolinicos (quinina/quinidina) identificados
preliminarmente, no se evidencié diferencias significativas segun la via de regeneracion
(p = 0.0847), pero la via de regeneracion de brotamiento directo dio lugar al porcentaje
mas elevado de contenido de alcaloides quinolinicos con 2.82 + 0.68 mM g*; seguida
por brotamiento indirecto con 2.27 + 0.68 mM g. En el caso de callo organogénico y
embriogénico los explantes presentaron menor contenido de alcaloides con 0.07 + 4.68

mM gy 0.00 + 4.68 mM g respectivamente.

Tabla 2. Contenido de alcaloides quinolinicos (quinina/quinidina) segin la via de
regeneracion in vitro en C. officinalis

. Peso Area de Pico - Quinina +
Via de 1 . Quinina + - .
Regeneracion mM g Quinina + Quinidina Quinidina Media p-value
9 fw Quinidina mM gtfw
. . 207.6 2968529 0.31536351 1.5190920
Brotamiento directo
2.82+0.68 A
. . 193.4 7506273 0.79743354 4.123234
Brotamiento directo
. - 196.3 4898374 0.52038178 2.6509515
Brotamiento indirecto
. - 197.1 3522632 0.37422898 1.8986757 2.27£0.68 A
Brotamiento indirecto
- 219.1 68175 0.00724261 0.0330561 0.0847
Callo organogénico
- 198.2 196791 0.02090621 0.1054803 0.07£0.68 A
Callo organogénico
L 209.4 0.0000 0.00000000 0.0000000
Callo embriogénico
0.0000 0.00000000 0.0000000 0.00+0.68 A

Callo embriogénico 212.8

T Media + E.E; las letras en comun indican que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre los valores p> 0.05 segun test de Tukey.
Elaborado por: Marilyn Salcedo, 2023

Asimismo, los resultados de contenido de alcaloides  quinolinicos

(cinchonina/cinchonidina) segun la via de regeneracion, no presentaron diferencias

significativas (p= 0.0872), la via de regeracién de brotamiento directo presenté también

el porcentaje mas elevado de contenido de alcaloides con 3.82 + 1.09 mM g*; seguida
9



por brotamiento indirecto con 4.50 + 1.09 mM g%; en el caso de callo organogénico y
embriogénico los tratamientos presentaron menor contenido de alcaloides quinolinicos
con 0.25 +1.09 mM gy 0.05 + 1.09 mM g respectivamente.

Tabla 3. Contenido de alcaloides quinolinicos (cinchonina/cinchonidina) segun la via
de regeneracion in vitro en C. officinalis

; Peso Areade Pico . ) Cinchonina
Via de . . Cinchonina + + )
L, mM Cinchonina . L . - Media p-value
Regeneracion 1 ) - cinchonidina  cinchonidina
g™ fw cinchonidina a
mM g™ fw
Brotamiento directo 54976 3370027 0.35522 171111
: . ) 3.82+1.09
Brotamiento directo A
193.4 10877922 1.14661 5.92873
Brotamiento indirecto  196.3 9347050 0.98525 5.01910
450+1.09 A
Brotamiento indirecto  197.1 7436900 0.78390 3.97720
0.0872
Callo organogénico 219.1 248344 0.02617 0.11947
0.25+1.09
Callo organogénico A
198.2 708400 0.07467 0.37674
Callo embriogénico 2094 89285 0.00941 0.04494
0.05+ 1.09
Callo embriogénico A
212.8 107592 0.01134 0.05329

T Media £ E.E; las letras en comun indican que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre los valores p> 0.05 segun test de Tukey.
Elaborado por: Marilyn Salcedo, 2023
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Elaborado por: Marilyn Salcedo, 2023

11



4. DISCUSION

En base a los resultados de los espectros de masas obtenidos en brotamiento-directo,
brotamiento-indirecto, callo-organogénico y callo-embriogénico, se logro identificar
preliminarmente fragmentos tipicos de m/z = 325 (i6n molecular) y 163, ademas de otros
fragmentos 116, 189, 217 y 299 comunes en alcaloides de este tipo (Figura 3). Lo que
sugiere la posible presencia de alcaloides quinolinicos en las muestras analizadas.
Como criterio para identificar los alcaloides se utilizo el pico base (i6n molecular) y las
fragmentaciones con mayor intensidad. Al comparar los espectros de masas con los
estandares puros y su i6n molecular 325.2 y 160.10 (Figura 2a), se evidencio similitud
con quinina y su enantiobmero, quinidina. Sin embargo, la identificacion y diferenciacion
entre quinina y quinidina en las muestras analizadas a través de espectrometria de
masas se ha visto obstaculizada por la similitud estructural de estos compuestos, su
condicion de is6meros y enantibmeros (23), y la fragmentacion selectiva en el proceso.
En el caso del fragmento 163 observado, este no tiene relacion masa/carga con los
fragmentos tipicos de quinina y quinidina observados en el espectro de los estandares

comerciales encontrados en la base de datos de PubChem (24).

Con respecto al andlisis de los espectros de masas de cinchonina/cinchonidina, del
mismo modo se logro identificar fragmentos tipicos a m/z= 295 y 148, ademas de otros
fragmentos 101 y 187 comunes en alcaloides de este tipo (Figura 4); los resultados
obtenidos fueron similares a los observados en el espectro de masas del estandar puro
con i6bn molecular m/z = 295.20 (Figura 2b), por tanto, es probable que exista la
presencia de alcaloides cinchonina y su enantiomero cinchonidina en los 4 tipos de
explantes in vitro de C. officinalis. Sin embargo, no se puede confirmar con exactitud su
gue se trate de dichos compuestos, debido a que existe una fragmentaciéon con alta
intensidad m/z = 148 que probablemente se trate de un alcaloide no identificado, ya que

no coincide con los estandares comerciales mencionados anteriormente.

Mesa-Vanegas et al. (2013)(25) reportaron compuestos similares e identificaron un ién
molecular de [M+1] = 325.2 con un tiempo de elusién inferior a 20 min en muestras de

corteza y tallos de C. pubescens;

Por otro lado, Condor (2009) (26) identificé la quinina en tallos de C. pubescens

mediante sus espectros de masas: m/z = 325.5 (i6n molecular, M* + 1), 304.4 (M*- H20),
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ademas de otros fragmentos 255.1, 188.1, 172.1, 160.1 y 81.1. Dawidowicz et al. (2018)
(27) analizaron el proceso de transformacion de la quinina y/o degradacion, en extractos
acuosos, metandlicos y alcalinos empleando LC-MS-PDA. De la fragmentacion
reportaron un pico que corresponde a quinina con peso molecular: m/z = 325. Asimismo,
Marcsisin et al. (2013) (28) identificaron metabolitos de quinina mediante analisis UPLC-
MS obtenidos tras la fragmentacion de toda la molécula y observaron metabolitos
multiples con masas: m/z = 321.16, m/z = 341.18, m/z = 357.18. Otros autores, en
cultivos de tejidos y de células de Cinchona sp también han reportado fragmentos de
masas similares a los obtenidos en el presente estudio, Mulder-Krieger et al. (1982)(29)
en cultivos de callos de C. ledgeriana, revelaron la presencia de alcaloides de quinolina
en las raices y en las hojas y tallos analizados juntos encontraron alcaloides de quinolina
y de indol, quinina, quinidina, con fragmentos principales a m/z (70 eV, 250 °C): 327,
326, 325, 308, 296, 295, 217, 214, 213, 186, 176, 175, 174, 173, 136, 122, 121, 111y
105; Verpoorte et al. (1984)(30) también identificaron todos los alcaloides de quinolina
en Cinchona sp en tejidos cultivos in vitro. Por lo tanto, el espectro de masas de estos
alcaloides quinolinicos es similar a los espectros de masas que han sido encontrados y

reportados en el género Cinchona sp.

Con respecto al contenido de alcaloides quinolinicos (quinina/quinidina) identificados
preliminarmente, no se evidencié diferencias significativas segun la via de regeneracion
(p = 0.0847), pero la via de regeneracién de brotamiento directo dio lugar al porcentaje
mas elevado de contenido de alcaloides quinolinicos con 2.82 + 0.68 mM g*; seguida
por brotamiento indirecto con 2.27 + 0.68 mM g™. En el caso de callo organogénico y
embriogénico los explantes presentaron menor contenido de alcaloides con 0.07 + 4.68

mM gty 0.00 + 4.68 mM g respectivamente (Tabla 2; Figura 5).

Asimismo, los resultados de contenido de alcaloides  quinolinicos
(cinchonina/cinchonidina) segun la via de regeneracion, no presentaron diferencias
significativas (p= 0.0872), la via de regeracién de brotamiento directo presentd también
el porcentaje mas elevado de contenido de alcaloides con 3.82 + 1.09 mM g*; seguida
por brotamiento indirecto con 4.50 + 1.09 mM g?; en el caso de callo organogénico y
embriogénico los tratamientos presentaron menor contenido de alcaloides quinolinicos
con 0.25 +1.09 mM gty 0.05 + 1.09 mM g respectivamente (Tabla 3; Figura 5).

Ademas, la via de regeneracién morfogénica de brotamiento fue la que presenté mayor

concentracion de alcaloides quinolinicos con respecto a callogénesis. En callo pareciera
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indicar que la organogénesis favorece mas la presencia de alcaloides que la
embriogénesis, sin embargo, es necesario realizar estudios mas profundos de estas
estructuras y el grado de diferenciacion en cada una de ellas. Resultados similares se
han reportado en algunos estudios sobre la presencia de alcaloides en diferentes
cultivos in vitro de organos y células de Cinchona sp. Chung y Staba (1987) (31)
observaron en cultivos de C. ledgeriana y C. succirubra que en estructuras organizadas
como: brotes, tallos y hojas es donde se encuentran presentes en mayor cantidad los
alcaloides de quinina/quinidina y por lo contrario, en la raiz o en cultivos de células en
suspension no identificaron la presencia de alcaloides de quinolina. Anderson et al.
(1982) (32) en estudios de C. ledgeriana demostraron que la quinina y otros alcaloides
de quinolina se pueden encontrar en 6rganos como hojas, raices y cultivos de células

en suspension de raiz.

Los resultados obtenidos en el presente estudio y de estudios relacionados, indican
claramente que la produccién de alcaloides por Cinchona sp en cultivo in vitro es
influenciado en gran medida por factores ambientales y genotipicos, por ejemplo,
composicion del medio de cultivo (33), reguladores de crecimiento (34); edad de los

cultivos y especies de cinchonas utilizadas (31).

Kilby et al. (1992) (35) realizaron estudios de influencia del método de suministro de
nutrientes en los perfiles de alcaloides de quinolina en cultivos in vitro de brotes de 125
dias de cultivo en C. ledgeriana, observaron que dentro de cualquier poblacion de
Cinchona sp la variacién en el perfil de alcaloides entre las plantulas es probable que
ocurra como una resultado de la heterocigosidad inducida por outbreeding, tal variacion
plantea la posibilidad de la existencia de las plantulas productoras de alcaloides de élite.
Asi también, Geerlings et al. (1999) (36) obervaron que los niveles de quinina y quinidina
aumentan hasta 500 y 1000 pg g*' de peso seco respectivamente, utilizando
mecanismos reguladores que controlan la expresiéon de los genes en raices peludas de
C. officinalis, expresando las enzimas de tript6fano descarboxilasa (TDC) y strictosidine

sintasa (STR), dos enzimas clave en la biosintesis de alcaloides de quinoline.

Los medios de cultivo para las distintas vias de regeneracién morfogénicas en el
presente estudio fueron especificos para brotamiendo directo (0.5 mg L'* ANA + 2.5 mg
Lt BAP), brotamiendo indirecto (1.5 mg L* ANA + 3.0 mg L' BAP), callo organogénico
(1.5 mg L't ANA + 3.0 mg L1 BAP) y callo embriogénico (1.0 mg L*2,4-D + 0.5 mg L*

BAP) (Figura 1). De esta manera, se pudo estimar que la composicién del medio de
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cultivo utilizando diferentes reguladores de crecimiento en distintas concentraciones

tuvo un efecto en la variacion de los niveles de contenido de alcaloides quinolinicos.

Ademas, Wijnsma et al. (1986) (37) estudiaron la influencia de las concentraciones
iniciales de dos de los principales componentes del medio, sacarosa y nitrato en la
produccion de alcaloides y antraquinonas en cultivos de suspension celular de C.
ledgeriana, encontraron que el rendimiento maximo de alcaloides se obtuvo con nivel
normal de nitrato y 4 % de sacarosa, mientras que la antraquinona el rendimiento
maximo con 8 % de sacarosa, con nivel normal de nitrato. Kilby et al. (1992) (35) en
estudios de perfiles de contenido de quinina, quinidina, cinchonina y cinchonidina en
cultivo de brotes in vitro de C. ledgeriana, encontraron un aumento de cuatro veces en
la produccion de cinchonidina concomitante con una disminucién de cuatro veces en la

produccion de cinchonine entre plantulas.

También se pudo evidenciar que la combinacién de estas hormonas afecta a los
cambios fisiolégicos en el material vegetal. La combinacion de ANA y BAP es
comunmente empleada para promover el crecimiento de brotes. La auxina (ANA) se
utiliza para estimular la formacion de raices, mientras que la citoquinina (BAP) se
encargan de estimular el crecimiento y formacion de brotes, lo cual se convierte en un
aporte exdgeno de las citoquininas BAP (19), por lo que se podria decir BAP podria
inducir una mayor especializacion en la produccion de alcaloides en cada uno de los
brotes generados durante el cultivo in vitro, ya que las citoguininas a menudo estan
relacionadas con la diferenciacién de tejidos especializados (38). Asi también, Hoekstra
(1990) (39) analizé el efecto de la auxina en el crecimiento y produccién de alcaloides
en estructuras globulares compactas de C. ledgeriana, observé que en un medio de
cultivo con 2,4-D y BAP podria inducirse cantidades significativas de alcaloides de

qguinolina reemplazando 2,4-D por bajas cantidades de ANA.

Se ha demostrado que los reguladores de crecimiento, especialmente aquellos con
naturaleza auxinica pueden tener efecto en la metilacién del ADN, lo cual causa cambios
epigenéticos (40-42). Ademas, en investigaciones previas, se ha identificado que el 2,4-
D (acido 2,4 diclorofenoxiacético), el AIA y el ANA son responsables del incremento en
la metilacion de la citosina durante el proceso de cultivo in vitro, sin embargo, las

citoguininas no parecen tener algin efecto en este proceso (43).

De modo que, la variacion inducida mediante las técnicas in vitro no solo se encuentra
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asociada a modificaciones en las secuencias de nucleétidos, sino que también podria
estar relacionada con alteraciones que generan esta variacion en la expresion de los

genes debido a modificaciones en la secuencia del ADN (44).

5. CONCLUSION

Se han identificado fragmentos caracteristicos comunes en alcaloides del grupo
quinolinico, sin embargo, se necesitan analisis mas profundos para poder ratificar la
presencia de estos componentes. Por otro lado, se logré estimar el contenido medio de
estos alcaloides, el cual no presentd variaciones significativas, pero se observé una
considerable variacion en la concentracion de los mismos en estructuras organizadas;
la via de regeneracion de brotamiento registr6 mayor concentracién de alcaloides
quinolinicos con respecto a callogénesis que fueron menores. De esta forma se puede
mencionar que la variacion en los contenidos de estos alcaloides inducida por las vias
de regeneracion in vitro en C. officinalis podria estar influenciada en gran medida por
los reguladores de crecimiento y su concentracién. Por tanto, la cuantificacion de
alcaloides mediante UHPLC/ESI-gTOF-MS podria considerarse como un método
adecuado para la determinacion de alcaloides presentes en los érganos de las plantas

obtenidos a través del cultivo in vitro.
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7. ANEXOS

Glosario

UHPLC: Cromatografia liquida de alto rendimiento.

ESI: Electrospray lonization, técnica de espectrometria de masas.

gTOF-MS: Espectrometria de masas de cuadrupolo de tiempo de vuelo.

MicroTOF-Q II: Un tipo de espectrometro de masas.

ANA: Acido Naftalenoacético, una hormona vegetal.

BAP: 6-Benzilaminopurina, hormona vegetal.

2.4-D: 2,4-Diclorofenoxiacético, una auxina.

LC-MS-PDA: Técnica analitica que combina cromatografia liquida, espectrometria de

masas 'y deteccidon de matriz de fotodiodos.

UPLC-MS: Cromatografia liquida de alto rendimiento acoplada a espectrometria de

masas.

Outbreeding: Reproduccion entre individuos no relacionados genéticamente.
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