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RESUMEN

Uncaria tomentosa (Willd.) D.C (Uia de Gato), es una planta de la familia Rubiaceae, se
caracteriza por la produccion de diferentes metabolitos secundarios de interés farmacologico e
industrial. Los oxi-indol alcaloides presentan efectos inmuno modulatorios y citotoxicos en lineas
celulares de céncer. Por ser compuestos de dificil sintesis quimica, el cultivo de células es una

alternativa biotecnoldgica para la produccion de los oxi-indol alcaloides.

En esta investigacion se evalu6 el efecto de diferentes elicitores (sacarosa, pectina, extracto de
levadura y acido jasménico) en la produccién de los oxi-indolalcaloides en células en suspension y
en plantas in vitro, ademas, se determiné el indice de citotoxicidad del extracto de U. tomentosa en
lineas celulares cancerigenas de carcinoma pulmonar (H460) y adenocarcinoma de mama (MCF-
7).

Entre los resultados se puede mencionar que tanto en las plantas elicitadas como en las
suspensiones celulares elicitadas, se logro cuantificar una produccion de alcaloides oxi inddlicos.
Siendo la mayor concentracion en vitro plantas de 6,4 mg/g de alcaloides totales, utilizando acido
jasmonico y en suspensiones de 0,277mg/g en 15 dias, utilizando como elicitor al extracto de

levadura a 5000mg/L.

El andlisis citotéxico realizado al extracto de U.tomentosa, ninguno de las concentraciones

probadas reporta una disminucion en la viabilidad de las células cancerosas.

La técnica de cultivo in vitro de plantas para obtener los oxi indol alcaloides de interés
farmacologico se perfila como una herramienta Util y valida a la luz de los resultados obtenidos en

este ensayo.

El cultivo de células en suspension mostré una baja produccion de los oxiindol alcaloides, a nivel

de compuestos traza, por lo que resultaron sistemas menos efectivos que la vitro plantas.

Palabras clave: Biorreactor, cultivo de células vegetales, Uncaria tomentosa, escalamiento,

elicitores. citotoxicidad, cancer.



1. INTRODUCCION

Uncaria tomentosa es una liana del bosque tropical lluvioso, que se distribuye en forma natural
desde Peru hasta Guatemala. En Costa Rica crece en la Zona Atlantica (Alvarenga et al.; 2008).
Sus propiedades medicinales forman parte del acervo de la medicina tradicional de etnias peruanas
(Obregdn, 1997).

La actividad biologica de esta especie es reconocida por los efectos de los alcaloides oxiinddlicos
gue produce. Existe respaldo cientifico, que demuestra que los alcaloides pentaciclicos tienen una
accion inmuno estimulante, documentado en pacientes con cancer y SIDA. Adicionalmente, se
conocen sus propiedades como anti inflamatorio y contraceptivo, usandose también para el
tratamiento de la artritis y la gastritis (Aquino et al. 1991; Obregén, 1997; Kleplinger et al.; 1999;
Pero, 2010). Debido a la cantidad de reportes cientificos, patentes y productos existentes en el
mercado, el extracto de U. tomentosa se clasifica como un fitofarmaco.

Actualmente existen en el mercado gran cantidad de productos naturales a base U. tomentosa, sin
embargo, la mayoria no especifican el contenido de alcaloides de la formulacién, solamente hacen
referencia al contenido de material vegetal, por lo tanto, no son estandarizados. Solamente existe
el producto AC-11(C-Med100), que cuenta con varias patentes y diversas publicaciones que
respaldan el efecto citotoxico de este producto vendido como fitofarmaco (Alvarenga et al.; 2012).

En el Instituto Tecnoldgico de Costa Rica (ITCR), se ha realizado investigacion en esta especie
durante mas de 15 afios. Por lo que se dispone de la caracterizacién genética, la domesticacion de
la especie en zonas de Guapiles, el establecimiento y la propagacion in vitro, asi como la obtencién
de suspensiones celulares en matraz y en biorreactor (Tanque Agitado). En forma paralela a este
proyecto, se efectud el proyecto comercial CB-025-09, en el CENIBIot, en el que se desarroll6 el
protocolo de obtencién de un extracto acuoso de hojas de Uncaria tomentosa (Ufia de gato) con
concentracion conocida de alcaloides oxiinddlicos para su uso como producto final de origen
natural y como materia prima de otros derivados (Alvarenga et al.; 2012). Adicionalmente, se
identificaron y la cuantificaron, con el empleo de cromatografia de alta resolucion (HPLC), 6 oxindol
alcaloides en diferentes 6rganos de la planta: hojas tiernas, hojas maduras, corteza de tallo y
corteza de raiz, en plantas localizadas en tres fincas de productores de la zona Atlantica en dos
épocas del afio. Se determiné que el germoplasma analizado se clasifica como quimiotipo
pentaciclico presentando un mayor contenido de alcaloides de este tipo, reportados como de mayor
efecto terapéutico como anti tumural y desinflamatorio (Reinhard, 1999; Heitzman et al. 2005;
Garcia Giménez et al.; 2010). En tanto que los oxiindol alcaloides tetraciclicos como la rincofilina y
la isorrincofilina, han mostrado un efecto protector en isquemias cerebrales (Zhou y Zhou, 2010).



2. OBJETIVOS

2.1

Objetivo General

Evaluar el efecto de diferentes elicitores en la produccion de oxi-indol alcaloides de células en
suspension y en vitro plantas, determinacién de la actividad citotoxica de un extracto de U.
tomentosa en dos lineas celulares de cancer.

2.2.

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

224,

2.2.5.

Objetivos Especificos

Induccion de la produccion de cuatro oxi-indol alcaloides en vitro plantas de U.

tomentosa con diferentes elicitores

Induccion de la produccién de cuatro oxi-indol alcaloides en células en suspensién de U.

tomentosa cultivadas en biorreactor con diferentes elicitores

Determinacién por HPLC de la concentracion de oxi-indol alcaloides producidos en vitro

plantas y en células en suspension de U. tomentosa utilizando diferentes elicitores.

Evaluacién el crecimiento de biomasa, de los tratamientos que produjeron la mayor
concentracion de oxi-indol alcaloides: en células en suspension de U. tomentosa
(considerando el pH y la concentracion de sacarosa) y en vitro plantas (considerando
longitud de la planta, y caracteristicas cualitativas).

Evaluacion de la actividad citotoxica de un extracto de U. tomentosa en tres lineas
celulares: carcinoma pulmonar (H460), adenocarcinoma de mama (MCF-7) y como
control fibroblastos sanos para la determinacién del indice de citotoxicidad del extracto.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1Generalidades de Uncaria tomentosa.

Uncaria tomentosa (Willd.) D.C, conocida como Ufia de Gato, rangayo o bejuco de agua, pertenece
a la Familia Rubiaceae. Esta familia se caracteriza por la produccién de diferentes metabolitos
secundarios. La corteza de la raiz de ufia de gato fue usada en la medicina tradicional de Peru por
los indigenas Ashaninca y otras etnias por su efecto antiinflamatorio y contraceptivo (Kleplinger et
al.; 1999). Actualmente se usa para el tratamiento de la artritis, gastritis y el cancer (Aquino et al.
1991; Obregon, 1997; Pero, 2010). El interés cientifico de esta planta se incrementd con la
comprobacion de propiedades bioestimulantes del sistema inmunoldgico asi como antitumorales
atribuidas a la presencia de oxindol alcaloides (Blumenthal, 1995; Pero, 2010; Luna-Palencia et al.;
2012).

3.2. Género Uncaria.

El género Uncaria es facilmente reconocible, ya que todas las especies que lo componen tienen un
habito trepador y peduinculos reducidos a ganchos curvados. Existen al menos unas 34 especies
pertenecientes al género Uncaria, distribuidas en América, Africa y Asia. Una de las especies mas
estudiadas es Uncaria tomentosa, principalmente por su actividad metabdlica y sus aplicaciones
medicinales comprobadas, tanto de manera tradicional como cientificamente (Laus, 2004; Pero,
2010).

3.3. Distribucion y taxonomia de Uncaria tomentosa.

U. tomentosa, conocida cominmente como ufia de gato o bejuco de agua, es una liana lefiosa
originaria de América del Sur, especificamente de Colombia y Perd. Se extiende por la Amazonia
Brasilefia, Ecuador, Bolivia y por la region Atlantica de los paises que integran América Central
(Zevallos y Tomazello, 2006; Alvarenga et al., 2008).

La ufia de gato crece, por lo general, en bosques primarios, la mayoria de ellos ubicados en la
zona tropical humeda entre los 150 y los 800 msnm (Gonzéles, 2006).

En Costa Rica, Morales (2006) reporta su ubicacién en toda la vertiente caribefia y en la zona
norte, en elevaciones de 0 a 700 msnm, en las areas de conservacion Huetar Norte, Amistad

Caribe, Cordillera Volcanica Central y Tortuguero.

La taxonomia de la ufia de gato segun Cronquist (1981) se presenta a continuacion:

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Rubiales
Familia: Rubiaceae



e Género: Uncaria Schreb
e Especie: Uncaria tomentosa (Willd. ex Roemer & Schultes) DC.

Desde hace méas de tres décadas, existe una gran demanda comercial de los extractos de U.
tomentosa, originada por los descubrimientos de la actividad biolégica de la planta e incrementada
por su accién inmunoestimulante (Obregén, 1997; Pero, 2010). Los productos derivados de la ufia
de gato se comercializan en mas de 30 paises fuera de Peru, en diferentes presentaciones como
té, tabletas o capsulas (De Jong et al.; 1999). En los ultimos afios ha salido al mercado productos
como el AC-11® y el C-Med 100®, extractos acuosos de U. tomentosa que contienen una
concentracion estandarizada de los compuestos bioactivos. La efectividad de estos productos ha
sido respaldada con documentacion cientifica, trabajo con pacientes, ademas de un gran namero
de patentes (Pero, 2010).

Ademas, numerosos estudios han demostrado que los extractos acuosos de esta planta, a
diferentes concentraciones, tienen un efecto anticancerigeno en otras lineas celulares como MCF7
(Adenocarcinoma de mama), HT29 (carcinoma de colon humano), WEHI (fibrosarcoma en ratones),
164 B16/BL6 (melanoma), entre otras mas (Pero, 2010; Garcia Jiménez et al.; 2010).
Investigaciones recientes han revelado que los oxindol alcaloides penta ciclicos monoterpenoides
(MOA) tienen efecto inmuno modulatorio, con actividad anti VIH, anti leucémico con efectos
citotoxicos promisorios para tratar varios tipos de cancer, el empleo de extracto mostré efecto de
incremento de la presencia de ADN “reparador” (Pero, 2010). Por ser compuestos de dificil sintesis
guimica, el cultivo de células es una alternativa biotecnoldgica para la produccién de dichos
metabolitos (Trejo-Tapia et al.; 2005).

En el pais existe una cadena industrial que involucra a agricultores, colectores, comerciantes y
fabricantes los cuales extraen el material vegetal del ecosistema de bosque la fuerte demanda
comercial internacional de esta especie podria incrementar las tasas de extraccion del recurso en
los paises en que se distribuye en forma natural.

La micropropagacion se perfila como una opcion viable de explotacion para la produccién de
compuestos activos, sin que involucre la extraccion del germoplasma de su habitat natural que
ademas garantiza la produccién de alcaloides en sistemas controlados a partir de material
homogéneo (Luna-Palencia et al.; 2012)

Existe un gran potencial para el uso de cultivo de células vegetales en la produccion de
compuestos novedosos de uso farmacéutico que no se puede producir a partir de plantas
completas o intactas con una adecuada eficiencia debido a que la produccion por métodos
convencionales (sintesis quimica o extraccion a partir de las plantas) resulta dificil o poco viable
economicamente (George, 2008). Adicionalmente las posibilidades de modificacion genética
ofrecen grandes perspectivas para la explotacion de la capacidad de biosintesis de las células
vegetales y de las plantas (Verpoorter et al.; 2006).

Las plantas producen metabolitos secundarios, que son compuestos organicos que si bien, no son
imprescindibles para la vida como los metabolitos primarios, juegan un importante rol en la
interaccidn con otros organismos como los polinizadores y los patégenos (Verpoorter et al.; 2006).
En muchas taxas de plantas, como en U. tomentosa, cuando se exponen a ataques de herbivoros,
patégenos o metales pasados, se induce la produccion de metabolitos secundarios.



Los metabolitos secundarios sintetizados por plantas pertenecientes al género Uncaria han sido
estudiados a partir de todas las especies conocidas, y se han podido identificar terpenoides,
flavonoides y cerca de 40 alcaloides diferentes, la mayoria, correspondientes a tipos oxindélicos
(Phillipson et al., citado por Laus, 2004). La especie mas conocida de este género por sus
propiedades medicinales es U. tomentosa.

Trejo-Tapia y colaboradores (2005) en cultivos de células de U. tomentosa en suspension
obtuvieron un incremento de 10 veces de la concentracion de compuestos mono terpenoides oxi-
indol alcaloides pentaciclicos (MOA), cuando se aumenté la agitacién a 400rpm en las células en
el biorreactor tipo tanque agitado. Posteriormente, se evalud el estrés hidrodinamico y la adicion
de oxigeno en la produccién de oxi-indolalcaloides. Se determind que la produccion de MOA esta
relacionado con la presencia de H,O, (Trejo-Tapia, 2007). En el 2009 se realiz6 otro trabajo en el
que se estudio el efecto oxidativo en la acumulacion de MOA en cultivos celulares y de raices de U.
tomentosa por la adiciébn de H,O, como un elicitor y se compar6 con el estrés hidrodindmico. La
producciéon de MOA fue mayor cuando se indujo estrés hidrodinAmico en biorreactor, que com la
adicion de H,O, exdgeno, esta también fue mayor en biorreactor que en erlenmeyer (Huerta-
Heredia, 2009).

3.4. Usos medicinales.

Uncaria tomentosa (Willd.) D.C, se caracteriza por la produccion de metabolitos secundarios como
taninos, esteroles y triterpenos (polihidroxilados y heterésidos del acido quinévico). Como principio
activo se consideran mas de un 0,9% de alcaloides inddlicos: oxindoles tetraciclicos (rinchofilna,
isorinchofilina) y pentaciclicos (mitrafilina, isomitrafilina, isopteropodina, pteropodina, uncarinas
(Carretero, 2001). Estos alcaloides ejercen su efecto principalmente en el sistema inmune, poseen
propiedades inmunoestimulantes, antimutagénicas, citostatica, antivirales, antiinflamatoria vy
antirradicalaria. (Falkiewicz et al., 2001).

Varios oxindol alcaloides, aislados de la corteza de la raiz de U. tomentosa fueron investigados por
su efecto antiproliferativo sobre las células HL60 y K-563, donde la Uncarina F mostr6 la mayor
actividad, lo que sugiere que este compuesto puede ser usado en el tratamiento contra la leucemia
aguda, en las lineas celulares (Stuppner et al.; 1993; Pero, 2010) ya que aumenta la actividad de
fagocitos en el sistema reticulo-endoterial (Pero, 2010). Ademas del efecto citotoxico sobre
leucemia, numerosos estudios in vitro han demostrado que extractos de esta planta, a diferentes
concentraciones, tienen un efecto anticancerigeno en otras lineas celulares como A549 (cancer de
pulmén), HT29 (carcinoma de colon humano), cancer de mama (MCF7), HEp 2 (carcinoma
cervical) entre otras, en donde se observa la disminucién de sobrevivencia celular y el incremento
de células apoptoticas después de un periodo de exposicion al extracto (Pero, 2010; Pilarski et al.,
2010). Otros estudios in vivo muestran que ratones inducidos a desarrollar carcinoma pulmonar,
después de 21 dias de administracién de bajas dosis de extractos de corteza de U. tomentosa, se
inhibié significativamente el crecimiento tumoral (Pilarski et al., 2010).

A nivel del sistema inmune, el efecto inflamatorio se da principalmente por evitar la activacién de
NF-kB. Los extractos de UT han demostrado inhibir la expresién del gen “lipopolysaccharide-
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induced inducible Nitric Oxide synthase’, a su vez la activacién del factor de transcripciéon NF-kB asi
como la sintesis del TNF-a (Aguilar et al., 2002).

Extractos del farmaco exhiben actividad citostatica en tumores humanos, algunos estudios
evidencian un efecto inhibitorio en la proliferacion celular anormal debido a una accion directa
sobre la ADNpolimerasa (Lopez, 2006). Como resultado del dafio ocasionado al ADN, se puede dar
la activacion de vias de transduccion de sefiales y la activacién del gen p53, el cual ocasiona la
detencién del ciclo celular. Es asi como el control del ciclo celular aumenta el tiempo disponible
para la reparacién del ADN antes de la replicacién y la mutacién (Pero, 2010). Con la reparacion
del ADN se reduce el dafio del ADN y se estimula la respuesta inmune, blogueando asi la
transduccién de sefial. De esta manera se da lugar a la induccion de la apoptosis y la
diferenciacion, previniendo asi el desarrollo de cancer invasivo (Pero, 2010).

3.5. Cultivo in vitro de Uncaria tomentosa.

El uso del cultivo in vitro en esta especie es relevante debido a que, en la industria se emplea
principalmente su corteza, la cual es pulverizada o procesada para la elaboracién de productos
medicinales comerciales. Tomando en cuenta que en la Amazonia se presenta un promedio de
cinco especimenes por hectarea, y que Unicamente se puede emplear la corteza después de que la
planta alcanza los ocho afios de edad, se hace necesario implementar métodos para una
multiplicaciébn masiva de las plantas o bien, que permitan la extraccion de los compuestos de
interés (Luna et al., 2005).

En cuanto a los avances del cultivo in vitro en ufia de gato, se han desarrollado diversos
protocolos, principalmente con el objetivo de multiplicacion del material, conservacién e
investigacion y analisis de los principios activos de la planta.

Alvarenga (2010) reporta protocolos de desinfeccidon de frutos y estacas para la introduccién in vitro
de U. tomentosa y de multiplicaciéon del material in vitro empleando medio semisdélido y sistemas de
inmersion temporal, asi como protocolos de enraizamiento y aclimatacion de la vitroplantas.
Adicionalmente, se desarroll el protocolo de cultivo de células en suspensién (Sanchez-Calvo y
Alvarenga-Venutolo, 2015),

De igual manera, se han obtenidos plantulas in vitro a partir de la introduccién de semillas, y por
medio de embriogénesis somética en hojas. Una vez establecidas las plantas, han sido
multiplicadas por medio de microestacas y aclimatadas con éxito en invernadero (Dominguez y
Tapia, 2000; Alvarenga, 2010).

3.6. Produccién de metabolitos

Existe un gran potencial para el uso de cultivo de células vegetales en la produccién de
compuestos novedosos de uso farmacéutico que no se puede producir a partir de plantas
completas o intactas con una adecuada eficiencia debido a que la producciéon por métodos
convencionales (sintesis quimica o extraccion a partir de las plantas) resulta dificil o poco viable
economicamente (Robert et al.; 1991). Adicionalmente las posibilidades de modificacion genética
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ofrecen grandes perspectivas para la explotacién de la capacidad de biosintesis de las células
vegetales y de las plantas (Verpoorter et al.; 2006).

Las plantas naturalmente producen metabolitos secundarios cuando se exponen a ataques de
herbivoros, patégenos o metales pasados. Cuando se adiciona una sustancia que simule este
ataque se habla de un “elicitor’. La utilizacion de elicitores es una de las posibilidades de
incrementar la produccion de los metabolitos secundarios. Flores-Sanchez y colaboradores en
2002 evaluaron diferentes tratamientos de elicitacion sobre la produccién los acidos triterpenos,
ellos utilizaron Pestalotia sp., Trichoderma sp., Alternaria tenuis, Epicoccum nigrum y Pectina.
Este ultimo fue el que produjo mayor incremento en la produccién de &cidos triterpenos en
comparacion al control. Otra de las posibilidades de aumentar la produccién de los metabolitos es
la utilizacién de los precursores de la ruta biosintética. Se evalu6 el efecto de los elicitores pectina 'y
extracto de levadura y dos precursores como lo son el &cido jasmaonico y la adicién de azucar sobre
la produccion acidos triterpenoides. Se reporté el acido jasménico como el mas eficiente en la
produccion de los &cidos triterpenoides (Feria-Romero et al., 2005).

El cultivo de células de U. tomentosa, en biorreactor, tipo tanque agitado con el empleo de
agitacion mecénica reporto la acumulacion de 5 a 10 veces mayor de MOA, respecto a células en
suspension cultivadas en erlenmeyer, por lo que se infirié que la produccién de MOA podria estar
relacionado con el estrés producido por la agitaciéon (Trejo-Tapia et al., 2005). Posteriormente, se
evallo el estrés hidrodinamico en combinacién con un 85% de DOT, que indujo la produccion de
H,O, endbgeno y finalmente la sintesis de oxi-indol alcaloides, la produccién de MOA se relacion6
con la presencia de H,O, (Trejo-Tapia, 2007).

Por otra parte, se estudio el estrés oxidativo en la acumulacién de MOA en cultivos celulares y en
raices de U. tomentosa. La adicién de H,O, como elicitor se compar6 con el estrés hidrodinamico.
La produccién de MOA fue mayor cuando se indujo estrés hidrodinAmico en biorreactor que al
adicionar H,O, exégeno (Huerta-Heredia, 2009).

En el presente trabajo, se evalu6 el efecto de diferentes elicitores en la produccion de oxi-indol

alcaloides de células en suspension y en vitro plantas, ademas se determiné la actividad citotoxica
de un extracto de U. tomentosa en dos lineas celulares de cancer.
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4. METODOLOGIA

4.1. Induccion de la produccion de oxi-indol alcaloides en vitro plantas.
Material vegetal

Se utilizaron plantas in vitro mantenidas en cultivo en el CIB, en medio de cultivo con sales y
vitaminas M & S (1962), suplementado con 1 mg/l de Acido giberélico (AG3), 1mg/l Pantotenato de
Calcio (PaCa), 30 g/l de sacarosa y un pH de 5,7. Se incubaron en el cuarto de crecimiento con un
fotoperiodo de 16 horas a 2000 lux y una temperatura de 25+2°C.

Medios de cultivo

Se evaluaron 12 tratamientos (Cuadro 1) con tres concentraciones de sacarosa a 20, 30 y 50 g/l y
cuatro elicitores. En el caso de la pectina citrica (Sigma ®) se adicionaron 2 ml de solucién (2%
m/v) a un pH de 4.6 previamente estéril. Se agregaron 4 g/L de extracto de levadura, en tanto que
el acido jasmonico (0,1 ml) se emple6 a una concentracion de 50 mM diluidos en etanol (Feria-
Romero et al., 2005).

Las vitro plantas seleccionadas fueron de 1 a 1,5 cm de longitud con un ciclo de cultivo. Se
realizaron 9 repeticiones por tratamiento.

Cuadro 1. Tratamientos para evaluar la produccion de alcaloides totales en plantas in vitro de U.
tomentosa utilizando tres elicitores y tres oncentraciones de sacarosa.

TRATAMIENTO ELICITOR
T1,T2, T3 Sacarosa + control
T4,T5,T6 Sacarosa + pectina 2% p/v
T7,T8,T9 Sacarosa + extracto de levadura 4g/L
T10,T11,T12 Sacarosa + acido jasménico 50mM

Las pruebas se montaron en tubos de vidrio con 9ml de medio de cultivo de los diferentes
tratamientos descritos en el Cuadro 1. En la cAmara de flujo laminar, a cada tubo se le introdujo un
“puente” de papel filtro cortado de forma tal que se ajust6 dentro del tubo, la parte inferior del papel
estuvo en contacto con el medio de cultivo y en la parte superior, se desarrollo la vitro planta.
(Figura 1).

Los ensayos fueron montados por 15 dias, bajo las mismas condiciones de cultivo descritas antes.

Se incubaron en el cuarto de crecimiento con un fotoperiodo de 16 horas a 2000 lux y una
temperatura de 25+2°C.
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Figura 1. Establecimiento del cultivo de vitroplantas de U. tomentosa en medio liquido, a 10 dias
de iniciado el ensayo.

4.2. Induccién de la produccion de oxi-indol alcaloides en células en suspension
de U. tomentosa

Se utilizaron suspensiones celulares de U. tomentosa (Ufia de gato) mantenidas en erlenmeyers de
250 ml con 50 ml del Medio Gamborg B5 (1968), suplementado con 30 g/l de sacarosa, 2 mg/l de
2,4-D y 1 mg/l de AIB y pH de 6,2 antes de esterilizar. Las condiciones de cultivo en las que se
mantuvieron estas suspensiones fueron: agitacién 90 rpm, iluminacién constante (150 pmolm?s™) y
a una temperatura de 25+2 °C.

Se tomaron células en la fase exponencial en el dia nueve, se les cambi6 el medio de cultivo por un

medio conteniendo el elicitor, segun los tratamientos probados (Cuadro 2). Se tomaron muestras al
dia cero, cuatro, once y quince.

Cuadro 2. Tratamientos de elicitacion en suspensiones celulares de U. tomentosa.

TRATAMIENTO ELICITOR
T1 Extracto de levadura a 500mg/L
T2 Extracto de levadura a 5000mg/L
T3 Pectina 100mg/L
T4 Acido jasménico 200uM
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4.3. Determinacion por HPLC de la concentracidon de oxi-indol alcaloides en vitro plantas y
suspensiones celulares elicitadas

Las nueve plantas de cada tratamiento, se pesaron y midieron por separado. Se pusieron en la
estufa a 60°C por 24h. Se molieron juntas. Los materiales secos y molidos, obtenidos de los doce
tratamientos se enviaron a laboratorios LAFIT de la Universidad Nacional para la cuantificacién de
alcaloides oxi-inddlicos.

Se siguio el método descrito por Bertol y colaboradores (2012), el cual fue previamente optimizado
y validado. Ademas, el andlisis de las muestras por esta metodologia se realizé por triplicado. El
procedimiento se detalla a continuacion:

Equipos
- Cromatégrafo liquido Perkin Elmer Series 200 provisto de un detector de UV de diodos en
serie (DAD, LC200D).
- Bafio ultrasoénico

Reactivos

- Agua Milli Q.

- Acetonitrilo grado HPLC.

- Buffer 35mM de acetato de trietilamina pH 6,9 (a 950 mL de agua Mili Q se le agregan 2mL
de acido acético (0,2% m/v), se ajusta el pH a 6,9 con trietilamina (aprox 4,6 mL) y luego se
afora a 1L con agua Milli Q)

- Cartuchos para extraccion fase solida Bond Elut C18 (500mg) de Agilent o similar.

- Etanol grado HPLC.

- Metanol grado HPLC.

- Kit estandares Uncaria tomentosa (isomitrafilina, mitrafilina, uncarina C, uncarina E) marca
Chromadex 00003324-0HK, pureza >99%.

- Estandar de uncarina D marca Chromadex ASB-00021230-005, pureza >99%.

- Estandar de isorhynchofilina marca Chromadex ASB-00019384-010, pureza >99%.

Preparacion de estandares y curvas de calibracién

Los estandares del kit alcaloides se disolvieron en un balén aforado de 25mL con etanol para
obtener una disolucion madre de 400pg/mL de cada estandar. La curva de calibracion, se preparé
a partir de una disolucion de concentracion intermedia constituida por todos los alcaloides. Esta
curva estuvo compuesta por 6 niveles de concentracion (0,3-15ug/mL).

Tratamiento de muestra

0,2 g de material vegetal seco y molido (tamafio de particula 125-180um) en un tubo coénico de
15mL para centrifuga, se sometieron a un proceso de extraccion utilizando etanol 60%v/v y bafio
ultrasénico durante 20 minutos (~30°C). El proceso de extraccion se realizé con renovacion del
disolvente (tres extracciones sucesivas) para un volumen total de 10 mL.

La muestra extraida se hizo pasar a través de un cartucho de extraccion en fase sdlida C18 (SPE),
previamente acondicionado con 3mL de metanol y 5mL de agua Milli Q. EIl cartucho se lavo con
dos volumenes de 1,5mL de etanol 60%v/v y una porcidn de la muestra de 1 mL se hizo pasar a
través de un filtro de nylon de 0,45um y se colocé en un vial de 2mL color ambar.
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A las muestras procedentes de biorreactor se les aplic6 el mismo procedimiento descrito
anteriormente. Unicamente se modificé la cantidad de material de partida, que en este caso fue de
1 g de muestra de biorreactor.

Condiciones cromatogréficas

C18 150mm x 4.6mm, 3,5um (Gemini NX C18 de

Columna
Phenomenex)
A: Buffer 35mM de acetato de trietilamina (Ac. Acético 0.2%
+Trietilamina pH=6.90)
B: Acetonitrilo
Fase movil Composicion de gradiente (A:B):

Omin (45% B)
6min (60% B)
10min (60% B)
11min (45% B)
Duracion de 15 min

analisis
Flujo 0,8mL/min
Horno 15°C
Detector 245nm

Para garantizar la veracidad de los datos, se inyectaron curvas de calibracion cada 15 muestras
durante la secuencia de inyeccion.

Se probaron cuatro tratamientos (Cuadro 2), cada uno se evalu6 a los 0, 4, 11 y 15 dias después
de adicionar el elicitor. Los resultados se muestras en el Cuadro 3.

4.4. Evaluacion del crecimiento de biomasa, en células en suspension y en vitro
plantas de U. tomentosa

Se determind el peso de las plantas en cada tratamiento, se pesaron y midieron por separado.
Este objetivo se evallo en el 4.1y 4.2.

45. Evaluacion de la actividad citotoxica de un extracto de U. tomentosa en dos
lineas celulares cancerigenas (NCI-N87 y MCF7)

Se realizaron ensayos para determinar el efecto de los extractos sobre células cancerosas de
tumores especificos (Freshney, 2005). Se trabajé con tres lineas celulares: carcinoma pulmonar
(H460), adenocarcinoma de mama (MCF-7) y como control fibroblastos sanos. Se expandié cada
linea celular hasta obtener 9 x10° células en un frasco de cultivo celular. Una vez obtenida esta
cantidad se inocularon 5000 células/pozo en una placa multipozo de 96 pocillos dejando los bordes
de la placa sin células. Se probd el extracto a diferentes concentraciones del compuesto con
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actividad biologica: 0 (control), 5, 10,15, 30, 40, 50, 60, 75, 100 ug/ml) en medio de cultivo celular
para observar el efecto de la exposicion de células al extracto durante 48 horas.

Cada tratamiento se realizé por triplicado. Posteriormente, por el método de determinacién de

viabilidad celular con MTT, se cuantific6 el porcentaje de células viables para evaluar el efecto
citotoxico del extracto.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.1. Vitro plantas elicitadas

En el Cuadro 3 se muestran los resultados de crecimiento: longitud final, peso fresco, Yy la
concentracion de alcaloides en plantas in vitro de U. tomentosa en los tratamientos de elicitacion
probados en este trabajo. A dos semanas de tratamiento con elicitores para estimular la inducciéon
de la produccién de oxi-indol alcaloides en vitro plantas, se observd un notable crecimiento de
todas las vitro que se mostraban vigorosas y de un color verde intenso, la mayoria con
regeneracion de hojas (Figura 2). La mayor tasa de crecimiento se observo en el tratamiento
control, con el empleo de 30g/l de sacarosa en el medio de cultivo, lo que corrobora que el medio
M&S (1962) complementado con 3% de sacarosa es adecuado para el crecimiento de las

vitroplantas (Alvarenga, 2010).

Figura 2. Vitroplantas de U. tomentosa a los 15 dias de tratamiento. (Ensayo realizado en CIB,
ITCR).

En la Fig. 3. se resumen los datos de concentracion de alcaloides totales (mg/g) en los
tratamientos de elicitacion probados en plantas in vitro de U. tomentosa.

12,000 -

10,000 |

8,000
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4,000 -

Alcaloides totales mg/g

2,000 -

0,000 -
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Figura 3. Concentracion de alcaloides totales (mg/g) en tratamientos de elicitacion en plantas in
vitro de U. tomentosa.
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Cuadro 3. Longitud(cm), Peso fresco(g) y concentracion de alcaloides(mg/g) en plantas in vitro de Uncaria tomentosa en tratamientos de

elicitacion.
Tratamiento Longitud | Peso fresco | Cddigo de Unc D Mitrafilina Isomitrafilina Unc C Isorincofilina Unc E A?::gl'gses
(cm) (mg) muestra | (mg/g) | (mglg) (mg/g) (mg/g) (mg/g) M99) | (maso)
T1 1,71ab 0,09a 2UT 0,320 0,681 0,57 0,810 0,68 0,184 3,240
T2 1,79a 0,11a 3UT 0,204 0,449 0,68 0,973 1,14 0,125 3,573
T3 1,65ab 0,08a 4UT 0,516 1,006 0,52 0,739 0,43 0,170 3,376
T4 1,16ab 0,08a 5UT 0,376 0,612 0,96 1,364 1,74 0,113 5,166
T5 1,37ab 0,14a 6UT 0,243 0,456 0,55 0,789 0,87 0,116 3,031
T6 1,09b 0,09a 7UT 0,179 0,345 0,47 0,673 0,73 0,074 2,473
T7 1,42ab 0,12a 8uUT 0,181 0,356 0,42 0,599 0,55 0,118 2,225
T8 1,20ab 0,1a QUT 0,278 0,535 0,75 1,069 1,29 0,104 4,022
T9 1,34ab 0,22a 10UT 0,455 0,792 0,79 1,119 1,29 0,219 4,662
T10 1,39ab 0,08a 11UT 0,182 0,378 0,63 0,897 1,09 0,078 3,251
T11 1,16ab 0,10a 12UT 0,375 0,854 1,01 1,433 1,72 0,145 5,537
T12 1,21ab 0,07a 13UT 0,484 0,862 1,14 1,622 2,17 0,130 6,404
Hojas de
Vitroplantas 14UT 0,421 1,540 2,23 3,175 1,75 0,424 9,535
control
Tallo
Vitroplantas 15UT 0,044 0,021 0,01 0,019 0,02 0,330 0,448
control
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Como se observa en el Cuadro 3y en la Fig.3, la mayor produccién de alcaloides se present6 en
las hojas de Vvitroplantas con 9,535mg de alcaloides totales, en tanto que en el tallo de las

vitroplantas solo se detectaron 0,448mg de alcaloides totales.

En esta especie los oxiindol alcaloides se consideran los de mayor importancia por sus
propiedades medicinales. Se reporta la existencia de dos quimiotipos de alcaloides, los
pentaciclicos (POA) y los tetraciclicos (TOA). Cada grupo de alcaloides muestra diferentes
propiedades farmacoldgicas. Los tetraciclicos o TOA se caracterizan por ser efectivos en los
sistemas nervioso central y en el cardiovascular, en tanto que los POA, estan asociados con el

sistema inmunitario como inmunomoduladores (Bertol, 2012).

Estudios in vivo e in vitro, han demostrado que los POA presentan actividad citotoxica,
ampliamente estudiada en diferentes lineas celulares de cancer, lo que valida el uso medicinal
de esta especie. La concentracion de los alcaloides varia en diferentes partes de la planta, asi
como con las condiciones ambientales y geogréficas, por lo que se presentan diferentes perfiles

durante la estacién secay la lluviosa, (Pereira et al.; 2008; Alvarenga et al; 2012))

Los usos medicinales de Uncaria tomentosa es una planta en riesgo de extincibn en Peru, por
la deforestaciébn de su habitat natural y la comercializacion de la planta en diferentes
presentaciones, en las se emplean extractos y productos elaborados a partir de la corteza de la
raiz, lo que implica la muerte de la planta. Ademas los fitofarmacos se preparan con plantas
de 8 a 10 afios de edad, todo esto conlleva a la extraccién del recurso del bosque, lo que lo
hace menos sostenible. Con el fin de minimizar el extractivismo se ha intensificado el cultivo de
la especie por semilla, estacas o acodos (Alvarenga et al.; 2008), sin embargo, estos métodos
de cultivo no proporcionan la gran cantidad de material vegetal requerida para la preparacion

de farmacos naturales.

Una opcidén menos explorada es el cultivo in vitro con el fin de incrementar la produccién clonal
de vitroplantas (Alvarenga, 2010) y asi asegurar la conservacion y el uso sostenible del
germoplasma para su explotacion comercial. Por lo que, el empleo de otras herramientas
biotecnolégicas como el cultivo de células vy tejidos para la obtencion de los metabolitos de
interés ha sido poco explorada (Luna Palencia et al.; 2005, Trejo Tapia et al.; 2005; Trejo
Tapia et al.; 2007, Pereira et al 2008; Alvarenga et al, 2012; Luna Palencia et al.; 2012).

Los métodos de micropropagacion se convierten en una alternativa sostenible para la

produccién de los alcaloides, con la ventaja adicional de que en estos sistemas se producen
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plantas homogéneas en morfologia y en la concentracion de estos metabolitos, principalmente
cuando se producen clones.  Adicionalmente, los compuestos son caracterizados y aislados
en forma aséptica, lo que garantiza que el material obtenido esta libre de microorganismos
contaminantes que se encuentran en el campo, y que se pueden incrementar con la

manipulacioén en la colecta.

El empleo de herramientas biotecnolégicas en la induccidon de sintesis de compuestos
bioactivos, objetivo principal de este proyecto es un modelo interesante, especialmente porque
se pueden controlar las condiciones fisicas y quimicas que inducen la sintesis e incrementan la
concentracion de los metabolitos, por lo que la produccion de los compuestos no dependeria de
los factores ambientales y geograficos del cultivo en campo (Alvarenga et al.; 2012; Verpoorte,
2006).

Las vias metabdlicas de sintesis de los metabolitos secundarios son complejas y generalmente
involucran células diferenciadas que forman parte de tejidos estructurados, por lo que los
resultados obtenidos, en cuanto a la concentracion de alcaloides producidos en sistemas de
cultivos celulares con el empleo de suspensiones celulares y en biorreactores son un reflejo de
ello, por lo que se deben continuar realizando estudios adicionales que conlleven a un mayor
conocimiento de los factores que inciden en la sintesis de los compuestos de interés y asi

poder trazar estrategias biotecnoldgicas de produccion a escala.

21



Cuadro 4. Concentracion de alcaloides totales (mg/g) en tratamientos de elicitacion en plantas in

vitro de U. tomentosa.

Tipo de Concentracién de | Concentracion de
Alcaloide | Alcaloides (mg/L). Alcaloides (%).
Uncarina D 4,25 7,5
Mitrafilina 8,89 15,6
Uncarina C 10,73 18,8
Isomitrafilina 15,28 26,8
Isorinchofilina 15,46 27,2
Uncarina E 2,33 41
Total 56,94 100,0
M Uncarina D
| Mitrafilina

M Uncarina C
H Isomitrafilina
M Isorinchofilina

® Uncarina E

Figura 4. Porcentaje de alcaloides totales (mg/g) en los tratamientos de elicitacion en plantas in

vitro de U. tomentosa.

Como se observa en el Cuadro 4 y en la Figura 4, el material in vitro produjo alcaloides penta y

tetraciclicos, siendo los de mayor abundancia la isorrincofilina con 27,2% (TOA), seguido por la

Isomitrafilina con un 26,8% y la Uncarina C con 18,8%, (POA).

En el Cuadro 5 se compara la proporcion de alcaloides POA y TOA que muestra 72,8y 27,2 %,

respectivamente, por lo que el germoplasma de la region Atlantica analizado en este estudio es del

quimiotipo que mantiene una proporcion POA TOA 3 :1, coincide con el quimiotipo que muestra los

perfiles de alcaloides del material vegetal, similar al reportado en Perd Brasil (Dominguez et al..;

2010).
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Cuadro 5. Concentracion de alcaloides totales (mg/g) en plantas in vitro en diferentes
tratamientos de elicitacion.

Tino de Tino de Concentracion | Concentracion Porcentaie
Al o ¢ PO ¢ de Alcaloides | de Alcaloides JO
caloide Alcaloide (malg). (%). acumulado(%)
Uncarina D Pentaciclico 4,25 7.5
Mitrafilina Pentaciclico 8,89 15,6
Uncarina C Pentaciclico 10,73 18,8 72,8
Isomitrafilina Pentaciclico 15,28 26,8
Uncarina E Pentaciclico 2,33 4,1
Isorinchofilina | Tetraciclico 15,46 27,2 27,2
Total Pentaciclico 56,94 100,0 100

Luna-Palencia y colaboradores (2013) evaluaron plantas in vitro de U. tomentosa a la luz continua y
a la 16 horas luz. Se evalu6 la concentracion de seis alcaloides: Pteropodine (Uncarina C),
Isopteropodine (Uncarina E),, Mitrafilina, Isomitrafilina, Rincofilina, e Isorrincofilina a los dos y seis
meses en cultivo in vitro y en plantas, a los dos afios de aclimatadas en invernadero. En este
trabajo se determin6 que en plantas jovenes el contenido de MOA tetraciclicos es mayor pero que
decrece con la edad y aumentan los MOA pentaciclicos, debido a que son mas frecuentes en las
plantas maduras. En este estudio se reportd una mayor produccion de alcaloides tetraciclicos en

plantas bajo luz continua.

Existen pocos trabajos de obtencién de estos metabolitos a partir de vitroplantas (Luna Palencia et
al.; 2013; Pereira et al.; 2008), sin embargo, los resultados obtenidos no son comparables entre si
pues las condiciones de cultivo y los métodos de elicitacibn empleado son diferentes en cada
trabajo de investigacion. Sin embargo, sientan las bases de algunos factores que se podrian
implementar en posibles ensayos futuros, por ejemplo el empleo de luz continua indujo un mayor
produccion de oxindol alcaloides (Luna-Palencia et al., 2013). En los resultados obtenidos se
obtuvo mayor proporcién de alcaloides pentaciclicos, sin embargo se debe resaltar que los

alcaloides analizados no son los mismos.
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5.1.2. Células en suspensiéon de U. tomentosa elicitadas

El objetivo a cumplir con este analisis, fue la induccién de células en suspension de U. tomentosa
con diferentes elicitores para la produccion de oxi-indol alcaloides. Lo esperado, era obtener una
alta concentracion de compuestos de interés después de ser elicitados.

En la Figura 5. Se presentan los comportamientos de los distintos tratamientos. T1 y T2 con
extracto de levadura a diferentes concentraciones, demuestran un comportamiento esperado, con
la diferencia que a bajas concentraciones de extracto de levadura hubo un aumento en la
produccién de alcaloides antes de los cinco dias, pero al cabo de ese tiempo, disminuy{o la
produccién considerablemente. A diferencia del utilizar extracto de levadura a mayor concentracion
(5000mg/L), la produccion de metabolitos aumento notablemente con respecto al tiempo, hasta los
doce dias. Indicando que esta fuente de nitrégeno, estimula la produccion. Asi como la

concentracion del extracto.
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Figura 5. Concentracion de alcaloides totales (mg / g) en suspensiones de U. tomentosa.

El tratamiento tres, igualmente, presenta un comportamiento esperado, produciendo a los 11 dias
un maximo de 0,2700mg/g de alcaloides totales. En este caso, la pectina a 100mg/L, estimula la
produccion de alcaloides. Se deberia de considerar si al igual que la fuente de nitr6geno, este

polisacérido le beneficia el aumento en la concentracion.

Se considera el T2 como el tratamiento que permiti6 mayor produccion de alcaloides totales, a los

quince dias, con respecto al resto de los tratamientos.
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En este caso, las células en suspension fueron tratadas con los mismos elicitores que las vitro
plantas. Con la diferencia que en las muestras in vitro, la concentracion utilizada de cada uno de
los elicitores fue mayor que a nivel celular, evitando el dafio del material vegetal.

En el Cuadro 5, se muestra como en los primeros tres tratamientos hubo produccién de alcaloides
totales, gracias a la elicitacion realizada en los 0, 4, 11 y 15 dias.

En cuanto al tratamiento cuatro, se descartd pues los resultados obtenidos no fueron bien
analizados, dando datos erréneos con respecto al resto.

Cuadro 5. Concentracién de alcaloides totales (mg /g) en suspensiones de U. tomentosa.

Tratamiento Blid
0 4 11 15
T1 0,0402 0,1950 0,1019 0,0000
T2 0,0000 0,0459 0,2758 0,2773
T3 0,0000 0,0000 0,2726 0,0501

5.2 Evaluacion de la actividad citotoxica de un extracto de U. tomentosa

Este ensayo mide la proliferacion celular debido a la reduccién metabdlica de la sal MTT, por la

accion de enzimas deshidrogenasas mitocondriales. La reduccién del compuesto es proporcional a
la viabilidad celular. Los resultados se muestran en la siguiente figura.
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Fig.6 Porcentaje de viabilidad de células de la linea de cancer de pulmén (H460) a diferentes

concentraciones del compuesto activo, de un extracto estandarizado de U. tomentosa,
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En este caso, se muestra una diminucién en la viabilidad incluso en la menor concentracion
probada (5 pg/ml). Se espera que, conforme aumenta la concentracion del compuesto activo, la
viabilidad disminuya, pero en este caso no lo fue. Con respecto al célculo de la IC 50 a las 48
horas, no es posible calcularlo debido a que no se muestra una tendencia en la disminucion de la
viabilidad. Solamente en la concentracién de 50 pg/ml se mostré una viabilidad del 52%, las demas
concentraciones no superaron este valor.
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Fig.7. Porcentaje de viabilidad de células de la linea de adenocarcinoma de mama (MCF-7) a

diferentes concentraciones del compuesto activo de un extracto estandarizado de U. tomentosa

En este caso, se muestra una disminucién en la viabilidad considerable incluso en la menor
concentracion probada. Se espera de la misma forma que el caso anterior, que conforme aumenta
la concentracion del compuesto activo, la viabilidad disminuya, pero en este caso también no lo fue.
Con respecto al célculo de la IC 50 a las 48 horas, no es posible calcularlo debido a que no se
muestra una tendencia en la disminucion de la viabilidad. Solamente en la concentracion de 30 y

60pg/ml se mostraron una viabilidad del 52 y 55%, respectivamente, las demas concentraciones no

superaron este valor.
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Figura 8. Porcentaje de viabilidad de células de la linea de fibroblastos (control) a diferentes

concentraciones del compuesto activo de un extracto estandarizado de U. tomentosa

Los fibroblastos sanos se utilizaron como control. Debido a que si un extracto con actividad
citotoxica afecta células sanas, éste no tendrd aplicacion, clinica, médica o similar. Ninguna de las
concentraciones utilizadas mostré6 una disminucién en la viabilidad menor al 50%, mas bien, se
observa como hay incremento en la viabilidad. Es importante aclarar que, este incremento en la
viabilidad no se presenta necesariamente por un efecto del extracto, sino que las células contindan
creciendo en la placa de cultivo sin ningun problema. En este caso, se recomienda que Uncaria
siga siendo estudiado por dos motivos principales: 1) Este no es citotoxico sobre las células

normales y 2) a concentraciones muy bajas logra disminuir la viabilidad de las células tumorales de
pulmén y mama.
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6. Conclusiones

La técnica de cultivo in vitro de plantas para obtener los oxi indol alcaloides de interés
farmacologico se perfila como una herramienta Util y vélida a la luz de los resultados obtenidos en

este ensayo.

La mayor proporcién de metabolitos secundarios se produjo en las hojas de las vitro plantas y no
en el tallo, las vitro plantas control mostraron una mayor proporcion de los compuestos que los

tratamientos de elicitacion.

El tratamiento 12, con el empleo del 5% de sacarosa y acido jasmoénico fue el mas efectivo en la

induccion de los metabolitos de interés.

El cultivo de células en suspension mostré una baja produccion de los oxiindol alcaloides, a nivel

de compuestos traza, por lo que resultaron sistemas menos efectivos que la vitroplantas.

7. Recomendaciones

Realizar ensayos de cultivo y elicitacion para la obtencién de oxi indol alcaloides, en vitroplantas
en cultivo, utilizando luz continua (Luna Palencia et al.; 2013) sin el empleo de elicitores, como se
especifica en la metodologia de este ensayo y compararlos con el empleo del tratamiento 12 (Acido

JasmoOmico con 5% de sacarosa).

Realizar los ensayos de citotoxicidad a mayores concentraciones de oxi indol alcaloides, dado que

si re cuantifica la presencia de ellos.

Repetir los tratamientos 1 y 2 de elicitacién de células en suspensién con el fin de alargar el tiempo,

para ver si después de los quince dias se sigue aumentando la produccién de alcaloides.

Hay haber presencia de alcaloides del resultado de la elicitacibn en ambos tejidos se recomienda

optimizar el uso de elicitores.
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9. Anexos

Anexo 1. Datos para la curva de calibracién de Uncarina D.

Uncarina D R1 R2 R3 R4 R5 Promedio de areas Des std
0 0 0 0
0,46 10655,44 12472,18 8838,7 11256,08 9887,38 10621,956 1228,50862
3,00 76021,62 77749,28 74293,96 75975,3 72546,00 75317,232 1764,70314
4,75 132649,295 | 132454,75 | 132843,84 134543,50 133122,8463 831,670751
11,31 298574,46 | 300921,85 | 296227,07 329957,90 306420,32 13690,4228
350000
300000 y = 27108x
250000 R? =0,9991
5 200000
< 150000
100000
50000
0 4
0 10 15
mg/L de Uncarian D
Anexo 2. Curva de calibracién de Uncarina D.
Anexo 3. Datos para la curva de calibracién de Mitrafilina.
Mitrafilina R1 R2 R3 R4 R5 Promedio de dreas Des std
0 0 0 0 0 0 0 0
0,48 39906,73 38857,46 40956 34307,99 40039,14 38813,464 2349,00849
3,43 298107,695 | 299534,07 | 296681,32 295341,45 321230,5 302179,007 9628,16085
5,73 545056,895 | 509060,32 581053,47 485646,17 530204,2138 36189,5444
12,60 1198754,79 | 1205409,49 | 1192100,09 1054423,8 1162672,043 62674,0498
1400000
1200000
1000000
3 800000
<L 500000
400000
200000
0
0 5 10 15
mg/L de Mitrafilina
Anexo 4. Curva de calibracidn de Mitrafilina.
Anexo 5. Datos para la curva de calibracién de Uncarina C.
Uncarina C R1 R2 R3 R4 R5 Promedio de areas Des std
0 0 0 0 0 0 0 0
0,52 104182,825 | 109040,7 99324,95 97309,76 107733,95 103518,437 4579,09059
4,25 722197,215| 733121,28 | 711273,15 | 715578,22 732533,2 722940,613 8792,62043
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7,50 1424054,66 | 1332313,29 | 1515796,02 1225217,2 1374345,291 107802,141
13,50 2670257,8 | 2685985,55 | 2654530,05 2223917,56 2558672,74 193590,697
3000000
y = 186798x T
2500000 R? = 0,0084 -
2000000
51500000
g
1000000
500000
0
0 5 10 15
mg/Lde Uncarina C
Anexo 6. Curva de calibracién de Uncarina C.
Anexo 7. Datos para la curva de calibracién de Uncarina E.
Uncarina E R1 R2 R3 R4 R5 Promedio de areas Des std
0,00 0 0 0 0 0 0 0
0,50 77312,405 79492,81 75132 65728,8 72602,9 74053,783 4749,20177
5,54 800835,24 787781,7 813888,78 | 761378,23 799080,8 792592,95 17669,447
8,22 1254243,94 | 1214557,75 | 1293930,12 1252354,21 1253771,504 28074,2981
13,01 2011494,2 | 2021752,61 | 2001235,78 1972634,35 2001779,234 18323,7266
2500000
y = 152255x
2000000 R*=0,9989
= 1500000
[
*< 1000000
500000
0
0,00 5,00 10,00 15,00
mg/L de Uncarina E
Anexo 8. Curva de calibracién de Uncarina E.
Anexo 9. Datos para la curva de calibracién de Isorinchofilina.
Isorinchofilina R1 R2 R3 R4 R5 Promedio de areas Des std
0 0 0 0
0,60 142150,09 | 149868,86 | 134431,32 117352,6 138050,25 136370,624 10806,2193
3,60 965922,24 | 992368,68 939475,8 | 815866,75 | 935263,2 929779,334 60537,4379
9,61 2409504,2 | 2474809,81 | 2344198,58 1993852,14 2305591,181 185812,15
15,06 3798035,43 | 3821415,92 | 3774654,93 3374618,77 3692181,261 184088,663
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Anexo 10. Curva de calibracion de Mitrafilina.

Anexo 11. Datos para la curva de calibraciéon de Uncarina C.

Isomitrafilina R1 R2 R3 R4 R5 Promedio de areas Des std
0,00 0 0 0 0 0 0 0
0,38 104182,825 | 109040,7 99324,95 | 97309,76 | 107733,95 103518,437 4579,09059
2,75 712197,2 | 733121,28 | 691273,15 | 655578,22 | 702533,2 698940,613 25675,0824
5,30 1424054,81 | 1332313,59 | 1515796,02 1225217,2 1374345,404 107802,129
9,51 2670257,8 | 2685985,55 | 2654530,05 2223917,56 2558672,74 193590,697

3000000
2500000 s 33’5;;92;
%000000
Emoooo
éoooooo
500000
0 4

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
mg/L de Isomitrafilina

Anexo 12. Curva de calibracién de Isomitrafilina.

Anexo 13. Masa utilizada (mg/g) en plantas in vitro en diferentes tratamientos de elicitacion.

Cadigo de muestra Masa (g)
2UT 0,1047
3UT 0,1009
4UT 0,1025
5UT 0,0908
6UT 0,1011
7UT 0,1032
8UT 0,1021
ouUT 0,1018
10UT 0,1022
11UT 0,1009
12UT 0,0902
13UT 0,1001
14UT 0,016
15UT 0,0135
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Anexo 14. Masa utilizada (mg/g) en suspensiones celulares en diferentes tratamientos de elicitacidn.

Cdédigo de muestra Tratamiento Masa (g)
AF-12-18-144 0,1875
AF-12-18-152 0,1602
AF-12-18-260 0,1863
AF-12-18-268 Extr Levad 0,1985
AF-12-18-150 0,1945
AF-12-18-160 0,1963
AF-12-18-264 0,1965
AF-12-18-274 0,1991
AF-12-18-126 0,1983
AF-12-18-137 0,2032
AF-12-18-169 Pectina 0,1906
AF-12-18-180 0,1932
AF-12-18-183 0,1882
AF-12-18-187 0,1788
AF-12-18-198 0,1998
AF-12-18-240 Acido jasmoénico 0,1983

Anexo 15. Areas bajo la curva obtenidas en el HPLC a muestras de plantas in vitro.

Codigo de muestra

Alcaloides /Area

Uncarina D Mitrafilina Isomitrafilina Uncarina C Isorichofilina Uncarina E
2UT 1.514.195,70 | 1.094.375,04 | 2.638.999,90 | 2.638.999,90 | 2.885.551,30 487.612,50
3UT 929.198,70 694.808,20 | 3.056.930,10 | 3.056.930,10 | 4.677.457,80 319.998,13
4UT 2.388.159,40 | 1.582.065,22 | 2.357.228,60 | 2.357.228,60 | 1.781.163,40 442.518,12
5UT 1.544.095,80 851.978,60 | 3.856.690,45 | 3.856.690,45 | 6.440.762,50 260.078,25
6UT 1.111.005,37 707.082,49 | 2.484.621,14 | 2.484.621,14 | 3.589.448,55 297.187,42
7UT 832.970,98 546.290,57 | 2.162.289,30 | 2.162.289,30 | 3.067.091,02 194.284,03
8UT 835.106,72 558.373,28 | 1.905.275,45 2.284.353,50 | 2.284.353,50 305.766,10
9uUT 1.274.917,50 834.938,30 | 3.388.117,10 | 3.388.117,10 | 5.329.312,80 267.540,15
10UT 2.101.110,80 | 1.241.631,50 | 3.560.345,80 | 3.560.345,80 | 5.372.997,20 566.821,00
11UT 829.816,27 585.841,33 | 2.816.397,23 2.816.397,23 | 4.463.082,40 199.579,60
12UT 1.521.923,70 | 1.181.789,45 | 4.024.801,20 | 4.024.801,20 | 6.327.122,60 332.209,87
13UT 2.109.068,80 | 1.323.627,30 | 5.053.827,30 | 5.053.827,30 | 8.829.037,00 331.330,80
14UT 130.966,78 755.957,80 | 3.163.441,60 | 3.163.441,60 | 2.274.190,93 | 1.243.978,60
15UT 50.371,70 8.870,30 15.813,80 15.813,80 22.410,30 225.999,50

Anexo 16. Areas bajo la curva obtenidas en el HPLC de muestras de suspensiones celulares de U. tomentosa.

Caodigo de muestra

Alcaloides /Area

Uncarina D Mitrafilina Isomitrafilina Uncarina C Isorichofilina Uncarina E
AF-12-18-144 4.635,20 1.084,30 5.234,80 5.234,80 2.043,20 1.336,50
AF-12-18-152 3.237,80 - 50.455,20 50.455,20 8.089,11 -
AF-12-18-260 - - 33.171,80 33.171,80 11.880,73 1.563,80
AF-12-18-268 - - - - - -
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AF-12-18-150

AF-12-18-160 2.793,35 - 11.321,61 11.321,61 2.254,20 -
AF-12-18-264 51.725,48 - 7.373,10 7.373,10 6.968,00 1.972,00
AF-12-18-274 51.804,90 - 9.069,85 9.069,85 6.159,40 2.408,70
AF-12-18-126 - - - - - -
AF-12-18-137 - - - - - -
AF-12-18-169 3.948,00 13.086,10 85.979,00 85.979,00 18.069,50 -
AF-12-18-180 1.618,88 19.415,80 6,00 78.762,90 43.319,05 3.912,30
AF-12-18-183 9.853,60 6.797,30 43.881,90 43.881,90 47.174,30 7.238,60
AF-12-18-187 2.415,40 22.290,13 14.369,25 14.369,25 15.413,27 2.598,60
AF-12-18-198 - - - - - -
AF-12-18-240 - - 17.253,00 17.253,00 18.604,60 12.439,80
2UT 1.514.195,70 | 1.094.375,04 | 2.638.999,90 2.638.999,90 2.885.551,30 487.612,50
3UT 929.198,70 694.808,20 | 3.056.930,10 3.056.930,10 4.677.457,80 319.998,13
4UT 2.388.159,40 | 1.582.065,22 | 2.357.228,60 2.357.228,60 1.781.163,40 442.518,12
5UT 1.544.095,80 851.978,60 | 3.856.690,45 3.856.690,45 6.440.762,50 260.078,25
6UT 1.111.005,37 707.082,49 | 2.484.621,14 2.484.621,14 3.589.448,55 297.187,42
7UT 832.970,98 546.290,57 | 2.162.289,30 2.162.289,30 3.067.091,02 194.284,03
8UT 835.106,72 558.373,28 | 1.905.275,45 2.284.353,50 2.284.353,50 305.766,10
9uT 1.274.917,50 834.938,30 | 3.388.117,10 3.388.117,10 5.329.312,80 267.540,15
10UT 2.101.110,80 | 1.241.631,50 | 3.560.345,80 3.560.345,80 5.372.997,20 566.821,00
11UT 829.816,27 585.841,33 | 2.816.397,23 2.816.397,23 4.463.082,40 199.579,60
12UT 1.521.923,70 | 1.181.789,45 | 4.024.801,20 4.024.801,20 6.327.122,60 332.209,87
13UT 2.109.068,80 | 1.323.627,30 | 5.053.827,30 5.053.827,30 8.829.037,00 331.330,80
14UT 130.966,78 755.957,80 | 3.163.441,60 3.163.441,60 2.274.190,93 | 1.243.978,60
15UT 50.371,70 8.870,30 15.813,80 15.813,80 22.410,30 225.999,50
Anexo 15. Cdlculo de la concentracién de Uncarina D.
Cadigo de Area del L Factor de Uncarina D
muestra ALCAL.OIDE T dilucién [] Masa (g) (mg/g)
Uncarina D
AF-12-18-144 4635,2 0,013 1 0,002222871 0,1875 0,012
AF-12-18-152 3237,8 0,013 1 0,00155273 0,1602 0,010
AF-12-18-260 0 0,013 1 0 0,1863 0,000
AF-12-18-268 0 0,013 1 0 0,1985 0,000
AF-12-18-150 0 0,013 1 0 0,1945 0,000
AF-12-18-160 2793,35 0,013 1 0,001339588 0,1963 0,007
AF-12-18-264 51725,48 0,013 1 0,024805638 0,1965 0,126
AF-12-18-274 51804,9 0,013 1 0,024843725 0,1991 0,125
AF-12-18-126 0 0,013 1 0 0,1983 0,000
AF-12-18-137 0 0,013 1 0 0,2032 0,000
AF-12-18-169 3948 0,013 1 0,001893316 0,1906 0,010
AF-12-18-180 1618,88 0,013 1 0,000776355 0,1932 0,004
AF-12-18-183 9853,6 0,013 1 0,004725424 0,1882 0,025
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AF-12-18-187 2915,4 0,013 1 0,001398119 0,1788 0,008
AF-12-18-198 0 0,013 1 0 0,1998 0,000
AF-12-18-240 0 0,013 1 0 0,1983 0,000
2UT 151415,7 0,006 1 0,033513878 0,1047 0,320
3UT 92918,7 0,006 1 0,020566335 0,1009 0,204
aut 238819,4 0,006 1 0,05285954 0,1025 0,516
5UT 154405,8 0,006 1 0,034175697 0,0908 0,376
6UT 111100,37 0,006 1 0,024590609 0,1011 0,243
7UT 83270,98 0,006 1 0,018430938 0,1032 0,179
suT 83506,72 0,006 1 0,018483116 0,1021 0,181
9uT 127917,5 0,006 1 0,02831286 0,1018 0,278
10UT 210110,8 0,006 1 0,046505268 0,1022 0,455
11UT 82816,27 0,006 1 0,018330294 0,1009 0,182
12UT 152923,7 0,006 1 0,033847654 0,0902 0,375
13UT 219068,8 0,006 1 0,048488004 0,1001 0,484
14UT 60866,78 0,003 1 0,006736031 0,016 0,421
15UT 5371,7 0,003 1 0,000594478 0,0135 0,044
Anexo 16. Calculo de la concentracién de Mitrafilina.
o Area del L
cn:ﬂ'eg;ge ALCALOIDE Dilucion F:i‘l:lt::irc'::ie Concentracion | Masa pesada Mltrai;I;na me
Mitrafilina
AF-12-18-144 1084,3 0,013 1 0,00051999 0,1875 0,003
AF-12-18-152 0 0,013 1 0 0,1602 0,000
AF-12-18-260 0 0,013 1 0 0,1863 0,000
AF-12-18-268 0 0,013 1 0 0,1985 0,000
AF-12-18-150 0 0,013 1 0 0,1945 0,000
AF-12-18-160 0 0,013 1 0 0,1963 0,000
AF-12-18-264 0 0,013 1 0 0,1965 0,000
AF-12-18-274 0 0,013 1 0 0,1991 0,000
AF-12-18-126 0 0,013 1 0 0,1983 0,000
AF-12-18-137 0 0,013 1 0 0,2032 0,000
AF-12-18-169 13086,1 0,013 1 0,006275612 0,1906 0,033
AF-12-18-180 19415,8 0,013 1 0,009311104 0,1932 0,048
AF-12-18-183 6797,3 0,013 1 0,003259735 0,1882 0,017
AF-12-18-187 22290,13 0,013 1 0,010689527 0,1788 0,060
AF-12-18-198 0 0,013 1 0 0,1998 0,000
AF-12-18-240 0 0,013 1 0 0,1983 0,000
2UT 1094375,04 0,006 1 0,071323444 0,1047 0,681
3UT 694808,2 0,006 1 0,04528257 0,1009 0,449
4UT 1582065,22 0,006 1 0,10310756 0,1025 1,006
5UT 851978,6 0,006 1 0,055525799 0,0908 0,612
6UT 707082,49 0,006 1 0,046082519 0,1011 0,456
7UT 546290,57 0,006 1 0,035603265 0,1032 0,345
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8UT 558373,28 0,006 1 0,036390729 0,1021 0,356
ouT 834938,3 0,006 1 0,054415235 0,1018 0,535
10UT 1241631,5 0,006 1 0,080920554 0,1022 0,792
11UT 585841,33 0,006 1 0,038180898 0,1009 0,378
12UT 1181789,45 0,006 1 0,077020483 0,0902 0,854
13UT 1323627,3 0,006 1 0,086264447 0,1001 0,862
14UT 755957,8 0,003 1 0,024633929 0,016 1,540
15UT 8870,3 0,003 1 0,000289051 0,0135 0,021
Anexo 17. Calculo de la concentracidon de Isomitrafilina
o Area del o
c:‘ﬂ':;':e ALCALOIDE Dilucién F:i‘l::lcc’iréie [1 Masa pesada IsoMr:‘tgr;):Ima
IsoMitrafilina
AF-12-18-144 5234,8 0,013 1 0,002510418 0,1875 0,013
AF-12-18-152 50455,2 0,013 1 0,024196459 0,1602 0,151
AF-12-18-260 33171,8 0,013 1 0,015907976 0,1863 0,085
AF-12-18-268 0 0,013 1 0 0,1985 0,000
AF-12-18-150 0 0,013 1 0 0,1945 0,000
AF-12-18-160 11321,61 0,013 1 0,005429428 0,1963 0,028
AF-12-18-264 7373,1 0,013 1 0,003535868 0,1965 0,018
AF-12-18-274 9069,85 0,013 1 0,004349567 0,1991 0,022
AF-12-18-126 0 0,013 1 0 0,1983 0,000
AF-12-18-137 0 0,013 1 0 0,2032 0,000
AF-12-18-169 85979 0,013 1 0,041232367 0,1906 0,216
AF-12-18-180 6 0,013 1 2,87738E-06 0,1932 0,000
AF-12-18-183 43881,9 0,013 1 0,021044146 0,1882 0,112
AF-12-18-187 14369,25 0,013 1 0,006890964 0,1788 0,039
AF-12-18-198 0 0,013 1 0 0,1998 0,000
AF-12-18-240 17253 0,013 1 0,008273904 0,1983 0,042
2UT 2638999,9 0,006 1 0,059528104 0,1047 0,569
3UT 3056930,1 0,006 1 0,068955384 0,1009 0,683
auT 2357228,6 0,006 1 0,053172169 0,1025 0,519
5UT 3856690,45 0,006 1 0,086995634 0,0908 0,958
6UT 2484621,14 0,006 1 0,056045771 0,1011 0,554
7UT 2162289,3 0,006 1 0,04877491 0,1032 0,473
8uUT 1905275,45 0,006 1 0,042977431 0,1021 0,421
9uUT 3388117,1 0,006 1 0,076425993 0,1018 0,751
10UT 3560345,8 0,006 1 0,080310967 0,1022 0,786
11UT 2816397,23 0,006 1 0,063529668 0,1009 0,630
12UT 4024801,2 0,006 1 0,09078772 0,0902 1,007
13UT 5053827,3 0,006 1 0,113999533 0,1001 1,139
14UT 3163441,6 0,003 1 0,035678986 0,016 2,230
15UT 15813,8 0,003 1 0,000178356 0,0135 0,013
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Anexo 18. Calculo de la concentracién de Uncarina C.

Area del
C:‘ﬂi:;ge ALCALOIDE Dilucién F:i(;lt::iré‘:,e Concentracién | Masa pesada Un;agr/in; ¢
Uncarina C

2UT 2638999,9 0,006 1 0,084765358 0,1047 0,810
3UT 3056930,1 0,006 1 0,098189384 0,1009 0,973
4uT 2357228,6 0,006 1 0,075714791 0,1025 0,739
5UT 3856690,45 0,006 1 0,123877893 0,0908 1,364
6UT 2484621,14 0,006 1 0,079806673 0,1011 0,789
7UT 2162289,3 0,006 1 0,069453291 0,1032 0,673
8uT 1905275,45 0,006 1 0,061197939 0,1021 0,599
ouT 3388117,1 0,006 1 0,108827196 0,1018 1,069
10UT 3560345,8 0,006 1 0,114359227 0,1022 1,119
11UT 2816397,23 0,006 1 0,090463406 0,1009 0,897
12UT 4024801,2 0,006 1 0,129277654 0,0902 1,433
13UT 5053827,3 0,006 1 0,162330238 0,1001 1,622
14UT 3163441,6 0,003 1 0,050805281 0,016 3,175
15UT 15813,8 0,003 1 0,000253972 0,0135 0,019
AF-12-18-144 5234,8000 0,0130 1,0000 0,0004 0,1875 0,0019
AF-12-18-152 50455,2000 0,0130 1,0000 0,0035 0,1602 0,0219
AF-12-18-260 33171,8000 0,0130 1,0000 0,0023 0,1863 0,0124
AF-12-18-268 0,0000 0,0130 1,0000 0,0000 0,1985 0,0000
AF-12-18-150 0,0000 0,0130 1,0000 0,0000 0,1945 0,0000
AF-12-18-160 11321,6100 0,0130 1,0000 0,0008 0,1963 0,0040
AF-12-18-264 7373,1000 0,0130 1,0000 0,0005 0,1965 0,0026
AF-12-18-274 9069,8500 0,0130 1,0000 0,0006 0,1991 0,0032
AF-12-18-126 0,0000 0,0130 1,0000 0,0000 0,1983 0,0000
AF-12-18-137 0,0000 0,0130 1,0000 0,0000 0,2032 0,0000
AF-12-18-169 85979,0000 0,0130 1,0000 0,0060 0,1906 0,0314
AF-12-18-180 78762,9000 0,0130 1,0000 0,0055 0,1932 0,0284
AF-12-18-183 43881,9000 0,0130 1,0000 0,0031 0,1882 0,0162
AF-12-18-187 14369,2500 0,0130 1,0000 0,0010 0,1788 0,0056
AF-12-18-198 0,0000 0,0130 1,0000 0,0000 0,1998 0,0000
AF-12-18-240 17253,0000 0,0130 1,0000 0,0012 0,1983 0,0061
Anexo 19. Cdlculo de la concentracidn de Isorincofilina.

- Area del o

C:‘:f:tge ALCALOIDE Dilucién F:i‘lztt:::iréie Concentracién | Masa pesada Isor::::;;llma
Isorichofilina

2UT 2885551,3 0,006 1| 0,070881812 0,1047 0,677
3UT 4677457,8 0,006 1| 0,114898904 0,1009 1,139
4UT 1781163,4 0,006 1| 0,043753195 0,1025 0,427
5UT 6440762,5 0,006 1| 0,158213411 0,0908 1,742
6UT 3589448,55 0,006 1| 0,088172619 0,1011 0,872
7UT 3067091,02 0,006 1| 0,075341224 0,1032 0,730
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8uT 2284353,5 0,006 1| 0,056113754 0,1021 0,550
ouT 5329312,8 0,006 1| 0,130911326 0,1018 1,286
10UT 5372997,2 0,006 1| 0,131984407 0,1022 1,291
11UT 4463082,4 0,006 1| 0,109632903 0,1009 1,087
12UT 6327122,6 0,006 1| 0,155421916 0,0902 1,723
13UT 8829037 0,006 1| 0,216879921 0,1001 2,167
14UT 2274190,93 0,003 1| 0,027932058 0,016 1,746
15UT 22410,3 0,003 1| 0,000275248 0,0135 0,020
AF-12-18-144 2043,2 0,013 1| 0,000108745 0,1875 0,0006
AF-12-18-152 8089,11 0,013 1| 0,000430525 0,1602 0,0027
AF-12-18-260 11880,73 0,013 1| 0,000632326 0,1863 0,0034
AF-12-18-268 0 0,013 1 0 0,1985 0,0000
AF-12-18-150 0 0,013 1 0 0,1945 0,0000
AF-12-18-160 2254,2 0,013 1| 0,000119975 0,1963 0,0006
AF-12-18-264 6968 0,013 1| 0,000370857 0,1965 0,0019
AF-12-18-274 6159,4 0,013 1| 0,000327821 0,1991 0,0016
AF-12-18-126 0 0,013 1 0 0,1983 0,0000
AF-12-18-137 0 0,013 1 0 0,2032 0,0000
AF-12-18-169 18069,5 0,013 1 0,00096171 0,1906 0,0050
AF-12-18-180 43319,05 0,013 1| 0,002305563 0,1932 0,0119
AF-12-18-183 47174,3 0,013 1| 0,002510751 0,1882 0,0133
AF-12-18-187 15413,27 0,013 1| 0,000820338 0,1788 0,0046
AF-12-18-198 0 0,013 1 0 0,1998 0,0000
AF-12-18-240 18604,6 0,013 1 0,00099019 0,1983 0,0050
Anexo 20. Cdlculo de la concentracidn de Uncarina E.
- Area del .
c;zleg:t:ie ALCALOIDE Dilucion F:i‘l:r:::iréie Concentracion | Masa pesada Uncar7ga E mg
Uncarina E

2UT 487612,5 0,006 1 0,019215625 0,1047 0,184
3UT 319998,13 0,006 1 0,01261035 0,1009 0,125
4UT 442518,12 0,006 1 0,017438565 0,1025 0,170
5UT 260078,25 0,006 1 0,010249053 0,0908 0,113
6UT 297187,42 0,006 1 0,011711435 0,1011 0,116
7UT 194284,03 0,006 1 0,007656262 0,1032 0,074
8UT 305766,1 0,006 1 0,0120495 0,1021 0,118
9uUT 267540,15 0,006 1 0,010543108 0,1018 0,104
10UT 566821 0,006 1 0,02233704 0,1022 0,219
11UT 199579,6 0,006 1 0,007864948 0,1009 0,078
12UT 332209,87 0,006 1 0,013091585 0,0902 0,145
13UT 331330,8 0,006 1 0,013056943 0,1001 0,130
14UT 343978,6 0,003 1 0,006777681 0,016 0,424
15UT 225999,5 0,003 1 0,004453046 0,0135 0,330
AF-12-18-144 1336,5 0,013 1 0,000114114 0,1875 0,001
AF-12-18-152 0 0,013 1 0 0,1602 0,000
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AF-12-18-260 1563,8 0,013 1 0,000133522 0,1863 0,001
AF-12-18-268 0 0,013 1 0 0,1985 0,000
AF-12-18-150 0 0,013 1 0 0,1945 0,000
AF-12-18-160 0 0,013 1 0 0,1963 0,000
AF-12-18-264 1972 0,013 1 0,000168375 0,1965 0,001
AF-12-18-274 2408,7 0,013 1 0,000205662 0,1991 0,001
AF-12-18-126 0 0,013 1 0 0,1983 0,000
AF-12-18-137 0 0,013 1 0 0,2032 0,000
AF-12-18-169 0 0,013 1 0 0,1906 0,000
AF-12-18-180 3912,3 0,013 1 0,000334044 0,1932 0,002
AF-12-18-183 7238,6 0,013 1 0,000618054 0,1882 0,003
AF-12-18-187 2598,6 0,013 1 0,000221876 0,1788 0,001
AF-12-18-198 0 0,013 1 0 0,1998 0,000
AF-12-18-240 12439,8 0,013 1 0,001062148 0,1983 0,005

Anexo 21. Concentracion de alcaloides (mg/g) en plantas in vitro de U. tomentosa en diferentes tratamientos
de elicitacion.

Tratamientos Uuncarina D Mitrafilina Isomitrafilina | Uuncarina C | Isorincofilina | Uncarina E
T1 0,320 0,681 0,57 0,810 0,68 0,184
T2 0,204 0,449 0,68 0,973 1,14 0,125
T3 0,516 1,006 0,52 0,739 0,43 0,170
T4 0,376 0,612 0,96 1,364 1,74 0,113
T5 0,243 0,456 0,55 0,789 0,87 0,116
T6 0,179 0,345 0,47 0,673 0,73 0,074
T7 0,181 0,356 0,42 0,599 0,55 0,118
T8 0,278 0,535 0,75 1,069 1,29 0,104
T9 0,455 0,792 0,79 1,119 1,29 0,219
T10 0,182 0,378 0,63 0,897 1,09 0,078
T11 0,375 0,854 1,01 1,433 1,72 0,145
T12 0,484 0,862 1,14 1,622 2,17 0,130
Hojas Control 0,421 1,540 2,23 3,175 1,75 0,424
Tallo Control 0,044 0,021 0,01 0,019 0,02 0,330
3,500 - 3 Uncarina D
g ™ Mitrafilina
] 3,000 - Isomitrafilina
E 2,500 ® Uncarina ¢
En © 2,000 -
£ 9 1,500 A
©
S 1,000 4
£ 0,500 4
E 0,000

2UT 3UT 4UT 5UT 6UT 7UT 8UT 9UT 10UT 11UT 12UT 13UT 14UT 15UT
Cddigo de muestra

Anexo 22.Concentracidn de alcaloides (mg/g) en plantas in vitro en diferentes tratamientos de elicitacidn.
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Anexo 23. Concentracidon de alcaloides totales (mg/g) en plantas in vitro en diferentes tratamientos de
elicitacidn.

Muestra Alcaloides Totales
T1 3,240
T2 3,573
T3 3,376
T4 5,166
T5 3,031
T6 2,473
T7 2,225
T8 4,022
T9 4,662
T10 3,251
T11 5,537
T12 6,404
Hojas control 9,535
Tallo control 0,448

12,000 -

10,000 -

8,000 |

6,000 |

4,000

2,000

mg de alcaloides totales/ g de muestra

0,000 -
N N T I e R N .

Coédigo de muestra

Anexo 24. Concentracion de alcaloides totales (mg/g) en plantas in vitro en diferentes tratamientos de
elicitacion.

44



Anexo 25. Concentracidon de alcaloides totales (mg/g) en suspensiones celulares de U. tomentosa en
diferentes tratamientos de elicitacién.

Cédigo Alcaloides totales (mg / g)
AF-12-18-144 0,0402
AF-12-18-152 0,1950
AF-12-18-260 0,1019
AF-12-18-268 0,0000
AF-12-18-150 0,0000
AF-12-18-160 0,0459
AF-12-18-264 0,2758
AF-12-18-274 0,2773
AF-12-18-126 0,0000
AF-12-18-137 0,0000
AF-12-18-169 0,2726
AF-12-18-180 0,0501
AF-12-18-183 0,1949
AF-12-18-187 0,0656
AF-12-18-198 0,0000
AF-12-18-240 0,0581
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