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Resumen

Se pretende estudiar el efecto de dos sistemas de cultivo in vitro (doble fase y medio
liquido agitado) en plantas de Satureja intricata Lange var. gracilis (Willk.) R.Morales,
G.L6pez & Séanchez-Gomez con el objetivo de estudiar su efecto en el desarrollo
vegetal, asi como el impacto que pudieran tener en la biosintesis de metabolitos
secundarios (terpenos) de interés por las actividades biol6gicas descritas. Para ello, se
trataron las plantulas iniciadas in vitro con diferentes concentraciones de carbon activo
y sacarosa (cultivo en doble fase), y con los reguladores del crecimiento mT, BAP y GA3
(medio liguido agitado) durante 4 semanas. Tras este periodo, se midieron diversos
parametros del desarrollo vegetal (elongacién, nimero de nodos y tallos desarrollados
y tasa de multiplicacién). Posteriormente, el material vegetal fue secado, y analizado
mediante dos técnicas basadas en cromatografia de gases: HS-SPME-GC/MS, y
SPME-GC/MS.

Los resultados muestran que el sistema de cultivo in vitro en doble fase proporcion6
buenos resultados de crecimiento y desarrollo vegetal, destacando los tratamientos con
3 g/lde CAy 45 g/l de sacarosa, 0 g/l de CA 'y 45 g/l de sacarosa, y 0 g/l de CA'y 60 g/l
de sacarosa. En estos, se obtuvo valores significativamente mayores en los parametros
anteriormente mencionados. Sin embargo, el cultivo en medio liquido no resulté un buen
método para los objetivos deseados debido a una alta tasa de contaminacion vy

alteraciones fisioldgicas (hiperhidratacién).

Los analisis quimicos realizados muestran que los compuestos mas abundantes son

carvacrol, beta-cariofileno, gamma-terpineno y linalool en todos los tratamientos.

En conclusién, el cultivo en doble fase proporcion6 buenos resultados en términos de
crecimiento vegetal in vitro, y estimuld la biosintesis de terpenos de interés en la mayoria

de los tratamientos con elevadas concentraciones de sacarosa.

Palabras clave: Satureja intricata Lange var. gracilis (Willk.) R.Morales,
G.L6pez & Sanchez-Gomez, carbon activo, sacarosa, doble fase, medio liquido,
micropropagacion, terpenos.
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Abstract

The aim was to study the effect of two in vitro culture systems (double phase and agitated
liquid medium) on plants of Satureja intricata Lange var. gracilis (Willk.) R.Morales,
G.L6pez & Sanchez-Gomez with the objective of studying their effect on plant
development, as well as the impact they could have on the biosynthesis of secondary
metabolites (terpenes) of interest for the biological activities described. For this purpose,
in vitro initiated seedlings were treated with different concentrations of activated charcoal
and sucrose (double-phase culture), and with the growth regulators mT, BAP and GA3
(agitated liquid medium) for 4 weeks. After this period, various parameters of plant
development (elongation, number of developed nodes and stems, and multiplication
rate) were measured. Subsequently, the plant material was dried and analyzed using
two technigues based on gas chromatography: HS-SPME-GC/MS, and SPME-GC/MS.

The results show that the dual-phase in vitro culture system provided good results in
plant growth and development, with the treatments with 3 g/l of CA and 45 g/l of sucrose,
0 g/l of CA and 45 g/l of sucrose, and 0 g/l of CA and 60 g/l of sucrose standing out. In
these, significantly higher values were obtained in the above-mentioned parameters.
However, the liquid medium culture did not prove to be a good method for the desired
objectives due to a high contamination rate and physiological alterations

(hyperhydration).

Chemical analysis showed that the most abundant compounds were carvacrol, beta-

caryophyllene, gamma-terpinene and linalool in all treatments.

In conclusion, the double-phase culture provided good results in terms of in vitro plant
growth, and stimulated the biosynthesis of terpenes of interest in most of the treatments

with high sucrose concentrations.

Key words: Saturejaintricata Lange var. gracilis (Willk.) R.Morales, G.L6pez
& Sanchez-Goémez, activated carbon, sucrose, double phase, liquid medium,

micropropagation, terpenes.
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1. Introduccion

1.1 Caracteristicas de Satureja intricata Lange var. gracilis
(Willk.) R.Morales, G.L6pez & Sanchez-Gomez

S. intricata (Lamiaceae) es un endemismo del centro, este y sur de la Peninsula
Ibérica, que se desarrolla en una amplia variedad de suelos y condiciones climéticas
(Arrebola et al., 1997; Morales et al., 2007).

Esta especie tiene un destacable elenco de usos y aplicaciones: cabe destacar
el papel gue juega en gastronomia, medicina popular, asi como en apicultura. Ademas,
debido al sistema de raices tan desarrollado con el que cuenta, son utiles para
estabilizar los suelos previniendo la erosion. Son consideradas de interés mundial como
plantas medicinales y, por ello, tienen un potencial de produccién comercial (Arrebola et
al., 1997).

La variedad gracilis incluye plantas de tallos mas elevados, a menudo difusos,
gue no son espinescentes. Las flores se agrupan en verticilastros (conjunto de flores
muy préximas entre si) de 6 o més flores, y caliz acampanado con dientes inferiores
mas largos que el tubo (Figura 1). Esta variedad se distribuye en ambientes de
montafias de elevacion media de Castellon, Valencia y Alicante, aunque existen ciertas
diferencias morfolégicas constantes que permiten separarlas de las poblaciones tipicas

de Aragon y Castilla (Morales et al., 2007).
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Figura 1. Morfologia de Satureja intricata Lange var. gracilis (Willk.) R.Morales, G.Lépez & Sanchez-Gémez.
a) habito; b) hoja; c¢) detalle del margen de la hoja; d) porcién de tallo con nudo y fasciculo de hojas; e)
verticilo de la inflorescencia; f) céliz abierto ventralmente con gineceo; g) corola abierta ventralmente; h)
caliz en la fructificacion, vista lateral; i) nicula, vista ventral; j) ndcula, vista dorsal; k) nucula, seccién

transversal. Fuente: Lépez Gonzalez, G. 1980.

A lo largo de los afios, las personas han utilizado el conocimiento y el uso
tradicional para aplicar los recursos vegetales de nuestro entorno, ayudando al
desarrollo de la etnobotanica. La etnobotanica es de naturaleza interdisciplinar, con una
amplia variedad de aplicaciones y enfoques, la cual consiste en el uso tradicional de
plantas (silvestres o cultivadas) en recetas tradicionales, remedios caseros y conserva
de los alimentos (Pefiarda et al., 2012) debido a la presencia de diferentes compuestos

en sus aceites esenciales.

Las especies del género Satureja contienen altos niveles de monoterpenos y
diterpenos tales como el carvacrol, p-cimeno, borneol, y sesquiterpenos, en sus aceites
esenciales, los cuales participan en actividades biolégicas relacionadas con la
promocioén de la salud en humanos. De entre las actividades biolégicas descritas para
los extractos y compuestos de las especies de este género estan la actividad
antioxidante, antifingica, bactericida, antiséptica, aperitiva, digestiva, espasmolitica,
astringente, antidiarreica, hemostética local, cicatrizante, balsamica y diurética (Maria,
L., & Centeno, M., 2003; Yesiloglu et al., 2013).
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La actividad bactericida ha motivado el uso de estas especies en sistemas de
conservacion de alimentos, pudiendo aumentar la seguridad de estos, aunque presenta
ciertas limitaciones debido a su fuerte olor cuando se aplican las dosis necesarias para
que sea efectivo (Chorianopoulos et al., 2006). Su olor resulta parecido al tomillo y un

sabor algo picante y aromatico (Maria, L., & Centeno, M., 2003).

1.2 Generalidades cultivo in vitro

A causa del incremento de la poblacion mundial estos Ultimos afios, ha
aumentado el interés por la biotecnologia vegetal con el objetivo de producir alimentos,
mejorar los cultivos y adaptarlos a diferentes condiciones climaticas para obtener
metabolitos de interés comercial (Llorente, 2002, p.28-31).

La propagacién en plantas mediante la aplicacion de técnicas de cultivo in vitro
cuenta con dos caracteristicas fundamentales: la asepsia (ausencia de patdgenos) y el
control de los factores que afectan al crecimiento. Reproducir en el laboratorio los
factores que componen el ambiente natural de la planta resulta muy complejo, por lo
que se simplifica el proceso eligiendo aquellos factores que se pueden mantener
controlados, por lo que exige un control especifico del ambiente, tanto quimico como
fisico (Llorente, 2002, p.28-31).

Se utiliza el término explante para referirse a la parte del 6rgano o tejido vegetal
que se cultiva in vitro. El explante mas usado para los procesos de propagacion in vitro
son las yemas vegetativas. Los frascos que contienen las plantas se ubican en
estanterias con luz artificial dentro de las camaras de crecimiento, la cual se regula a
una temperatura de 21-23°C y controlando las horas de exposicion de luz. Por otro lado,
el medio de cultivo que soporta y aporta los nutrientes necesarios y deseados para el
crecimiento de la planta se puede componer de sales minerales, vitaminas reguladoras
del crecimiento, azlcar, agua destilada y agar. Esta composicién depende de la especie
vegetal y de la etapa del proceso de micropropagacion. Entre los factores no biolégicos
gue pueden afectar al desarrollo de la planta se encuentran los factores quimicos, como
la composicién del medio de cultivo y el pH; y en el caso de factores fisicos, afecta la

temperatura, luz y fotoperiodo y la humedad.

Los medios nutritivos para el cultivo de células y tejidos vegetales son menos
complejos que los de cultivos microbianos y son formulas en formas mas o menos

empirica. Normalmente, se puede utilizar un medio sencillo y complementarlo con
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diferentes componentes y reguladores de crecimiento para llegar a la féormula que le
aporte el tejido las mejores condiciones para su crecimiento y produccién. La
composicion mineral se define en forma precisa en cada uno de los medios y esta dada
tanto por los macroelementos (N, P, K, S, Mg y Ca) como por los microelementos (B,
Mn, Zn, Cu, Ni, Co, Mo, Al, | y Fe). Estos nutrientes deben estar en una concentracién
tal que permita el adecuado crecimiento celular. Los requerimientos de nitrbgeno son
generalmente provistos por una mezcla de nitrato y amonio en concentraciones

variables.

Si bien las plantas son autotrofas, puede ser necesario afiadir al medio de cultivo
algunas vitaminas hasta que los cultivos prosperen. Las vitaminas favorecedoras del
desarrollo de cultivos in vitro y que se afiaden rutinariamente en la mayoria de los
cultivos son tiamina (B1), piridoxina (B6), cianocobalamina (B12) y acido félico. Debido
a que las células cultivadas in vitro son generalmente heterotréficas respecto a la fuente
de carbono, se debe agregar azlcares al medio de cultivo. Estos actian como fuente
energética y de carbono e incrementan el potencial osmaético del medio. Otros azlcares
capaces de sostener el crecimiento o incrementar la produccién de metabolitos son la

glucosa, fructosa, maltosa y lactosa (Llorente, 2002, p.28-31).

1.3 Micropropagacion

La micropropagacion es una técnica de propagacion clonal que permite la
multiplicacién masiva de las plantas en cortos periodos de tiempo, reduciendo las
necesidades de espacio dedicado al cultivo, y bajo condiciones asépticas. Las plantas
micropropagadas son cultivadas a partir de explantes, estabilizados en recipientes
cerrados con medio nutritivos y hormonas que dan lugar a altos niveles de uniformidad
genética y fenotipica (Lopez D. & Suarez P., 2018, Polo, L. A. L. A. T. P. T. 2019).

El cultivo in vitro es considerado una tecnologia muy util para la produccion masiva
de plantas, y para la obtencion de productos naturales derivados del metabolismo
vegetal, de forma controlada. Las principales ventajas de este conjunto de herramientas

biotecnoldgicas son:

- Permite el cultivo de plantas con independencia del suelo, clima, problemas

socio-politicos e incluso, distribucién geografica.
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- Tiene capacidad de establecer un sistema de produccién definido, en funcién de
las demandas del mercado en un momento dado, y la produccién no esta sujeta
a la variabilidad estacional.

- Facilita el cultivo de especies no domesticadas y/o dificiles de propagar o
conservar mediante métodos convencionales (por ejemplo, especies con
semillas recalcitrantes).

- Permite la produccién de metabolitos secundarios, enzimas, entre otros, con
interés aplicado.

- La obtencién de enzimas y sistemas de biotransformaciones para ser usados
solos o combinados con sintesis quimica y la produccién de plantas transgénicas
resistentes a patdgenos, herbicidas o a estrés abidtico que actien como
biorreactores en la produccién de proteinas, carbohidratos o lipidos, entre otros
(Llorente, 2002, p.28-31).

El proceso de micropropagacién consiste en una serie de etapas que, de forma general,

se pueden resumir en el siguiente esquema basado en la propuesta de Llorente (2002):

Fase 0. Preparacién de la planta madre. Consiste en cultivar la planta en
condiciones sanitarias 6ptimas y con un control de la nutricién y riego adecuados para
asegurar un crecimiento vigoroso y libre de enfermedades que asegure el éxito del

posterior establecimiento de la planta en condiciones de cultivo in vitro.

Fase 1. Desinfeccién del material vegetal. Una vez obtenida la planta madre,
se extraen fragmentos a partir de los cuales se obtienen los explantes que pueden ser
yemas, trozos de hojas, porciones de raices, semillas, etc. Previo a la extracciéon de los
explantes, se lleva a cabo su desinfeccion, empleando agentes fisicos, quimicos o
combinas de ambos, para eliminar posibles contaminantes externos, siendo los mas
comunes hongos y bacterias que habitan de manera natural en el ambiente, y en los

tejidos de las plantas.

Fase 2. Introduccion del material in vitro. Posterior a la desinfeccion
superficial, se seleccionan y preparan los explantes en condiciones de flujo laminar, para

transferirlos al medio de cultivo estéril, e iniciar el cultivo in vitro.

Fase 3. Multiplicacién y elongacién. En esta fase, los explantes que han
sobrevivido de la fase anterior se tratan con reguladores del crecimiento
(fundamentalmente citoquininas) para promover la formacion y elongacién de nuevos

brotes axilares o adventicios. Estos nuevos brotes se han de subcultivar periédicamente
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en un nuevo medio de cultivo en tubos de cultivo u otros recipientes aptos, todo ello en

cabinas de flujo laminar para mantener las condiciones de asepsia.

Fase 4. Enraizamiento de las plantulas. En primer lugar, los explantes deben
tener un tamafo aproximado de 2 cm, estos se transfieren a un medio libre de
reguladores de crecimiento o que solo cuente con hormonas del tipo auxinas, aunque
no es necesario para todas las especies vegetales. En esta etapa tendra lugar el

desarrollo de raices, fundamentalmente.

Fase 5. Aclimatacion de los explantes enraizados. Esta fase constituye la
etapa de preparacion, previa a la transferencia de las plantulas micropropagadas a
condiciones de cultivo ambiental ex vitro. Para ello, las plantas deben ser adaptadas de
forma progresiva a las condiciones naturales ya que los explantes recién enraizados son
muy sensibles a los cambios ambientales, por lo que esta fase es critica para la
supervivencia o muerte de la planta. Las plantas sufriran cambios de diferente tipo, como
de humedad, temperatura y luz, que permitiran la adaptacion de estas a vivir en
condiciones naturales. De forma general, las plantas micropropagadas pasaran por
diferentes estancias en las que se disminuira progresivamente la humedad relativa e
incrementard la intensidad de luz para ir adaptando de manera progresiva a las

condiciones ambientales del cultivo ex vitro (Castillo, A., s.f.) (Figura 2).

in vitro ex vitro

— W — % _,:%_,%

Figura 2. Etapas del proceso de micropropagacion en cultivo in vitro vegetal. Elaborado por Isabel Soto
Ros.

1.4 Reguladores del crecimiento empleados en cultivo in vitro

de tejidos vegetales

Los reguladores del crecimiento (u hormonas) son sustancias que actian sobre
el desarrollo de las plantas y son complementarios a los nutrientes principales (sacarosa
y macro y micronutrientes). Adema4s, tienen generalmente muchos efectos opuestos.

Afectan al metabolismo de la planta y a la sintesis de componentes quimicos durante el
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cultivo in vitro. Entre los reguladores de crecimiento mas comunmente usados en cultivo

in vitro se encuentran las auxinas y las citoquininas. (Kulus & Tymoszuk, 2020).

Las auxinas, citoquininas y las interacciones entre estas son considerados los
mas importantes para la regulacion del crecimiento y el desarrollo organizado en el tejido
y los 6rganos de la planta. Sin embargo, el &cido abscisico, etileno, gibelinas y otras
hormonas tienen papeles de regulacion que no deben ser ignorados en el sistema de
cultivo (Gaspar et al., 1996).

1.4.1 Auxinas

Las auxinas son esenciales para el crecimiento celular, las cuales afectan tanto
a la division celular como a la expansion celular. Bajo condiciones in vitro, las auxinas
suelen estimular el desarrollo de raices y callos. Las més populares en el cultivo in vitro
son 2,4-D, &cido indol-3-acético (IAA), acido indol-3-butirico (IBA), acido 1-naftalacético
(NAA) y picloram (PIC) (Gaspar et al., 1996).

1.4.2 Citoquininas

Las citoquininas promueven la division y diferenciacion celular. Bajo condiciones
in vitro, suelen estimular la activacion de brotes axilares/adventicios y la maduracion de
embriones somaticos. Los mas cominmente usados son 6-benziladenina (BA), kinetina
(KIN), tidiazurén (TDZ) y zeatina (ZEA) (Kulus & Tymoszuk, 2020).

1.5 Técnica de cultivo en doble fase

La técnica (o sistema) de cultivo de doble fase se caracteriza en que los explantes
permanecen en el medio semisoélido y el medio liquido es renovado periédicamente a
través de todo el cultivo (Figura 3), eliminando asi la necesidad de subcultivar y la
posibilidad de contaminacién durante el subcultivo puede ser reducida o eliminada.
Hasta la fecha, existen articulos que demuestran la eficiencia del desarrollo in vitro de
las raices como este sistema, como el de Kadota et al. (2000). La composicién de los
medios de cultivo, tanto semisélido como liquido, es la misma, pudiendo variar la fase
liquida al afadir otros componentes, como hormonas, antioxidantes u otros. Muchos

estudios demuestran que la misma composicion en ambas fases provocan un aumento
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en la eficiencia en la elongacion de los explantes, aunque pueden fomentar el

enraizamiento y elongacién a la vez (Senapati, S., 2015).

La técnica de cultivo en doble fase se ha implementado para reducir costes
comparado con la micropropagacion usando sistemas semisélidos, ademas de
aumentar las tasas de multiplicacion (Lopez D. & Suarez P., 2018). También implica una
mejor disponibilidad de nutrientes y componentes del medio liquido en comparacién con
el medio semisolido en solitario, debido a una mayor superficie de absorcion de estos
componentes y existe una mayor difusién de las moléculas ademés de mejor capacidad

de eliminacion y dilucién de los productos de desecho derivados del explante.

Esta técnica aporta muchos beneficios, como la produccién de metabolitos
secundarios, el desarrollo de nuevas técnicas de mejora vegetal permite obtener plantas
libres de virus y mucho mas. Se caracterizan por la disposicion de una capa estéatica de
medio liquido por encima de un medio semisélido. Algunos de sus objetivos son la
busqueda de un método para incrementar la elongacion y calidad de los explantes; la
optimizaciéon del cultivo in vitro; la solucibn de desoérdenes fisiolégicos como la
hiperhidratacién o la minimizacién del coste y la manipulacion para elongar y enraizar
explantes en la micropropagacion de especies de interés comercial. Aunque tiene
ciertas desventajas, como la posibilidad de provocar hiperhidratacion en los explantes y
otros cambios morfolégicos asociados a la aplicacion de este sistema y su respuesta

fisiolégica (Serrano-Martinez et al., 2011).

Figura 3. Técnica de cultivo in vitro en doble fase de Satureja intricata Lange var. gracilis (Willk.) R.Morales,
G.L6pez & Sanchez-Gomez donde se aprecia la fase semisoélida (inferior) y la fase liquida (superior).
Elaborado por Isabel Soto Ros.
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1.5.1 Carbon vegetal activado

El carbén vegetal activado (CA) es usado como componente purificante y
decolorante para liquidos. Antiguamente, los carbones utilizados se producian
Unicamente por pirolisis, pero actualmente se oxidan y purifican para producir el carbén
activado. El CA es cualquier forma de carbdn caracterizada por una alta capacidad de
absorcion de gases, vapores y soélidos coloidales. Diferentes tipos de carbén vegetal
activado se prepara para diferentes objetivos. Este se puede producir a partir de
diferentes fuentes, como la madera, desperdicios de madera, licores de residuos de
papeleras y turba.

El CA muestra gran adsorcién de productos de insaturacién aromaticos que
intercambia atomos entre dos productos. Por otro lado, compuestos aromaticos, como
los fenoles y otras oxidaciones, auxinas, citoquininas y hormonas podrian tener buena

adsorcion de afinidad por el CA.

Los efectos del CA en los tejidos en respuesta al cultivo in vitro parecen ser
dependientes no solo del tipo de CA 'y su grado de activacién, sino también en la especie
de planta cultivada (Pan & Van Staden, 1998).

La adicion de CA podria tener efectos tanto beneficiosos como negativos en el
crecimiento y desarrollo, dependiendo del medio, el tejido usado y/o los objetivos que
se quieran llevar a cabo. Entre los efectos beneficiosos estan la absorcion de complejos
fendlicos, crecimiento del rizoma, mejora del desarrollo y absorcion de sustancias

téxicas presentes en el medio (Moraes et al., 2005).

1.6 Técnica de cultivo en medio liquido agitado

La técnica de cultivo en medio liquido agitado consiste en el empleo de un sistema
de cultivo liquido en agitacion con renovacion pasiva de la atmosfera interna en un
frasco de cultivo de vidrio, en el cual se colocan explantes y el medio de cultivo (Figura
4) con los tratamientos que se haya disefiado (Cabrera et al., 2008). El cultivo mediante
sistemas en medio liquido, proporcionan condiciones de cultivo uniformes, el medio
puede ser renovado facilmente sin necesidad de cambiar de recipiente, la limpieza del
recipiente luego de un periodo de cultivo es mas facil y se reducen los subcultivos. Su
uso a menudo resulta en mayores tasas de crecimiento en relacién con el medio
semisolido. Esto se debe a que una mayor superficie del explante est4 en contacto con

el medio y, cuando es aireado o agitado, se reducen los gradientes de difusién entre



Isabel Soto Ros

éste y el explante. Al mismo tiempo, los metabolitos toxicos que pueden acumularse en

las proximidades de los tejidos son eficientemente dispersados.

Figura 4. Tres de los tratamientos realizados con 3 réplicas cada uno de la técnica de cultivo en medio
liquido agitado en agitador orbital de Satureja intricata Lange var. gracilis (Willk.) R.Morales, G.L6pez &

Sanchez-Gémez. Elaborado por Isabel Soto Ros.

El principal limitante del uso de esta tecnologia es la aparicion de hiperhidricidad
o vitrificacion, que es un desorden morfoldgico v fisiologico de los tejidos que estan en
contacto directamente con el liquido, durante el cultivo, debido al exceso de agua que
absorbe la planta (Tascan et al., 2007). Se manifiesta como una malformacién de hojas
y tallos que presentan aspecto vitreo o traslicido con hojas rizadas, arrugadas,
alargadas, empapadas de agua, gruesas y quebradizas, ademas de cortos entre nudos
que, en definitiva, generan plantas malformadas, que no son funcionales desde el punto
de vista fisiolégico (Ross & Castillo, 2009; Tascan et al., 2007).

Las principales consecuencias derivadas de la Vvitrificacion son el cierre
estomatico dificultado, anormalidades en tejidos vasculares y epidérmicos, afeccion de
fotosintesis, lo que resulta en plantas que no se adaptan al trasplante ex vitro. Otro de
los trastornos es que reduce las sintesis de lignina, pero este proceso puede ser
reactivado agregando al medio de cultivo floricidina o alguno de sus precursores (Ross
& Castillo, 2009).

10
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1.7 Cromatografia de Gases

En la caracterizacién del perfil quimico de los extractos vegetales se emplean
diversas técnicas analiticas de las que la cromatografia de gases-espectrometria de
masas (GC-MS) representa la técnica mas usada, ya que permite identificar los
componentes mediante la comparacion del espectro de masas experimentales con

datos almacenados en bibliotecas de bases de datos (Rodriguez-Maecker et al., 2017).

La cromatografia de gases es una técnica cromatografica desarrollada para
compuestos volatiles que no se descomponen al calentarse. Es una técnica rapida y con
buena resolucion, ademas de ser muy eficiente con una cantidad muy pequefa de
muestra (del orden de unos pocos pL). La muestra de interés se volatiliza e inyecta en
la cabeza de una columna cromatografica, por lo que es importante que la muestra sea
volatil y estable térmicamente. Aunque, esta técnica cuenta con algunas desventajas y
la reproducibilidad de la inyeccion puede generar variaciones en la precision, ya que
afecta el volumen y la velocidad de inyeccidn, pero puede resolverse si se establecen
relaciones entre la muestra y una sustancia de caracteristicas similares a la muestra,
para asi normalizar las variables que afectan a la inyeccién, debido a que la muestra 'y

el estdndar se ven afectados de la misma manera (Baquero, 1954).

La Micro-extraccion en fase sélida (SPME) es utilizada como una herramienta
fundamental en los laboratorios analiticos. No obstante, cuenta con una selectividad
limitada, aunque se dispone de gran diversidad de fibras que abarcan diferentes rangos
de polaridad consiguiendo asi que especies de la matriz sean co-extraidas con los
analitos dificultando su determinacién final. El uso de esta metodologia ha permitido
determinar diferentes compuestos, como compuestos fendlicos (Diaz-Alvarez et al.,
2018).

Por otro lado, la técnica Headspace (HS) es una técnica de preparacion de
muestras muy sencilla y comun para la GC. En ella, los analitos volatiles se extraen de
muestras liquidas o soélidas colocandolas en un vial sellado, llevando el sistema al
equilibrio y recogiendo una muestra del vapor. Alternativamente, se puede hacer pasar
una corriente de gas a través de la muestra, evaporando los analitos que se recogen en

una trampa de fase sélida (Sithersingh & Snow, 2021).
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2. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es la optimizacion de las condiciones de cultivo
in vitro para estimular la biosintesis de terpenos presentes en S. intricata var. gracilis.
Para alcanzar este objetivo general, el trabajo se ha estructurado mediante la

consecucion de los siguientes objetivos especificos:

- Evaluar el efecto de un sistema de cultivo en doble fase, basado en tratamientos
con diferentes concentraciones de carbén activo y sacarosa, en pardmetros de
desarrollo vegetal in vitro, tales como la produccion de nodos, nuevos tallos
generados por explante y elongacién, asi como la aparicién de alteraciones

fisiologicas (vitrificacion e hiperhidratacion).

- Estudiar el efecto de un sistema de cultivo en medio liquido con diferentes
concentraciones de PGRs, sobre los mismos parametros de desarrollo vegetal

in vitro comentados en la anterior técnica.
- Determinar el perfil en terpenos, tanto cualitativo como cuantitativo, en extractos

realizados sobre las plantas cultivadas en doble fase, mediante dos técnicas de
cromatografia (HS- y SPME-GC/MS).

13
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3. Material y métodos

3.1 Material vegetal

El material vegetal utilizado para los distintos experimentos desarrollados en el
presente Trabajo Fin de Grado corresponde a un quimiotipo seleccionado de Satureja
intricata var. gracilis, y mantenido en condiciones de cultivo in vitro en las instalaciones

de la Universidad Catolica de Valencia desde 2021.

3.2 Multiplicacion y elongacion

Los experimentos de multiplicacion y elongacion se basaron en 20 tratamientos
utilizando la técnica de cultivo en doble fase y 5 tratamientos usando la técnica de cultivo
en medio liquido aplicados ambas técnicas a segmentos nodales tal y como se detalla

a continuacion.

3.2.1 Técnica de cultivo en doble fase

Se utilizaron tubos de ensayo de 14.5 x 2.5 cm (Carolina, Burlington, USA)
cerrados con tapon. Una vez los tubos fueron esterilizados mediante autoclavado, se
dispenso el medio de cultivo. Para la preparacion del medio se utiliz6 un vaso de 3000
ml y un agitador magnético (Velp cientifica, Usmate Velate, Italia). En el recipiente se
afadié los componentes basicos que componen el medio basal de cultivo en las
siguientes cantidades: 4,4 g/l de MS (Duchefa Biochemie, Haarlem, Paises Bajos), 5,5
g/l de Plant Agar (Duchefa Biochemie, Haarlem, Paises Bajos) y 30 g/l de sacarosa.
Ademas de estos componentes base, se afadid, 3 dias posteriores a la introduccién de
los explantes en el medio semisdlido, 500 pl de fase liquida compuesta por %2 de le
concentracion de sales Knop (0,1 g/l KNOg; 0,4 g/l Ca (NOs)2; 0,1 g/l KH2PO, y 0,1 g/l
MgS0a4-7H,0), diferentes concentraciones de sacarosa y de CA (Duchefa Biochemie,
Haarlem, Paises Bajos). El pH de cada medio fue ajustado mediante un Phimetro
GLP21 (Crison, Barcelona, Espafia), previamente calibrado con soluciones tampén pH
7.00 y 4.00, para disminuir al médximo cualquier probabilidad de error en la medicién. El
ajuste del pH del medio para que su valor estuviera entorno al 5,7-5,8 (en caso del medio
semis@lido) y valor de 5 (en caso del medio liquido) se llev a cabo con soluciones stock
de hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 N y de acido clorhidrico (HCI) 0.1 N.

Los explantes se cultivaron en tubos de ensayo que contenian medio basal. Este

fue suplementado con una fase liquida con sales Knop, CA y sacarosa, la cual se
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renovaba cada 7 dias, excepto para el caso del control que carecia de fase liquida. Se
llevaron a cabo 20 tratamientos para la multiplicacién y elongacion del material vegetal.
Los explantes se sometieron a 4 concentraciones (0 g/l; 3 g/l; 6 g/ly 9 g/l)de CAy5
concentraciones (0 g/l; 15 g/l; 30 g/l; 45 g/l y 60 g/l) de sacarosa.

El tamafio de los explantes empleados para la multiplicacion fue de 1 cm,
tratAndose de segmentos nodales, incluyendo una proporcién de tallo con un par de
hojas del nudo apical o lateral. Las condiciones de la camara se fijaron a 23°C y un
fotoperiodo de 16 horas. Las plantulas se cultivaron durante 30 dias y, una vez finalizado
este tiempo, se realiz6 una medicién de pardmetros morfogénicos como son: elongacion
de los tallos del explante (cm), nimero de nodos producidos, nimero de tallos nuevos
generados por explante, la tasa de multiplicaciéon (el nimero de nodos multiplicado por
el numero de tallos formados), biomasa fresca, la presencia 0 ausencia de raices
desarrolladas, ademas de la presencia de signos de vitrificacion. Los datos recogidos
se midieron con papel milimétrico, y la biomasa fue tomada mediante una balanza de

precision (224 Basic, XS Balance, Carpi, Italia).

Tabla 1. Tratamientos llevados a cabo para el proceso de multiplicacion. Se muestran las concentraciones
establecidas a las que se preparé el medio de la fase liquida para cada tratamiento en el que se

subcultivaron explantes de 1 cm durante 30 dias.

Tratamiento CA (g/l) Sacarosa (g/l)
1 0
2 15
3 0 30
4 45
5 60
6 0
7 15
8 3 30
9 45

10 60
11 0

12 15
13 6 30
14 45
15 60
16 0

17 15
18 9 30
19 45
20 60
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3.2.2 Técnica de cultivo en medio liquido agitado

Por otro lado, para esta técnica se utilizaron matraces Erlenmeyer de 100 ml
tapados con algodon, Parafilm y papel de plata. Una vez esterilizados, se vertié un
medio liqguido compuesto por medio basal, pero en este caso sin agar, ademas de afadir
30 mg/l de eritromicina. También se afiadieron diferentes concentraciones de PGRs,
como BAP (Duchefa Biochemie, Haarlem, Holanda), GA3 y mT. El pH fue ajustado a
valores aproximados de 5,7.

Los explantes fueron desinfectados previamente a una concentracion alta (60
mg/l) de eritromicina durante 2 horas, después se introdujeron 8 explantes por cada
tratamiento. Se realizaron 6 tratamientos que contenian 30 mg/l de eritromicina, 4,4 g/l
de MS'y 30 g/l de sacarosa como composicion comun, ademas de diferente composicién
de mT (1 uM; 4 uM y 4,4 uM), BAP (4,4 uM) y GA3 (2 uM), excepto el control al que no
se le aflade ningun tipo de PGRs.

Una vez introducidos los explantes en los diferentes medios, se colocaron en la
camara de cultivo con las mismas condiciones que en el apartado anterior, pero en un
agitador orbital (Labbox Labware, Premia de Dalt, Barcelona) a 125 rpm. Las plantulas
se cultivaron durante 30 dias y, una vez finalizado este tiempo, se realiz6 la medicién
de los mismos parametros morfogénicos que los medidos en la técnica nombrada

anteriormente.

Tabla 2. Tratamientos llevados a cabo para el proceso de multiplicacion. Se muestran las concentraciones
establecidas a las que se preparé el medio liquido para cada tratamiento en el que se subcultivaron
explantes de 1 cm durante 30 dias. De cada tratamiento se realizaron 3 réplicas, cada una de ellas con 8

explantes por matraz.

Tratamiento mT (UM) BAP (uM) GA3 (uM)
1 0 0 0
2 4,44 0 0
3 0 4,44 0
4 4 4,44 0
5 0 4,44 2
6 1 4,44 0
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3.3 Extraccion y analisis quimico de la planta

3.3.1 Micro-Extraccion en Fase Solida (SPME)

Se estudié el contenido de terpenos de aquellas plantulas con diferentes
tratamientos cultivadas in vitro. Las muestras de plantas se secaron en condiciones de
oscuridad a temperatura ambiente (aprox. 22°C) durante un periodo méaximos de 15 a
20 dias. Después del secado, dos réplicas de muestra (aproximadamente 0,02 g del
material vegetal), se sometieron a dos analisis quimicos complementarios. El método
de extraccion de la planta y las metodologias analiticas se basaron en estudios previos
realizados por el grupo de investigacion sobre compuestos quimicos similares (Asensio
et al., 2022; Boscherini & Michelozzi, 1993; Gutiérrez et al., 2002; Rodriguez-Maecker
et al., 2017).

Se realiz6 una Micro-Extraccion en Fase Sélida (SPME) con posterior andlisis
por Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC/MS) utilizando
la técnica Headspace (HS). En este enfoque, la caracterizacion quimica de la muestra
es directa y no es necesaria la extraccion, porque los analisis se basan en la emision de
compuestos volatiles vegetales. Las muestras se prepararon de la siguiente manera: se
secaron y pulverizaron 0,02 g de hojas. Luego, el material vegetal se coloc6 en un vial
de vidrio, se sometié a calentamiento y agitacion con la fibra de SPME. A continuacion,
los compuestos volatiles adsorbidos por la fibra se analizaron mediante GC/MS. Esta
metodologia no se ve afectada por el solvente, en comparacion con los andlisis
realizados en extractos de plantas. Las estimaciones sobre el contenido de fitoquimicos

se realizaron mediante el calculo del porcentaje de area (% PA).

3.3.2 Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas
(GC/MS). Técnica Headspace (HS)

Se extrajeron 0,02 g de muestras de plantas secas en 4 mL de metanol al 80%
(v/v) en tubos de ensayo. A continuacion, los tubos se incubaron durante 30 min en un
bafio de ultrasonidos y los extractos obtenidos finalmente se filtraron (0,45 mm) y se
almacenaron a 4°C hasta su analisis por SPME-GC/MS. Este enfoque permite que la
cuantificacion de los compuestos identificados se pueda realizar mediante una
calibracion estandar externa y, cuando se combina con el HS-SPME-GC/MS, permite

una mejor comprension de la composicion quimica de las plantas.
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La identificacion de metabolitos volatiles se llevd a cabo utilizando la biblioteca
de espectros presente en el software NIST Chemistry WebBook. Se cuantificaron 16
compuestos utilizando 12 estdndares de terpenos establecidos. Se prepararon
soluciones mixtas de patrones usando metanol al 80% en un rango de concentraciones
e inyectando en SPME-GS-MS usando las mismas condiciones cromatograficas que las
muestras. Los compuestos detectados se cuantificaron utilizando los estandares
correspondientes. En ausencia de estandares correspondientes, se utilizé un

compuesto similar para la cuantificacion.

La determinacion del perfil quimico del material vegetal cultivado en condiciones
in vitro se ha realizado en colaboracion con la Dra. Esther Asensio Casas, del

Departamento de Quimica Analitica de la Universidad de Zaragoza.

3.4 Analisis estadistico

Los resultados de los experimentos se recogieron en el programa Microsoft Excel. Estos
datos dan lugar a la informacién de la medida de pardmetros de desarrollo vegetal
tomada en la etapa de multiplicacién. Posteriormente, los resultados fueron analizados
mediante el programa estadistico GraphPad Prism (San Diego, California) e Infostat
(Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina). El analisis de los datos se llevé a cabo
mediante analisis de la varianza (ANOVA) y las diferencias significativas fueron
reveladas con la prueba LSD de Fisher y t-Student con un nivel de confianza del 95%
(error a = 0,05).
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4. Resultados

4.1 Técnica de cultivo en doble fase

Utilizando la técnica de cultivo en doble fase se obtuvo una supervivencia de entorno
al 39,8%, con muy pocos casos de vitrificacion y alrededor de un 6,15% de
contaminacion por hongos tras 30 dias de ciclo de cultivo. Tras el cultivo de los
segmentos nodales cultivados en las diferentes concentraciones de CA y sacarosa,
recogidos en la Tabla 1, la multiplicacién del explante fue medida por los diferentes

parametros, recogidos en la Tabla 3, los resultados fueron los siguientes:

En la elongacion del explante (Figura 5) los resultados mas significativos respecto
al control fueron obtenidos con el control, con una media de 3,72 cm, ademas de los
tratamientos de 0 g/l de CA y 45 y 60 g/l de sacarosa con medias de 3,5y 3,35 cm,
respectivamente; también se obtuvieron buenos resultados con el tratamiento de 3 g/l
de CAy 45 g/l de sacarosa con una media de 3,27 cmy, por ultimo, el tratamiento de 9

g/l de CA 'y 30 g/l de sacarosa con una media de 3,75 cm.

Respecto al numero de nodos, los resultados mas significativos respecto al control
fueron obtenidos con el tratamiento sin CA 'y con 45y 60 g/l de sacarosa con medias de
8,36 y 7,63 nodos, respectivamente, ademas del tratamiento de 3 g/l de CA 'y 45 g/l de

sacarosa con una media de 9 nodos.

Con el numero de tallos, los resultados més significativos respecto al control se
obtuvieron con los tratamientos sin CA'y 45 g/l de sacarosa, y 3 g/l de CAcon Oy 15 g/l
de sacarosa, con medias de 2, 1,94 y 2,27 tallos, respectivamente.

Por altimo, la mejor tasa de multiplicacion se obtuvo con dos tratamientos: sin CA
y 45 g/l de sacarosa 'y 3 g/l de CA 'y 45 g/l de sacarosa, con medias de 22,45y 21,14,

respectivamente.
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Tabla 3. Efecto de 5 concentraciones de sacarosa y 4 concentraciones de carbén activo en el desarrollo vegetal durante la multiplicacién de Satureja intricata Lange var. gracilis
(Willk.) R.Morales, G.Lépez & Sanchez-Gdmez. Los valores que se muestran dentro de una misma columna representan la media * el error estandar, seguido de una letra que
representa el nivel de significancia frente a los diferentes tratamientos (a = 0,05). Los valores recogidos para cada tratamiento se tomaron tras 30 dias en medio compuesto por

un medio semisolido (MS, agar y sacarosa) y un medio liquido (1/2 sales Knop, CA y sacarosa).

ELc;(nglj:ﬁ;gn Numero Numero Tasa Raices (%) Supervivencia | Vitrificacion
(Fém) nodos tallos multiplicacion (%) (%)
Control 3,72+144a 6'O5bid1’58 1,21+0,42c | 588+£435d 42,11 83,33 12,5
Sacarosa
CA (g/) )
0 1,94£053 | 517218 |4 o5+ 045¢| 7,08+509d 33,33 50 0
defg cde
2,95 £ 0,55 1,7+0,48
15 abe 8,4+237a abc 15+ 7,02 abcd 40,00 41,67 0
2,63+0,74 | 531+1,32
0 30 bed cde 1,15+0,38c| 6,38+3,55d 30,77 50 0
45 35+1,11a |8,36+457a| 2+1,41ab |22,45+25,27 a 27,27 45,83 0
60 335+131a 7,63 + 3,88 1,81 +1,11 17,44 + 18,98 18,75 66.67 417
ab abc abc
0 1,8 +0,55 5,13+1,67 1,94 + 0,77 10,81 + 6,59 25.00 66.67 0
efg cde ab bcd
15 1,79 £ 0,57 6,82+3,87 227+119a 19,27 + 21,38 36,36 45,83 125
efg abc ab
3 30 1,7+0,16 4,92+2 47 1,46 + 0,88 9,08 + 12,27 23,08 54,17 8.33
efg cde bc cd
45 3’27;—;30’95 9+4,69 a 1’86a§C1'21 21,14+ 25,6 a 57,14 29,17 20,83
60 232207 |y 5.0 74cde| 133082 | 75,960 cd 16,67 25 8,33
bcdefg bc
0 1,62 +049fg | 42’ diel'ﬁg 1'55bico'93 782+785¢cd | 27,27 45,83 0
6
15 2,04 +£0,84 4,89 + 2,52 1,44 + 0,53 345,49 cd 33,33 375 0
defg cde bc
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30 246+092 | 438+1,06 |, 15, 5350 16742714 62,50 33,33
bcde de
45 237121 | 49223 |4 1, 069bc| 3,21+5,61 cd 40,00 41,67
bcdef cde
60 152+039g| 4O/ X187 | 1432051 | 450,531 21,43 58,33
cde bc
0 2’2C5d§f%53 4+053e |127+047¢| 2,58 +4,17d 18,18 4583
15 157+0359 | 357+15e 1'43bico'51 3.33+422d 28,57 58,33
30 375+186a| >°:193 | 138074 1505 601cd | 2500 33,33
cde bc
45 2%;6%55 386+089¢e|114+038¢c| 1,33+2,48d 28,57 2917
60 2'0333'54 45+1,18de| 1,3+0,67c | 263+44d 20,00 41,67
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Figura 5. Resultados del desarrollo vegetal en la técnica de cultivo in vitro de doble fase. La imagen A)

muestra la planta silvestre de donde se partié para la introduccién del material e inicio del cultivo in vitro; la
imagen B) muestra la plantula stock de donde se obtuvieron los clones para el inicio de los experimentos;
las siguientes imagenes muestran los explantes obtenidos tras 30 dias de cultivo in vitro de Satureja intricata
Lange var. gracilis (Willk.) R.Morales, G.L6épez & Sanchez-Gémez en diferentes tratamientos, mas
especificamente, la imagen C) muestra un ejemplo del control; la imagen D) muestra un ejemplo del
tratamiento sin CA y 45 g/l de sacarosa; la imagen E) tratamiento sin CA y 60 g/l de sacarosa; la imagen F)
tratamiento sin CA y 30 g/l de sacarosa; la imagen G) tratamiento con 3 g/l de CA y 45 g/l de sacarosa; la
imagen H) tratamiento con 9 g/l de CA 'y 30 g/l de sacarosa; y la imagen |) tratamiento con 9 g/l de CAy 0

g/l de sacarosa.
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Figura 6. Diferencias en la variable elongacién del explante de los diferentes tratamientos en el cultivo in
vitro en doble fase de S. intricata Lange var. gracilis a diferentes concentraciones de CA y sacarosa tras 30
dias de cultivo. Las estrellas representan el nivel de significancia frente a los diferentes tratamientos (a =
0.05).
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Figura 7. Diferencias en la variable numero de nodos desarrollados de los diferentes tratamientos en el
cultivo in vitro en doble fase de S. intricata Lange var.gracilis a diferentes concentraciones de CA 'y sacarosa
tras 30 dias de cultivo. Las estrellas representan el nivel de significancia frente a los diferentes tratamientos
(a=0.05).
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Figura 8. Diferencias en la variable niUmero te tallos desarrollados de los diferentes tratamientos en el cultivo
in vitro en doble fase de S. intricata Lange var. gracilis a diferentes concentraciones de CA y sacarosa tras
30 dias de cultivo. Las estrellas representan el nivel de significancia frente a los diferentes tratamientos (a

=0.05).
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Figura 9. Diferencias en la variable tasa de multiplicacion de los diferentes tratamientos en el cultivo in vitro
en doble fase de S. intricata Lange var. gracilis a diferentes concentraciones de CA y sacarosa tras 30 dias

de cultivo. Las estrellas representan el nivel de significancia frente a los diferentes tratamientos (a = 0.05).
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4.2 Técnica de cultivo en medio liquido agitado

Con la técnica de cultivo en medio liquido con agitacion orbital se obtuvo una
supervivencia completa, pero con una tasa muy alta de alteraciones morfolégicas del
explante e, incluso, casos de contaminacién aun con el uso y pretratamiento de
diferentes concentraciones de antibiético en los explantes tras 30 dias de ciclo de

cultivo.

Figura 10. Resultados de los explantes cultivados durante 30 dias in vitro de Satureja intricata Lange var.
gracilis (Willk.) R.Morales, G.L6pez & Sanchez-Gémez en un medio de cultivo liquido agitado a 125 rpm a
diferentes concentraciones y composicion de PGRs, ademés de medio basal compuesto por MS y sacarosa.
La imagen A) muestra un explante del medio compuesto por 2 uM de GA3 y 4,44 uM de BAP; la imagen B)
muestra un explante del medio compuesto por 4 uM de m-TOP y 4,44 uM de BAP; la imagen c) muestra un
explante del medio compuesto por 4,44 uM de BAP y 1 uM de m-TOP; la imagen D) muestra un explante
del medio control, sin PGRs; la imagen E) muestra un explante del medio compuesto por 4,44 uM de m-

TOP; y la imagen F) muestra un explante del medio compuesto por 4,44 uM de BAP.

La multiplicacion de los distintos explantes se midié de la misma manera que la
técnica anterior, quedando los diferentes parametros recogidos en la Tabla 4, tras el
cultivo de los segmentos nodales cultivados con los diferentes tratamientos y
combinaciones de PGRs reflejados en la Tabla 2, los resultados fueron los siguientes:

En la elongacién del explante (Figura 10) los resultados mas significativos
respecto al control fueron obtenidos con de tratamiento de 2 pM GAS3 + 4,44 uM BAP
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con un medio de 1,38 cm, teniendo en cuenta que no existe una diferencia significativa

con el resto de los tratamientos.

En el caso del niumero de nodos, los resultados mas significativos respecto al
control se obtuvieron con el control y el tratamiento de 4,44 uM de m-TOP, dando como
resultados una media de 2,04 y 1,96 de nodos, respectivamente.

Respecto al nUmero de tallos, el resultado mas significativo respecto al control
se observo con el tratamiento de 4 yM m-TOP + 4,44 uM BAP, dando como resultado

una media de 1,21 tallos, muy superior al resto de tratamientos.

Por dltimo, en la tasa de multiplicacién se obtuvo ninguna diferencia

significativa, debido a que se obtuvieron resultados muy similares entre los tratamientos.
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Tabla 4. Efecto de 6 tratamientos con diferentes concentraciones y combinaciones de PGRs en el desarrollo vegetal durante la multiplicacién de Satureja intricata Lange var.
gracilis (Willkk.) R.Morales, G.Lépez & Sanchez-Gomez. Los valores que se muestran dentro de una misma columna representan la media * el error estandar, seguido de una
letra que representa el nivel de significancia frente a los diferentes tratamientos (a = 0,05). Los valores recogidos para cada tratamiento se tomaron tras 30 dias de un cultivo de

medio liquido agitado en agitador orbital a 125 rpm.

. Elongacién NUumero NUumero Tasa Raices Alterac’lo.nes
Tratamiento N morfolégicas
explante (cm) nodos tallos multiplicacién (%) (%)
Control | 1,08+073bc | 204% [092£0281 51,1632 0 8,33
01,63a b
444 uMm- -1y gg 4021 pe [0 E123] 104202 1 550, 0654 0 87,5
TOP a ab
444 UMBAP | 1,02+044c | 10 ;bo,gs 0,92 N 028| 15:+093a 0 91,7
4 uyM m-TOP + 1,17+0,17 |158+0,72|1,21+0,51
4,44 yM BAP abe ab a 2,13+194a 0 100
4,44 uM BAP + 1,33+£0,48| 1,04£0,2
1 uM m-TOP 1,26 + 0,27 ab b ab 1,42 +0,72 a 0 100
2 uM GA3 + 1,63+0,92|1,08 £0,28
4.44 UM BAP 1,38+ 0,44 a ab ab 1,75+1,03a 0 100

Las alteraciones morfolégicas observadas se trataron de un alto porcentaje de hiperhidratacion, entorno a un 52,78%, dando lugar a un
explante mas oscuro y grueso debido a la mayor cantidad de agua en hojas y tallo; también se observaron casos de clorosis, entorno al 17,36%,
en los cuales se pudo observar su falta de pigmentacion caracteristica de la clorofila y mas fragilidad del explante; e, incluso, unos pocos casos

de vitrificacién, entorno a un 10%, caracterizado por un aspecto cristalino 0 acuoso observado tanto en hojas y tallo.

Por ultimo, los casos de contaminacién fueron producidos en la mayor parte de los casos por hongos, llegando a generar grandes cantidades

de hifas.
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4.3 Extraccion y analisis quimico
4.3.1 Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC/MS). Técnica Headspace (HS)

Se identificaron alrededor de 32 compuestos volatiles por HS-SPME-GC/MS. Los compuestos mas abundantes segln el porcentaje del area

pico fueron gamma-terpineno, carvacrol y beta-cariofileno en el caso de todos los tratamientos.

Tabla 5. Porcentaje (area pico, PA) de los volatiles detectados Satureja intricata Lange var. gracilis (Willk.) R.Morales, G.Lopez & Sanchez-Gomez del control y las muestras
compuestas por 0 g/l de CA y concentraciones crecientes de sacarosa. TR, tiempo de retencion; ND, compuesto no detectado. Muestras analizadas por HS-SPME-GC/MS.

(Sl YOS (r-rl;li:;) C(&IELC;I (<y?é3x) (f%i) (0(/)0/32) (géi) (0%32)
beta-tujeno 7,85 0,14 0,2 0,17 0,14 0,26 0,22
alfa-pineno 8,06 0,05 0,12 0,06 0,08 0,15 0,14
canfeno 8,56 0,04 0,08 0,03 0,04 0,12 0,11
beta-pineno 9,52 0,05 0,04 0,04 0,04 0,05 0,05
1-octen-3-ol 9,83 0,10 0,16 0,55 0,14 0,19 0,25
beta-mirceno 10,17 0,38 0,54 ND 0,47 0,98 0,63
alfa-felandreno 10,63 0,05 0,07 0,08 0,05 0,11 0,10
alfa-terpineno 11,00 0,54 0,75 0,73 0,52 1,10 0,84
p-cimeno 11,27 1,44 2,78 2,24 2,26 4,29 2,22
D-limoneno 11,42 0,39 0,74 0,54 0,5 0,78 0,66
beta-cis-ocimeno 12,17 0,07 0,05 0,06 0,04 0,08 0,07
gamma-terpineno 12,48 5,26 5,86 6,67 4,99 8,47 7,08
cis-sabineno hidrato 12,74 0,28 0,30 0,29 0,20 0,30 0,30
linalool 13,91 3,64 3,2 3,42 2,44 3,12 3,48
(-)-canfor 15,16 0,33 0,45 0,14 0,36 0,77 0,62
endo-borneol 15,84 0,64 1,14 0,68 0,96 1,38 1,39

30



Isabel Soto Ros

terpinen-4-ol 16,16 0,17 0,22 0,18 0,2 0,22 0,24
metilcarvacrol 17,71 0,12 0,29 0,14 0,17 0,31 0,18
timoquinona 18,06 0,70 0,34 0,18 0,28 0,27 0,24
carvona 18,19 0,09 0,16 0,19 0,18 0,07 0,14
dodec;ﬂrr:]c()e,tii,&ll— 18,42 ND ND ND ND ND ND
carvacrol 19,07 73,40 69,56 74,03 76,9 66,67 70,15
isobmero de elemeno 19,50 0,06 0,03 ND ND ND ND
acetato de carvacrol 20,06 ND ND 0,13 0,07 ND 0,9
beta-cariofileno 20,87 9,62 10,79 7,95 7,62 9,02 8,26
10,10-dimetil-2,6-
dimetilenbiciclo[7.2.0]Jun | 20,94 0,09 0,1 0,07 0,12 0,09 0,09
decano
alfa-panasinseno 21,04 0,02 ND ND ND ND ND
aromandendreno 21,10 0,19 0,11 0,06 0,06 0,08 0,13
selina-5,11-dieno 21,15 0,05 0,03 ND ND ND 0,04
cis-beta-farneseno 21,25 0,88 1,06 0,73 0,56 0,61 0,7
humuleno 21,31 0,46 0,46 0,4 0,4 0,45 0,38
gamma-muuroleno 21,60 ND 0,02 ND ND ND ND
biciclogermaceno 21,89 0,39 0,22 0,1 0,1 ND 0,28
beta-bisaboleno 22,00 0,08 0,1 0,08 0,07 0,08 0,05
2,4-di-terc-butilfenol 22,03 0,19 ND ND ND ND ND
gamma-cadineno 22,22 0,04 0,05 0,04 0,04 ND 0,05
biformeno 27,55 0,06 ND ND ND ND ND

En el caso de la Tabla 5, representa los 5 tratamientos sin CA, se observa un aumento en el porcentaje de ciertos aceites esenciales
respecto al control, dichos aceites son p-cimeno, linalool y enbo-borneal, siendo estos dos ultimos también superiores respecto al control en el

resto de los tratamientos.
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Tabla 6. Porcentaje (area pico, PA) de los volatiles detectados en Satureja intricata Lange var. gracilis (Willk.) R.Morales, G.L6pez & Sanchez-Gomez del control y las muestras
compuestas por 3 g/l de CA y concentraciones crecientes de sacarosa. TR, tiempo de retencion; ND, compuesto no detectado. Muestras analizadas por HS-SPME-GC/MS.

CEpemeilEs () C(&'ES' (0/:(?!2?0\) (;J/F%,SA) (3!32) (‘30/;2) (;,/SR)
beta-tujeno 7,85 0,14 0,39 0,21 0,22 0,17 0,2
alfa-pineno 8,06 0,05 0,2 0,13 0,13 0,14 0,12
canfeno 8,56 0,04 0,13 0,08 0,08 0,13 0,07
beta-pineno 9,52 0,05 0,05 0,08 0,08 0,07 0,08
1-octen-3-ol 9,83 0,10 0,14 0,18 0,09 0,12 0,15
beta-mirceno 10,17 0,38 1,21 0,72 0,74 0,67 0,59
alfa-felandreno 10,63 0,05 0,09 0,08 0,1 0,02 0,12
alfa-terpineno 11,00 0,54 0,96 0,73 0,73 0,75 0,75
p-cimeno 11,27 1,44 7,28 2,71 2,36 1,66 2,95
D-limoneno 11,42 0,39 0,81 0,61 0,53 0,45 0,52
beta-cis-ocimeno 12,17 0,07 0,09 0,07 0,07 0,06 0,05
gamma-terpineno 12,48 5,26 6,26 60,9 5,58 6,75 59
cis-sabineno hidrato 12,74 0,28 0,24 0,28 0,2 0,09 ND
linalool 13,46 3,64 ND 0,22 0,19 0,15 0,25
(-)-canfor 13,91 0,33 3,4 4,96 3,81 3,66 3,24
endo-borneol 15,16 0,64 0,57 0,94 0,95 0,78 0,6
terpinen-4-ol 15,84 0,17 1,01 1,29 1,07 1,06 1,66
metilcarvacrol 16,16 0,12 0,23 0,28 0,22 0,26 0,21
timoquinona 17,41 0,70 ND ND 0,14 ND 0,08
carvona 17,71 0,09 1,05 0,55 0,99 0,19 0,32
dOde(t:ﬁr?]%tif_’&ll' 18,06 ND 0,9 0,38 0,41 0,24 0,55
carvacrol 18,19 73,40 0,05 0,15 0,03 0,16
isobmero de elemeno 18,42 0,06 ND 0,02 0,05 ND 0,06
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acetato de carvacrol 19,07 ND 61,98 67,39 69,16 70,11 69,27
beta-cariofileno 19,50 9,62 ND ND ND 0,05 ND
10,10-dimetil-2,6-
dimetilenbiciclo[7.2.0Jun | 20,06 0,09 0,61 0,19 0,84 0,43 ND
decano
alfa-panasinseno 20,11 0,02 ND ND ND ND 0,03
aromandendreno 20,42 0,19 ND 0,07 0,14 0,03 0,08
selina-5,11-dieno 20,61 0,05 ND 0,05 0,06 0,04 0,07
cis-beta-farneseno 20,87 0,88 10,11 9,92 9,61 9,54 10,88
humuleno 20,94 0,46 0,11 0,1 0,09 0,09 0,11
gamma-muuroleno 21,04 ND ND 0,13 0,06 0,02 0,03
biciclogermaceno 21,10 0,39 0,06 ND ND 0,25 ND
beta-bisaboleno 21,15 0,08 0,03 0,04 0,04 0,05 ND
2,4-di-terc-butilfenol 21,25 0,19 1,22 0,54 0,47 0,88 0,54
gamma-cadineno 21,31 0,04 0,51 0,45 0,43 0,39 0,52
biformeno 21,60 0,06 ND 0,02 ND ND ND
beta-tujeno 21,67 0,14 ND ND ND 0,02 ND
alfa-pineno 21,89 0,05 0,13 0,24 0,29 0,42 ND
canfeno 22,00 0,04 0,13 0,05 ND 0,08 ND
beta-pineno 22,03 0,05 ND ND ND ND ND
1-octen-3-ol 22,22 0,10 0,05 0,05 0,04 0,04 ND
beta-mirceno 27,55 0,38 ND ND ND ND ND

En la Tabla 6, se observa que los tratamientos con 3 g/l de CA mejoran el porcentaje de PA en los p-cimeno, linalool y enbo-borneal.
Ademas, se identifica por primera vez los compuestos tetradecano y dodecano, 2,6,11-trimetil-, los cuales se seguiran identificando en los

siguientes tratamientos.
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Tabla 7. Porcentaje (area pico, PA) de los volatiles detectados en Satureja intricata Lange var. gracilis (Willk.) R.Morales, G.L6pez & Sanchez-Gomez del control y las muestras

compuestas por 6 g/l de CA y concentraciones crecientes de sacarosa. TR, tiempo de retencion; ND, compuesto no detectado. Muestras analizadas por HS-SPME-GC/MS.

Compen21Es () i&ml (W%OA) (O%,SA) (030/22) (O%,SA) (030/32)
beta-tujeno 7,85 0,14 2,47 0,84 0,25 0,22 0,84
alfa-pineno 8,06 0,05 1,72 0,47 0,14 0,08 0,45

canfeno 8,56 0,04 1,33 0,3 0,11 0,07 0,34

beta-pineno 9,52 0,05 0,56 0,24 0,10 0,08 0,27
1-octen-3-ol 9,83 0,10 ND ND 0,14 0,12 0,34

beta-mirceno 10,17 0,38 ND 2,68 0,75 0,68 2,96

alfa-felandreno 10,63 0,05 2,07 0,24 0,09 0,09 ND
alfa-terpineno 11,00 0,54 3,16 2,75 0,85 0,77 2,53
p-cimeno 11,27 1,44 40,64 16,9 2,98 4,91 12,58
D-limoneno 11,42 0,39 9,94 1,46 0,50 0,49 1,65
beta-cis-ocimeno 12,17 0,07 ND ND 0,06 0,08 0,26
gamma-terpineno 12,48 5,26 19 22,15 7,00 6,44 17,14
cis-sabineno hidrato 12,74 0,28 ND ND 0,31 ND 0,35
linalool 13,46 3,64 ND ND 0,28 0,22 0,46
(-)-canfor 13,91 0,33 ND ND 3,19 2,21 12,75
endo-borneol 15,16 0,64 4,26 1,88 1,04 0,89 4,34
terpinen-4-ol 15,84 0,17 1,72 0,89 2,29 0,88 3,99
metilcarvacrol 16,16 0,12 ND ND 0,29 0,21 0,85

timoquinona 16,64 0,70 ND ND 0,64 1,93 ND
carvona 17,41 0,09 ND ND 0,08 0,13 0,74
dode(;;si\rr:]c;,tﬁ_ﬁ,ll- 17,71 ND ND 1,33 0,21 0,26 3,11
carvacrol 18,06 73,40 ND 1,68 2,10 2,42 4,25
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isémero de elemeno 18,19 0,06 ND ND ND ND 0,38
acetato de carvacrol 18,42 ND ND 0,08 ND ND 0,55
beta-cariofileno 19,07 9,62 11,74 26,59 62,79 68,72 ND
10,10-dimetil-2,6-
dimetilenbiciclo[7.2.0Jun | 19,50 0,09 ND ND ND ND ND
decano
alfa-panasinseno 20,42 0,02 ND ND 0,08 0,15 0,39
aromandendreno 20,61 0,19 ND ND 0,08 0,07 0,22
selina-5,11-dieno 20,87 0,05 1,35 19,14 12,15 7,27 25,51
cis-beta-farneseno 20,94 0,88 ND ND 0,12 0,07 0,30
humuleno 21,04 0,46 ND ND ND ND ND
gamma-muuroleno 21,10 ND ND ND 0,09 0,04 0,41
biciclogermaceno 21,15 0,39 ND ND ND ND ND
beta-bisaboleno 21,25 0,08 ND ND 0,32 0,06 0,14
2,4-di-terc-butilfenol 21,31 0,19 ND ND 0,57 ND 1,25
gamma-cadineno 21,89 0,04 ND 0,35 0,20 ND 0,65
biformeno 22,00 0,06 ND ND 0,21 0,43 ND
beta-tujeno 22,03 0,14 ND ND ND ND ND
alfa-pineno 22,22 0,05 ND ND ND ND ND
canfeno 27,55 0,04 ND ND ND ND ND

En la Tabla 7, se observa que los tratamientos con 9 g/l de CA mejoran el porcentaje de PA en los compuestos linalool, endo-borneal, ademas

de (-)-canfor.
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Tabla 8. Porcentaje (area pico, PA) de los volatiles detectados en Satureja intricata Lange var. gracilis (Willk.) R.Morales, G.L6pez & Sanchez-Gomez del control y las muestras
compuestas por 9 g/l de CA y concentraciones crecientes de sacarosa. TR, tiempo de retencion; ND, compuesto no detectado. Muestras analizadas por HS-SPME-GC/MS.

Compen21Es VIRl i&ml (O/%OA) (30%2) (030/32) (;J/;,SA) (030/32)
beta-tujeno 7,85 0,14 1,27 0,58 0,28 0,47 0,93
alfa-pineno 8,06 0,05 1,04 0,31 0,13 0,17 0,57
canfeno 8,56 0,04 0,63 0,24 0,09 0,25 0,31
beta-pineno 9,52 0,05 0,34 0,22 0,11 0,18 0,25
1-octen-3-ol 9,83 0,10 ND ND 0,12 0,08 0,13
beta-mirceno 10,17 0,38 1,86 1,88 0,92 1,98 2,20
alfa-felandreno 10,63 0,05 1,31 0,23 0,10 0,17 0,32
alfa-terpineno 11,00 0,54 2,14 1,93 1,02 1,86 1,86
p-cimeno 11,27 1,44 29,55 9,30 4,08 7,14 15,29
D-limoneno 11,42 0,39 ND 1,16 0,55 1,18 1,25
beta-cis-ocimeno 12,17 0,07 ND ND 0,10 0,13 0,16
gamma-terpineno 12,48 5,26 14,93 15,87 8,25 14,14 12,01
cis-sabineno hidrato 12,74 0,28 ND ND 0,26 ND ND
linalool 13,46 3,64 ND ND 0,34 0,46 0,46
(-)-canfor 13,91 0,33 ND 4,99 3,20 4,60 2,20
endo-borneol 15,16 0,64 1,88 3,32 1,33 3,49 1,22
terpinen-4-ol 15,84 0,17 1,18 1,72 1,22 1,09 1,46
metilcarvacrol 16,16 0,12 ND ND 0,28 0,42 ND
timoquinona 16,64 0,70 ND ND 1,37 0,07 ND
carvona 17,41 0,09 ND 0,24 0,18 0,09 0,69
dwe‘;ﬁ;‘(’e’tﬁ_’&ﬂ' 17,71 ND ND 0,62 0,52 0,42 0,67
carvacrol 18,06 73,40 ND 1,29 1,78 1,33 1,76
isémero de elemeno 18,19 0,06 ND ND ND ND ND
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acetato de carvacrol 18,42 ND ND ND ND ND 0,19
beta-cariofileno 19,07 9,62 40,28 43,91 56,06 33,45 52,92
10,10-dimetil-2,6-
dimetilenbiciclo[7.2.0Jun | 19,50 0,09 ND ND ND ND ND
decano
alfa-panasinseno 20,11 0,02 ND ND ND 0,20 ND
aromandendreno 20,42 0,19 ND ND 0,18 ND ND
selina-5,11-dieno 20,61 0,05 ND ND 0,13 0,15 ND
cis-beta-farneseno 20,87 0,88 3,58 12,20 15,74 21,97 2,86
humuleno 20,94 0,46 ND ND 0,19 0,36 ND
gamma-muuroleno 21,04 ND ND ND ND ND ND
biciclogermaceno 21,10 0,39 ND ND 0,19 0,90 ND
beta-bisaboleno 21,15 0,08 ND ND ND ND ND
2,4-di-terc-butilfenol 21,25 0,19 ND ND 0,50 ND ND
gamma-cadineno 21,31 0,04 ND ND 0,55 1,41 0,09
biformeno 21,89 0,06 ND ND ND 1,56 0,19
beta-tujeno 22,00 0,14 ND ND ND ND ND
alfa-pineno 22,03 0,05 ND ND 0,22 ND ND
canfeno 22,22 0,04 ND ND ND 0,27 ND
beta-pineno 27,55 0,05 ND ND ND ND ND

Por ultimo, en la Tabla 8 se observa que los tratamientos con 9 g/l de CA aumentan el porcentaje de PA de un nimero mayor de

compuestos, siendo estos beta-mirceno, alfa-terpineno, beta-cimeno, D-limoneno, linalol, (-)-canfor y timoquinén.
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4.3.2 Micro-Extraccion en Fase Solida (SPME)

De los compuestos identificados, 16 se cuantificaron en extractos de metanos mediante SPME-GC/MS. En estos experimentos, el
carvacrol, gamma-terpineno y beta-cariofileno fueron los més abundantes (con concentraciones superiores a 100 pg/g); otros compuestos como
alfa-terpineno, p-cimeno y humuleno presentaron mayores concentraciones que el control, pero con concentraciones inferiores a 100 ug/g;
mientras que el resto de los componentes no fueron detectados o se presentaron en menor cantidad que el resto, siendo aun asi valores

superiores a las plantas control (Tablas 9, 10, 11y 12).

Tabla 9. Contenido (ug/g) en terpenos de los extractos metandlicos de las plantas obtenidas del control y de los tratamientos de cultivo in vitro de Satureja intricata Lange var.
gracilis (Willk.) R.Morales, G.Lopez & Sanchez-Gomez en doble fase correspondientes a 0 g/l de CA y concentraciones crecientes de sacarosa, analizados por SPME-GC/MS.

Los datos se presentan como medias + SD. TR, tiempo de retencién. LQ, limite de cuantificacion.

Control

0/60 (ug/9)

Componentes TR (min) (ng/q) 0/0 (ng/g) 0/15 (ng/g) 0/30 (ug/g) 0/45 (ug/g)
alfa-pineno 7,79 <LQ 738+064a| 297059 | 109£039 155, ,080¢c| 2772032
cd ghij cde
canfeno 851 <10 891+016a 0,66 + 0,33 0.06+003 e 2,76 £ 2,05 3,21 +0,87
' o de o cde bcd
beta-pineno 9,52 ND 206+103p | 043%01 0,67+0,33 | 066+0,32 | 0,88+0,17
cde cd cde cd
alfa-terpineno 10.97 753+0,71 | 11,79+3,82 | 1527+0,11 | 9,15+2,12 | 15,17 +1,79 | 10,65+ 0,92
' hijk defg c fghi [ defg
p-cimeno 11,24 12,11+0,95 | 24,84+6,1 | 20,05+0,09 | 16,69 +2,57 | 25,86 +2,95 | 14,80 + 1,02
D-limoneno 11,39 <LQ 0,85+0,76 | 0,71+058 | 1,44+0,72 1,44+06 | 0,92+0,01
gamma- 135,19 + 159,22 + 156,52 + 112,30 +
terpineno 12,50 98,74 +591 307 102 96,96 + 17,81 1577 854
terpinoleno 13,46 0,18+0,01 | 0,770,225 | 0,63+0,03 | 0,36+0,08 | 1,00+0,03 | 0,56 +0,05
(-)-canfor 15,16 ND ND ND ND <LQ <LQ
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endo-borneol 15,84 ND <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
terpinen-4-ol 16,16 ND ND ND ND 20,14 + 6,06 ND
metilcarvacrol 16,64 ND ND ND ND ND ND
carvacrol 622,89 + 1163,87 + 1438,16 + 1460,44 + 763,58 +
18,97 75,94 104,09 197,62 804,30 + 32,2 317,77 22,98
acetato de 20,06 ND ND ND ND ND ND
carvacrol
beta- 91,48 + 125,81 + 180,13 +
cariofileno 20,80 4717 £ 4,6 16,07 8 49 71,90 + 4,65 16.09 80,65 + 3,92
humuleno 21,31 429+032 | 942+134 | 12,14+1,3 | 6,84+0,05 | 1567+0,61 | 7,19 +0,03
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Tabla 10. Contenido (ug/g) en terpenos de los extractos metandlicos de las plantas obtenidas del control y de los tratamientos de cultivo in vitro de Satureja intricata Lange var.

gracilis (Willk.) R.Morales, G.Lopez & Sanchez-Gomez en doble fase correspondientes a 3 g/l de CA y concentraciones crecientes de sacarosa, analizados por SPME-GC/MS.

Los datos se presentan como medias + SD. TR, tiempo de retencién. LQ, limite de cuantificacion.

Componentes TR (min) iﬁg;g;l 3/0 (ug/g) 3/15 (ng/g) 3/30 (ng/g) 3/45 (ug/g) 3/60 (ug/g)
alfa-pineno 7.79 <LQ 3’14:(10'23 541+079b | 4,89+092b | 556+001Lb | 544+0.29b
canfeno 851 <L0 1,96 +0,07 | 2,28+047 | 455+1,10 | 4,28+058 | 2,60+0,04
! cde cde bc bc cde
beta-pineno 952 ND 0’86;0'04 205+053b | 2,65+1,03b|343+1,07a|217+0,02b
alfa-terpineno 1097 753+0,71 | 10,21 +0,21 | 13,48+ 1,95 | 12,60 £+ 0,29 | 23,35 + 3,37 | 26,55 + 0,42
' hijk efgh cd cde b a
p-cimeno 11,24 12,11 +0,95 | 22,91 +0,12 | 26,68 +3,15 | 22,27 +0,97 | 25,94 + 4,11 | 39,34 + 0,73
D-limoneno 11,39 <LQ 0,72+0,12 | 2,15+0,13 | 1,25+0,04 | 2,09+0,38 | 2,65+0,42
gamma- 103,93 + 127,59 + 139,08 + 230,66 + 275,59 +
terpineno 12,50 | 98,74£591 1,38 16,30 8,06 32,95 464
terpinoleno 13,46 0,18+0,01 | 0,66+0,06 | 0,82+0,12 | 0,95+0,01 | 1,04+0,23 | 1,09+ 0,05
(-)-canfor 15,16 ND <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
endo-borneol 15,84 ND <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
terpinen-4-ol 16,16 ND ND ND ND ND ND
metilcarvacrol 16.64 ND 848,00 + 524,89 + 508,30 + 306,49 + 486,93 +
' 25,39 35,48 22,32 14,23 7,80
carvacrol 18.97 622,89 + 1068,03 * 1228,50 + 1194,23 + 1648,77 + 1330,28 +
' 75,94 156,12 104,74 340,89 444,86 99,13
acetato de 319,21 + 232,58 + 297,12 +
carvacrol 20,06 ND 4,67 6,20 13,47 ND ND
beta- 151,81 + 100,75 + 171,98 + 175,66 +
cariofilenc 20,80 47,17 +4,6 | 89,14 + 3,33 15 46 12 43 3319 791
humuleno 21,31 429+032 | 7,76+0,53 | 11,55+1,63 | 8,02+1,21 | 10,47+0,71 | 14,82 + 0,56
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Tabla 11. Contenido (ug/g) en terpenos de los extractos metandlicos de las plantas obtenidas del control y de los tratamientos de cultivo in vitro de Satureja intricata Lange var.

gracilis (Willk.) R.Morales, G.Lopez & Sanchez-Gomez en doble fase correspondientes a 6 g/l de CA y concentraciones crecientes de sacarosa, analizados por SPME-GC/MS.

Los datos se presentan como medias + SD. TR, tiempo de retencién. LQ, limite de cuantificacion.

Componentes TR (min) iﬁg;g;l 6/0 (ug/g) 6/15 (ug/g) 6/30 (ug/g) 6/45 (ug/g) 6/60 (ug/g)
alfa-pineno 0,78 £ 0,04 1,75 0,88 0,53+0,05
.19 <LQ hijk <LQ efgh <LQ ik
canfeno 1,04+052 | 1,79+0,00 | 1,79+0,13
8,51 <LQ <LQ <LQ de cde cde
beta-pineno 9,52 ND <LQ <LQ 0’5%:360'29 <LQ <LQ
alfa-terpineno 10.97 753+0,71 | 511+0,25 | 493+1,10 | 6,97+3,01 | 4,88+0,96 | 6,27 +0,05
: hijk ikl jklm ijk jklm ijk
p-cimeno 11,24 12,11 +0,95 | 15,78 +0,17 | 17,82+0,49 | 16,22 +5,00 | 13,04 +1,70 | 12,53 + 0,93
D-limoneno 11,39 <LQ 0,53 +0,18 <LQ 0,52 + 0,07 <LQ 0,37 £ 0,02
gamma- 56,24 + 70,99 +
. 12,50 98,74 +5,91 | 51,54 + 0,26 55,24 +9,49 | 70,29 + 4,78
terpineno 11,31 23,79
terpinoleno 13,46 0,18+0,01 | 0,23+0,00 | 0,31+0,00 | 0,38+0,18 | 0,18+0,03 | 0,37 +0,02
(-)-canfor 15,16 ND <LQ <LQ <LQ ND <LQ
endo-borneol 15,84 ND <LQ <LQ <LQ ND <LQ
terpinen-4-ol 16,16 ND ND ND ND ND ND
metilcarvacrol 16.64 ND 547,81 + 437,09 + 351,96 + 397,28 + 406,80 +
: 12,85 17,48 22,19 26,16 0,97
carvacrol 18.97 622,89 + 310,63 + 366,85 + 608,55 + 425,85 + 476,57 +
: 75,94 1,37 58,82 36,69 38,23 70,32
acetato de 20,06 ND ND ND ND ND ND
carvacrol
pet_a— 20,80 47,17 +4,6 | 62,09 + 0,24 <LQ 45,77 * 52,24 + 6,47 | 48,85 + 1,48
cariofileno 11,98
humuleno 21,31 4,29+0,32 | 581+023 | 025+0,02 | 4,40+0,68 | 3,99+0,78 | 4,94+0,30
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Tabla 12. Contenido (ug/g) en terpenos de los extractos metandlicos de las plantas obtenidas del control y de los tratamientos de cultivo in vitro de Satureja intricata Lange var.

gracilis (Willk.) R.Morales, G.Lopez & Sanchez-Gomez en doble fase correspondientes a 3 g/l de CA y concentraciones crecientes de sacarosa, analizados por SPME-GC/MS.

Los datos se presentan como medias + SD. TR, tiempo de retencién. LQ, limite de cuantificacion.

Componentes TR (min) Ciﬁg;g;' 9/0 (ug/g) 9/15 (ng/g) 9/30 (ng/g) 9/45 (ug/g) 9/60 (ug/g)
alfa-pineno 779 <L0 <LQ 1*866?90'06 <LQ <LQ <LQ
canfeno 8,51 <LQ <LO 1812041 <LQ <LQ <LQ
beta-pineno 9,52 ND <LQ 0’37d”—’e°'12 <LQ <LQ <LQ
alfa-terpineno 10.97 7,53+0,71 4,63 0,74 7,60 = 0,30 9,06 +0,14 1,91+ 0,09 6,07 +1,41
' hijk kimn hij ghi no jk
p-cimeno 11,24 12,11 0,95 | 13,60+ 0,90 | 21,47 +0,68 | 20,87 0,24 | 10,65 + 0,49 | 15,30 + 2,69
D-limoneno 11,39 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 0,22+0,11
gamma- 12,50 98,74 +591 | 50,46 +4,74 | 75,80 +2,22 | 84,50+ 2,03 | 20,35+ 0,60 | 58,98 + 8,62
terpineno
terpinoleno 13,46 0,18+0,01 | 0,14+0,06 | 0,44+0,02 | 0,27+0,02 | 0,08+0,02 | 0,59+ 0,30
(-)-canfor 15,16 ND ND <LQ <LQ <LQ ND
endo-borneol 15,84 ND ND ND ND ND ND
terpinen-4-ol 16,16 ND ND ND ND ND ND
metilcarvacrol 16.64 ND 456,11 + 402,79 608,36 + 488,80 + 431,69 +
' 69,19 2,44 1,57 0,51 27,24
carvacrol 622,89 + 558,84 +
18,97 7594 ND ND ND ND 68 31
acetato de 20,06 ND ND ND ND ND ND
carvacrol
pet_a- 20,80 4717+4,6 | 47,85+1,58 | 69,89+ 1,46 | 52,03+0,34 | 30,63+ 1,07 | 43,91 +4,38
cariofileno
humuleno 21,31 429+032 | 486+048 | 6,69+023 | 431+046 | 3,60+001 | 4,24+0,30
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5. Discusion

5.1 Técnica de cultivo en doble fase

Una micropropagacion eficiente depende de la rapidez, extension y uniformidad de
la proliferacion de los brotes. El crecimiento y la multiplicacién bajo condiciones in vitro
depende de un numero de factores, entre los cuales, uno de los factores que contribuye
con el desarrollo es el tipo y la concentracién de la fuente de carbono suministrada de
manera exdgena en el medio. Muchos de los cultivos utilizan eficientemente sacarosa
como la fuente de carbono para el desarrollo in vitro de brotes como el carbohidrato
sintetizado mas comun y transportado en el floema de muchas plantas (Yaseen et al.,
2013).

Cosié etal. (2021), Piqueras etal. (1998) y Yaseen etal. (2013), entre otros,
demuestran que los azlcares muestran funciones como moléculas sefializadoras cuyas
rutas de transduccion afectan al metabolismo y proceso de desarrollo en plantas,
potencial de interaccién con hormonas de regulacién y al mantenimiento de la regulacion
estricta a nivel de transcripcion, postranscripcion y postraduccion. Los azucares pueden
influir en la activacion de las rutas por fitohormonas a través de alternar la expresion y

actividad de componentes de esas rutas.

Los niveles de azlcar, puesto que influyen en el desarrollo de la planta, glucosa y
sacarosa, estan involucradas en la regulacion de la division y expansion celular, asi
como en la acumulacién de carbohidratos de reserva. Estos impactos son logrados
debido al hecho de que los azucares actian como moléculas de sefializacion y pueden

regular la expresion de varios genes (Cosié et al., 2021).

La fuente de carbono mas usada es la sacarosa, la cual ademas de ser una fuente
de carbono, juega un papel significante como regulador osmoético pudiendo modificar la
fuerza osmotica del medio en funcién de la concentracién de carbohidratos y la alta
concentracion de la fuerza osmotica esta relacionada con una reduccion en el
crecimiento de la planta y su multiplicacién (Cosi¢ et al., 2021; Piqueras et al., 1998). La
concentracion 6ptima de la fuente de carbono no solo depende de la especie de la

planta, también de los diferentes genotipos y variedades.

Las diferentes concentraciones de los constituyentes del medio nutritivo afectan a la
morfogénesis y al crecimiento de las células vegetales cultivadas, tejidos y 6rganos

parcialmente debido a su valor nutricional (Cosié et al., 2021).
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En nuestro caso, la elongacién del explante (Figura 6) y el nUmero de nodos (Figura
7) fue aumentando a medida que también lo hacia la concentracién de sacarosa; en
cambio el niumero de tallos (Figura 8) disminuia; y la presencia o ausencia de raices y
la tasa de multiplicacién (Figura 9) no se vieron afectados. Comparando ambos
controles (un control sin medio liquido y otro con medio liquido sin CA ni sacarosa) no
se observo mejora significativa respecto al control con el uso del sistema de doble capa
en el caso de la elongacion del explante y el nimero de nodos, aunque posteriormente
al afiadir los diferentes componentes a la fase liquida, si se observaron mejoras,
resultando ser la concentracion de 3 g/l de CA y 45 g/l de sacarosa la que mejor
resultados obtuvo para las variables elongacion del explante, nimero de nodos y tasa
de multiplicacion; ademas de la concentracion 0 g/l de CA 'y 45 g/l de sacarosa dando
los mejores resultados en todas las variables (Tabla 3). También cabe destacar la
concentracion de 0 g/l de CA 'y 60 g/l de sacarosa que también dio mejoras significativas
respecto al control en las variables elongacion del explante y nimero de nodos.

Por otro lado, parece que el suplemento de sacarosa puede ayudar a aumentar el
nivel de antioxidantes no enzimaticos y puede justificar el gran efecto de proteccién de
este tratamiento contra la hiperhidricidad y vitrificacién (Piqueras et al., 1998), ya que se
tienen valores inferiores al 3,5% de individuos con signos de estas alteraciones

morfolégicas en el presente Trabajo Fin de Grado.

Por todo ello, el uso del medio liquido en el sistema en doble fase permite, muy
probablemente, una mejor disponibilidad de nutrientes para los explantes, penetrando
en la capa semisélida y envolviendo directamente los tejidos mientras que el CA puede
jugar un papel importante en la eliminacion de sustancias inhibitorias del crecimiento
(Cano-Castillo et al., 2009).

5.2 Técnica de cultivo en medio liquido agitado

En el presente estudio, el sistema de cultivo en medio liquido ha mostrado valores
de desarrollo vegetal poco satisfactorios (con menores tasas de multiplicacién), junto a
una mayor aparicion de desordenes morfolégicos y fisiologicos. El resultado més
destacable ha sido la elongacion del tallo con el tratamiento basado en la adicion
combinada de BAP y GA3 (Tabla 4), posiblemente debido a que las funciones de estos
reguladores son promover la elongacion del explante mediante un aumento en la
division celular afectan al aumento del nimero de nodos mediante el crecimiento y la
division celular (Polat & Eskimez, 2022).
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A la luz de los resultados obtenidos, parece que este sistema de cultivo genera una
baja resistencia a la difusion de gases, por lo que pudo haber existido una minima
interrupcion de intercambio de gases entre los segmentos nodales y la atmésfera interna
del recipiente de cultivo. Al ser un sistema de inmersion sin renovacion, podria ocurrir
que no se renueve completamente la atmosfera interna, dando lugar a un efecto
negativo en el balance de gases como oxigeno y diéxido de carbono, y favoreciendo la
acumulacion de gases nocivos como el etileno en el interior del recipiente de cultivo,
impidiendo asi el crecimiento correcto de los brotes. Ross y Castillo (2010) demostraron
que la aireacion es uno de los factores mas importantes, siendo determinante en el
comportamiento de distintas especies respecto a la aparicion de trastornos de
hiperhidricidad (Ross & Castillo, 2009). Tascan et al., (2007) observaron que el medio
liquido en agitacion puede aportar mas oxigeno y sacarosa comparado con el medio
liquido estatico y el medio semisdlido con agar, ademas de que los explantes obtenian
mayor biomasa en fresco. Sin embargo, la biomasa es menor en seco debido a la
hiperhidratacion de los tejidos cultivados en estas condiciones, liberando exudados
relacionados con el estrés y aportando un color bronceado al medio de cultivo, como se

ha observado en el presente Trabajo Fin de Grado.

Aun siendo una técnica que no da buenos resultados debido a las alteraciones
morfoldgicas y tasas de multiplicacion, tiene una gran ventaja y es que permite reducir
los costos de produccion al no utilizar agentes gelificantes tradicionalmente usados.
También es posible disminuir la manipulacion del material vegetal, reducir el nimero de
frascos de cultivo, asi como una menor utilizacién del espacio en las caAmaras de
crecimiento (Cabrera et al., 2008), por lo que es una buena técnica en funcién del
objetivo buscado, ya que en otros casos si se obtuvieron buenos resultados respecto a
la elongacién del explante llegando a duplicar los nodos de la plantula,

independientemente del volumen utilizado, en nuestro caso 50 ml (Sandal et al., 2001).

5.3 Extraccion y analisis quimico

Los andlisis quimicos realizados por HS-SPME-GC/MS permitieron identificar 32
compuestos volatiles en las muestras de S. intricata cultivadas in vitro. De acuerdo con
esta técnica, los compuestos mayoritarios, en orden descendente, fueron: carvacrol,
beta-cariofileno, gamma-terpineno vy linalool, donde el carvacrol corresponde al 73,40
%PA de los volatiles en todas las muestras analizadas, mientras que los otros
compuestos constituyen entre el 5,26 y el 9,62 %PA. Los analisis SPME-GC/MS de los

extractos, y la cuantificacion de terpenos, confirmé la mayoria de los resultados
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cualitativos sobre volatiles obtenidos en las medidas directas realizadas por HS-SPME-
GC/MS. Combinar las dos técnicas ha permitido comprender mejor la composicion
volatil de los extractos de las plantas, ya que ambos métodos han revelado que el
carvacrol es el componente principal, alcanzando valores de hasta 1648,77 +
444,86 ug/g (Tablas 9, 10, 11y 12).

Garcia-Relldn et al. (2015) estudiaron la composicion quimica de los aceites
esenciales en diferentes especies de Satureja mediante GC y GC/MS, y encontrando
72 compuestos, de los cuales los mayoritarios coinciden con los resultados obtenidos
en el presente trabajo, siendo estos el carvacrol y el gamma-terpineno. A excepcion del
timol, compuesto también mayoritario en Satureja, el cual no es identificado en ninguno
de los tratamientos, incluso en la planta control, pudiendo ser este compuesto mas
comun en S. montana, en el cual constituye casi la mitad del total de los aceites

esenciales sintetizados (Radonic & Milos, 2002).

Los mejores resultados obtenidos en las concentraciones de los diferentes
compuestos de aceites esenciales, en la mayoria, corresponden a los tratamientos
compuestos por 0 g/l de CA 'y 45 g/l de sacarosa, 3 g/l de CA 'y 45 g/l de sacarosa, 3 g/l
de CA y 60 g/l de sacarosa que, como vimos en el apartado 5.1 también eran las
concentraciones que mejor resultados generaron en las variables morfolégicas de la
planta, pudiendo conllevar a concentraciones de sacarosa Optimas para el crecimiento

y desarrollo de la planta, ademas del CA que impulse esa bioestimulacion.

Cabe destacar los compuestos tetradecano y dodecano, 2,6,11-trimetil, ya que estos
no se habian identificado anteriormente ni existen estudios recientes de estos
compuestos en otras especies de Satureja y han sido detectados mediante HS-SPME-
GC/MS (valores entre 0,10 y 0,30 %PA). Estos aparecen con la presencia de las
diferentes concentraciones de CA, ademas de verse afectado por la concentracion de
sacarosa, siendo mayor el %PA cuanta mayor concentracion de sacarosa esta presente
en el medio, por lo que podria significar que el CA estimulase la sintesis de estos

compuestos, aunque en poca medida.
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6. Conclusiones

Las conclusiones obtenidas basadas en los resultados de este estudio con las

diferentes técnicas de cultivo in vitro utilizadas, son las siguientes:

- En la técnica de cultivo en doble fase se obtuvo los mejores resultados en las
variables elongacion de explante, nimero de nodos y tasa de multiplicacién con
el tratamiento compuesto por 3 g/l de CA y 45 g/l de sacarosa; también el
tratamiento compuesto por 0 g/l de CA y 45 g/l de sacarosa dio muy buenos
resultados en todas las variables medidas; incluso, el tratamiento compuesto por
0 g/l de CA y 60 g/l de sacarosa, destacando en las variables elongacion del

explante y el nimero de nodos.

- En el caso de la técnica de cultivo in vitro en medio liquido agitado, no se
obtuvieron resultados satisfactorios debido a la presencia de contaminacion en
todas las réplicas y tratamientos, ademas de una alta tasa de alteraciones
fisiologicas (hiperhidricidad).

- Respecto al analisis quimico de los compuestos volatiles procedentes de las
muestras de la técnica de cultivo en doble fase, se observaron aumentos
significativos en carvacrol, beta-cariofileno, gamma-terpineno y linalool,en todos
los tratamientos respecto del control, con un aumento de forma practicamente

lineal al aumento en la concentracién de sacarosa.
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