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RESUMEN

Las propiedades fitoquimicas del aceite esencial (AE) producido por Aloysia tri-
phylla (CHér.) Britton (Verbenaceae), le han permitido posicionarse en el mercado
global de plantas aromadticas y medicinales. Sus altas demandas y bajo rendi-
miento en el proceso de extraccion a partir de hojas secas han conducido a su
sobre-explotacion. Las técnicas de micro-propagacion representan una alternativa
para su produccion. EI objetivo de este trabajo fue la determinacion de condicio-
nes necesarias para el establecimiento de cultivos In vitro de esta especie. Los
resultados obtenidos indican que el proceso de desinfeccion de explantes es de-
terminante, y se encontro que la inmersion de hojas en HgCl, al 0,2% p/v durante
cinco (5) minutos permite la obtencion de mds de un 80% de explantes viables y
libres de contaminacion. Ademas, se logro la generacion de callos friables usando

Recibido para evaluacion: 24 de Abril de 2015. Aprobado para publicacion: 13 de julio de 2016.

1 Institucion Universitaria Colegio Mayor de Antioquia, Facultad de Ciencias de la Salud, Grupo de
Investigacion en Biociencias (GIB). M. Sc. Biotecnologia. Medellin, Colombia.
2 Politécnico Colombiano Jaime Isaza Cadavid, Facultad de Ciencias Basicas, Grupo de Investigacion

en Quimica Bésica y Aplicada a Procesos Bioquimicos, Biotecnoldgicos y Ambientales (QUIBA). M.
Sc. Quimica. Medellin, Colombia.

3 Institucion Universitaria Colegio Mayor de Antioquia, Facultad de Ciencias de la Salud, Grupo de
Investigacion en Biociencias (GIB). Biotecndloga. Medellin, Colombia
4 Institucion Universitaria Colegio Mayor de Antioquia, Facultad de Ciencias de la Salud, Grupo de

Investigacion en Biociencias (GIB). Biotecndloga. Medellin, Colombia.

Correspondencia: juan.bedoya@colmayor.edu.co



Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol 14 No.2 (38-46) Julio - Diciembre 2016

4 mg/L de 6-bencil amino purina (BAP) bajo condiciones de oscuridad.
Finalmente, se obtuvieron muy buenos resultados (86,3 = 6,7%) en la
produccion de plantulas In vitro con 2,0 mg/L de benciladenina (BA). Estos
resultados muestran la viabilidad de utilizar las técnicas de cultivo In vitro
para la produccion de AE a partir de A. triphylla, aunque aun deben ser
evaluados los rendimientos del AE en términos de calidad y productividad.

ABSTRACT

Aloysia triphylla (UHér.) Britton (Verbenaceae) produces an essential oil
(EO) whose phytochemical properties have enabled it to position itself in
aromatic and medicinal plants global market. This EQ is currently produced
by extraction from dried leaves. However, the yield of this technique is very
low to meet the demand, which have led to over-exploitation. As an alterna-
tive, micropropagation techniques might become an attractive opportunity.
The main aim of this work was to determine the necessary conditions for
In vitro cultures establishment of this species. The results indicate that
the explants disinfection process is crucial and, in this regard, it was de-
monstrated that the immersion of leaves in 0,2% w/v HgCl, solution for five
(5) minutes allowed obtaining more than 80% viable and uncontaminated
explants. Furthermore, induction of friable calluses formation process was
achieved under dark conditions, using 4 mg/L of 6-benzyl-amino-purine
(BAP) as a growth regulator. Finally, satisfactory results (86,3 = 6,7%)
were obtained for In vitro plantlets using 2,0 mg/L benzyladenine (BA). The
above results show the feasibility of using tissue culture techniques for the
production of AE from A. triphylla; however, EQ yields are still remaining to
be evaluated in terms of quality and productivity.

RESUMO

As propiedades fitoquimicas do 6leo essencial (OE) producido por Aloy-
sia triphylla (LHér.) Britton (Verbenaceae) permitiram-lhe posicionar-se no
mercado global de plantas aromaticas e medicinais. A maior parte da sua
producao é por extracao a partir das folhas secas. 0s rendimentos obtidos
por esta técnica sao baixos, o que adicionado a uma demanda elevada, le-
varam & sua sobre-exploragdo. As técnicas de micropropagagao s&o uma
oportunidade atraente para a sua producao. Neste trabalho foram determi-
nadas condigoes para o estabelecimento de cultivos in vitro de A. triphylla.
Os resultados indicam que o processo de desinfec¢do de explantes é de-
cisivo. Neste sentido, verificou-sé que a imersao de folhas em HgCI2 0,2%
p/v por cinco (5) minutos permite a obtengdo de mais de 80% de explantes
vidveis e livres de contaminag&o. A obtengao de calos friaveis foi alcangada
em condigées de pouca luz e utilizando 4 mg/L de 6-benzil-amino-purina
(BAP). Finalmente, bons resultados foram obtidos na obtengao de plantu-
las (86,3 = 6,7%) utilizando 2,0 mg/L de benziladenina (BA). Estes resul-
tados mostram a possibilidade de utilizar técnicas de cultivo de tecidos em
produgdo de OE de A. triphylla. No entanto, estudos devem ser realizados
para avaliar o rendimento de OE em termos de qualidade e produtividade.
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INTRODUCCION son bastante lentos y la obtencion de grandes canti-

Durante siglos la medicina tradicional ha utilizado plan-
tas medicinales y aromaticas en la prevencion y tra-
tamiento de numerosas enfermedades. La capacidad
que tienen estas plantas para producir gran variedad de
sustancias con caracteristicas especiales ha llamado
la atencion de industrias farmacologicas, cosméticas
y alimenticias [1]. Hoy existe alta y creciente deman-
da de este tipo de metabolitos, creando un negocio
multimillonario alrededor de su explotacion. Esto, ha
creado la necesidad de intensificar el cultivo de plantas
medicinales y aromaticas buscando altos indices de
produccion a bajos costos [2, 3]. Sin embargo, los
bajos rendimientos, los altos costos de produccion, la
baja disponibilidad de material vegetal, entre otros, son
factores que limitan la obtencion de este tipo de sus-
tancias e incentiva la basqueda de sustitutos y otras
alternativas de produccion [4].

Aloysia triphylla (LUHér.) Britton, también conocida
como Lippia citriodora (Lam) Kunth; Lippia triphylla
(L™ Hér) Kuntze; Aloysia citriodora L., y popularmente
como Cedron, Lemon verbena o Hierba luisa [5], es
una planta aromatica perteneciente a la familia de las
Verbenaceas que produce un aceite esencial (AE), con
fuerte y caracteristico olor a limon, cuyos principales
componentes son Geranial, Neral y Limoneno [6]. Por
sus caracteristicas y propiedades, éste ha sido utili-
zado como estomaquico, digestivo, antiespasmadico,
ansiolitico, antioxidante, antidepresivo, expectorante,
carminativo, antiestresante, diurético y en tratamientos
de hipertension arterial [7, 8, 9, 10].

En la actualidad, el AE de A. triphylla es obtenido prin-
cipalmente por extraccion mediante arrastre con vapor
a partir de hojas de plantas silvestres y cultivadas en
campo. La concentracion de AE en partes aéreas de
la planta, al igual que en la mayoria de plantas aro-
maticas, oscila entre 0,2 y 1% en peso, de acuerdo
a las condiciones medioambientales, estado de desa-
rrollo de la planta, época del afo y genotipo utilizado
[11, 12, 13]. La demanda creciente e insatisfecha de
los metabolitos que son sintetizados por esta planta
ha generado su sobreexplotacion, y en paises como
Paraguay, Chile e Italia, ha conducido hacia el estable-
cimiento de grandes cultivos [6].

Debido al escaso o nulo poder germinativo de sus
semillas, la multiplicacion de A. triphylla es, normal-
mente de tipo vegetativo, mediante esquejes, acodos
0 division de pies [14]. Sin embargo, estos procesos

dades de hojas para la extraccion del AE puede ver-
se muy limitada. En este sentido, toma importancia
la busqueda de alternativas benéficas, confiables y
seguras para la propagacion de esta planta aromatica
y la produccion de sus metabolitos bajo condiciones
controladas [15, 16].

Como primera aproximacion al establecimiento de cul-
tivos In vitro de A. triphylia, el objetivo de esta investi-
gacion consistio en identificar un protocolo adecuado
para la desinfeccion de explantes de A. triphylla, etapa
previa y necesaria para la produccion de plantulas e in-
duccion de callogénesis. Los resultados obtenidos ser-
virdn como soporte para la posterior evaluacion de la
produccion /n vitro de plantas de A. triphylla y |a carac-
terizacion, composicion y calidad de sus AEs respecto
al aceite producido por plantas cultivadas en campo.

METODO
Material vegetal y explantes

Las plantas de A. triphylla fueron obtenidas en el vive-
ro “Tierra Negra” del municipio de Medellin, Antioquia,
Colombia, y mantenidas bajo condicion de inverna-
dero en la Institucion Universitaria Colegio Mayor de
Antioquia. Inicialmente, se realizo una unica aspersion,
en suelo y parte foliar de las plantas, con solucion
acuosa del fungicida sistémico Fosetal 80WP al 0,1%
p/v. Durante cada dos dias, y por un periodo de 16
dias, fueron realizadas aspersiones con una solucion
de Benomil 50 WP al 2% p/v. Para el establecimiento
del cultivo /n vitro, se utilizaron como explantes hojas
jovenes, sanas y, sin dafio mecanico aparente. Los
explantes fueron cortados con materiales previamente
autoclavados vy transportados al laboratorio en reci-
pientes estériles.

Preparacion del medio de cultivo

Se utilizo el Medio Basal MS [17] suplementado con
30 g/L de sacarosa y gelificado con 3 g/L de Phytagel.
El pH del medio fue ajustado a 5,8 con NaOH 0,1 Ny
HCI 0,1 N, antes de esterilizar, y autoclavado a 121°C
por 15 minutos.

Desinfeccion del material vegetal

Se evaluaron nueve (9) protocolos de desinfeccion.
Antes de realizar cada protocolo de desinfeccion, el
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material vegetal fue prelavado mediante inmersion en
una solucion 1:200 de detergente anionico comercial
en agua destilada estéril durante un (1) minuto. Pos-
teriormente, se realizaron tres lavados con una solu-
Cion de &cido ascorbico en agua destilada estéril (0,05
mg/L) para prevenir la oxidacion de los explantes.

Protocolo 1. Los explantes se sumergieron en seis (6)
soluciones diferentes: 1. NaClO al 1%, un (1) minuto.
2. Etanol al 70%, 30 segundos. 4. Agua destilada es-
téril con 2 gotas de Tween80, un (1) minuto. 5. Agua
destilada estéril con 1 gota de Tween 80, un (1) minu-
to. 6. Agua destilada estéril con fungicida Benomil 2
g/L y bactericida Gentamicina 2 ppm, un (1) minuto.
Luego de cada inmersion, los explantes fueron lavados
tres (3) veces con una solucion de acido ascorbico 2
ppm en agua destilada estéril.

Protocolo 2. Propuesto por Marulanda e Isaza (2004)
[18], con algunas modificaciones. Los explantes se
sumergieron en tres (3) soluciones diferentes: 1. Eta-
nol al 70%, un (1) minuto. 2. NaCIO al 1%, 15 minutos.
3. NaClO al 0,5%, 10 minutos. Luego de cada inmer-
sion, los explantes fueron lavados tres (3) veces con
agua destilada estéril.

Protocolo 3. Propuesto por El-Hawary y colaborado-
res (2012) [15]. Los explantes fueron sumergidos en
una solucion de HgCl, al 0,2% p/v durante 5 minutos.
Posteriormente, los explantes fueron lavados tres (3)
veces con agua destilada estéril.

Protocolos 4 al 9. Propuesto por Ramirez y colabora-
dores (2002) [19], con algunas modificaciones. Los
explantes fueron tratados con diferentes concentracio-
nes de NaClO a tiempos de exposicion diferente (cua-
dro 1). Finalmente, los explantes fueron lavados tres
(3) veces con agua destilada estéril.

Cuadro 1. Protocolos de desinfeccion cuatro (4) a nueve (9).

NaCl0 Tiempo
Protocolo (%p/v) (minp)
4 0,5 5
5 0,5 10
6 1,0 5
7 1,0 10
8 1,5 5
9 1,5 10

Luego de efectuado el protocolo de desinfeccion, los
explantes fueron sembrados en Medio Basal MS y
mantenidos a 25°C bajo condiciones de fotoperiodo
(12 horas luz, 12 horas oscuridad) durante 30 dias.

Analisis estadistico para el protocolo de
desinfeccion

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante
analisis de varianza (ANOVA) utilizando el programa
Statgraphics Centurion XV.I para un diseno estadis-
tico por bloques aleatorizados. Como variable in-
dependiente se definio el protocolo de desinfeccion
(tratamiento) y como variables respuesta se esta-
blecieron el nimero de explantes muertos, viables y
contaminados. Cada tratamiento conto con 30 unida-
des experimentales y con una repeticion en el tiem-
po. La diferencia de medias entre tratamientos fue
analizadas mediante la prueba de Tukey con un nivel
de significancia del 5% (P<0,05).

Callogénesis

Se utilizaron hojas como explantes. Los dos (2) pro-
tocolos de desinfeccion que mostraron mejores re-
sultados fueron utilizados en esta etapa. La composi-
cion del medio de cultivo fue el descrito en la seccion
2.2, suplementado con diferentes concentraciones y
combinaciones de dcido naftalenacético (ANA) y de
6-bencilaminopurina (BAP) (cuadro 2). Los explantes
fueron mantenidos a 25°C y se evaluaron dos (2) con-
diciones luminicas. El andlisis de los datos se baso en
un disefio factorial completamente aleatorizado con 20
réplicas por tratamiento y una repeticion en el tiempo.

Cuadro 2. Factores y niveles del disefio factorial en los ensayos de
Callogénesis.

Factor Niveles
Protocolo Protocolo 21
desinfeccion Protocolo 31
., |4 mg/L BAP + 0 mg/L ANA2

ﬁg?&iﬁ;ﬁc'on 2 mg/L BAP + 0 mg/L ANA

2 mg/L BAP + 1 mg/L ANA
Condiciones Fotoperiodo 12h/12h
luminicas Oscuridad 24 h

"Corresponden a los protocolos que arrojaron los mejores resultados
en la etapa de desinfeccion.

2[21]
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Establecimiento /n vitro de plantulas

Se utilizaron como explantes segmentos nodales. Al
igual que en el proceso de induccion de callos, se
utilizaron dos (2) protocolos de desinfeccion. Como
inductores de crecimiento se evaluaron diferentes
concentraciones de benziladenina (BA) (0,0; 1,0; 2,0;
3,0; y 4,0 mg/L) [20, 21]. Los explantes fueron man-
tenidos a 25°C y condiciones de fotoperiodo 12 h/12
h luz-oscuridad. El andlisis de los datos se basé en
un disefio factorial completamente aleatorizado con 20
réplicas por tratamiento y una repeticion en el tiempo.

RESULTADOS
Protocolo de desinfeccion

Los mayores porcentajes de contaminacion obtenidos
(94,4 = 51,778 =10,2; 76,7 = 3,3; 60,0 = 6,7
y 70,0 = 6,7) correspondieron a los tratamientos en
que se utilizé NaClO como Unico agente desinfectante
(Protocolos 4 a 8, respectivamente) (Fig. 1). En ge-
neral, al incrementar la concentracion de hipoclorito
de sodio y el tiempo de exposicion, el numero de ex-
plantes contaminados disminuyd. Sin embargo, esto
se tradujo en un incremento del numero de explantes
muertos. Con el protocolo 9, se logro reducir 1a con-
taminacion a un nivel aceptable del 26 = 3,5%. No
obstante, la mortalidad causada por este tratamiento
(58,9 = 5,1%) superd en mas de dos (2) veces la ob-
tenida en los tratamientos que solo emplearon NaClO

Figura 1. Resultados protocolos de desinfeccion para explantes de A.
triphylla.
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como agente desinfectante. Esto puede ser atribuido al
elevado grado de oxidacion de los explantes generado
por la alta concentracion de NaClO (1,5%) y el mayor
tiempo de exposicion del explante (10 min).

Los mejores resultados fueron obtenidos con los pro-
tocolos 1, 2 'y 3 con porcentajes de contaminacion del
211 +6,9; 144 =51y 10,0 = 3,3%, respectiva-
mente. Los resultados obtenidos en los tratamientos 1
y 2 evidencian que la combinacion de NaClO y Etanol
al 70% presentan una gran alternativa en la desinfec-
cion de explantes [24]. No obstante, el alto grado de
manipulacion de explantes (Protocolo 1) y el alto tiem-
po de exposicion a las soluciones utilizadas (Protocolo
2), favorecio la oxidacion incrementando el nimero
de explantes muertos (51,1 = 8,4 y 33,3 = 6,7%,
respectivamente). Aunque en términos de viabilidad,
los resultados obtenidos con los tratamientos 1y 2
no indicaron diferencia estadistica significativa, el alto
grado de oxidacion de los explantes generado por el
tratamiento 1 podria afectar considerablemente la ob-
tencion de cultivos In vitro de A. triphylla.

El Protocolo 3 mostr6 los mejores resultados en tér-
minos de viabilidad, contaminacion y mortalidad. Los
resultados obtenidos en esta investigacion, muestran
niveles de contaminacion inferiores (<15%) a los re-
portados por El-Hawary y colaboradores (2012). Esto
indica que la utilizacion del cloruro de mercurio (HgCl,)
como agente desinfectante constituye un método sim-
ple, rapido y eficaz para la obtencion de explantes via-
bles y libres de contaminacion (>80%). Sin embargo,
su utilizacion continda siendo polémica por su alta
toxicidad y elevado nivel de contaminacion ambiental.

Figura 2. Resultados de Callogénesis utilizando el Protocolo 2
de desinfeccion. Letras diferentes indican diferencia estadistica
significativa para un nivel de significancia del 5% (Test de Tukey).
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Figura 3. Resultados de Callogénesis utilizando el Protocolo 3
de desinfeccion. Letras diferentes indican diferencia estadistica
significativa para un nivel de significancia del 5% (Test de Tukey).
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Las figuras 2 y 3 muestran los resultados obtenidos
para cada uno de los tratamientos utilizados para el es-
tablecimiento de callos /n vitro. 4 mg/L de BAP favore-
cid la induccion y desarrollo de células indiferenciadas
para la especie A. triphylla. Con esta concentracion, el
brote de callos se registro en mas del 35% (Protoco-
lo 2) y 60% (Protocolo 3) de los explantes utilizados.
Sin importar las condiciones de luminosidad que se
emplearon en esta investigacion, se encontraron dife-
rencias significativas (p<0,05) en el nimero de callos
generados al emplear este tratamiento con respecto a
aquellos en los que se utilizo BAP 2 mg/L y la combi-
nacion de hormonas BAP 2 mg/L y ANA 1 mg/L.

En general, el nimero de callos obtenidos en cada uno
de los tratamientos utilizados fue menor al emplear el
protocolo 2 de desinfeccion. Aunque en este aspecto
se obtuvieron diferencias estadisticas significativas
respecto a aquellos en los que se utilizo el protocolo

3, cabe anotar que el porcentaje de explantes muertos
fue mayor en el primer caso (datos no mostrados). Sin
embargo, de acuerdo con los resultados obtenidos,
puede afirmarse que la mejor combinacion en térmi-
nos de callogénesis, consistio en emplear el protocolo
de desinfeccion con HgCl, y una concentracion de 4
mg/L de BAP En este caso especifico, la induccion
de callos es favorecida en un ambiente de oscuridad
permanente. lgualmente, al utilizar el protocolo 2 de
desinfeccion, con medio suplementado con 4 mg/L de
BAP y bajo condiciones de oscuridad, se observo apa-
ricion de callos en un muy alto porcentaje de explantes
(60,0 = 4,5 %).

Establecimiento del cultivo /n vitro de plantulas de
A. triphylia

Los datos obtenidos se muestran en la cuadro 3. En
todas las concentraciones de BA evaluadas en esta in-
vestigacion, incluso en el control (sin BA), se observo
formacion de brotes y raices. Con una concentracion
de 2,0 mg/L de BA, se logro inducir la formacion de
brotes en un 86,3 = 6,7% de los explantes, generar
un alto nimero de brotes por explante (7,8+0,8) y
una alta longitud de sus raices (8,3=1,6 cm). Aunque
los resultados obtenidos con concentraciones de 2,0
y 3,0 mg/L de BA, no mostraron diferencia estadistica
significativa, la utilizacion de una menor cantidad de
hormona favorece la economia del proceso de produc-
cion de callos.

Si bien, esta investigacion representa una fase inicial del
establecimiento de cultivos In vitro de A. triphylla, los re-
sultados indican alta probabilidad de éxito en el proceso
de micropropagacion de esta especie. En general, los
porcentajes obtenidos en términos de desinfeccion, in-
duccion de callogénesis y obtencion de plantulas se en-

Cuadro 3. Resultados obtenidos en el procesos de establecimiento de plantulas a nivel /n vitro.

Concentracion Explantes Media ng:tlz d Media LoMnZ(:':: d
BA con brotes Brotes/ : raices/ -
(mg/L) (%) Explante it explante raiz
(cm) (cm)
0,0 18,5 + 4,2a 3,9 +1,8a 41 + 0,6a 1,5+ 0,3a 1,4 +0,2a
1,0 32,3 +1,2b 53 = 0,52 7,9 = 1,6b 3,3 = 0,5b 2,3 = 0,5b
2,0 86,3 = 6,7¢C 7,8 = 0,8b 8,3 = 1,6bc 5,5 =+ 0,6¢ 3,1 = 0,5bcd
3,0 68,8 = 10,2d 7,5 = 0,6b 8,4 = 0,7c 53 = 0,5¢ 2,8 = 0,4cd
4,0 23,3 +10,2ab |47 =0,7¢c 6,0 = 1,0d 5,1+ 0,6d 2,9 = 0,4d

"Valor promedio de la medida con mayor longitud para cada explante. Letras diferentes en una columna indican diferencia estadistica
significativa para un nivel de significancia del 5%
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cuentran por encima del 70%. Un resultado comparable
con los niveles obtenidos en investigaciones realizadas
con ésta y otras especies aromaticas y medicinales [15,
18,19, 22, 23, 24, 25, 26, 27].

Sin embargo, ain deben realizarse estudios que per-
mitan determinar la viabilidad técnica y econémica
de extraer el AE de A. triphylla a partir de cultivos de
células indiferenciadas o plantulas cultivadas /In vitro.
Algunos trabajos publicados indican que es posible,
en términos de rendimiento, calidad y actividad, me-
jorar la efectividad de obtencion de AEs utilizando las
técnicas de cultivo In vitro [23, 27, 28] e incrementar
la velocidad de produccion de explantes que han sido
establecidos previamente /n vitro respecto a aquellos
colectados directamente en campo [26]. No obstante,
en el caso de organogénesis u obtencion de plantu-
las a partir de células indiferenciadas (callos) existe
la posibilidad de variabilidad genética. Esto exige la
realizacion de estudios para determinar la uniformidad
en la composicion del AE obtenido a través de callos o
plantas regeneradas a partir de callos. Es preciso ano-
tar que la composicion fitoquimica de un AE determina
su efectividad, y ésta es fuertemente dependiente del
genotipo utilizado, de las condiciones del cultivo y del
método de extraccion empleado [23, 29, 30, 31, 32].

CONCLUSIONES

Para la desinfeccion de explantes, los mejores resul-
tados fueron obtenidos con HgCl, al 0,2% con me-
nos de un 20% de contaminacion. La combinacion
de etanol e hipoclorito de sodio permitié niveles de
contaminacion inferiores al 50% mostrandose como
una alternativa viable para la especie A. triphylla. Sin
embargo, el uso de este protocolo afecto la obten-
cion de callos por ser un procedimiento que exige
alta manipulacion de los explantes y utilizacion de
sustancias que favorecen su oxidacion.

En el proceso de induccion de callogénesis, el trata-
miento que generd mejores resultados fue la adicion
al medio de BAP a una concentracion de 4 mg/L. Bajo
estas condiciones se lograron obtener callos a par-
tir de mas de un 70% de los explantes. Igualmente, la
generacion de callos a partir de hojas jovenes de A.
triphylla bajo condiciones de oscuridad incrementd en
30% respecto al porcentaje obtenido bajo condiciones
de fotoperiodo.

Una concentracion de 2,0 mg/L de BA, permitio la
generacion In vitro de plantas de A. triphylla con for-
macion de brotes en el 86,3 + 6,7% de los casos
con una media de 7,8 = 0,8 brotes y 5,5 = 0,6 rai-
ces por explante.
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