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RESUMEN

Como parte de la investigacion que bus-
ca contribuir al estudio de los mecanismos
de defensa que operan en la interaccion cla-
vel (Dianthus carvophyllus 1..) - Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi, se evalud la pro-
duccion in vitre de metabolitos secundarios
asociados con resistencia del clavel. Para
ello se usaron cultivos de células en suspen-
sion de variedades de clavel resistente (var.
Candy) y susceptible (var. Rosana), elicita-
das durante 3 y 15 dias con dos elicitores
bidticos, acido fusdrico y filtrado de medio
de cultivo del hongo.

El control de los metabolitos produci-
dos en estas condiciones se efectud por
RP-HPLC, estableciéndose que los ex-
tractos acetonicos obtenidos a partir de
las células. cultivadas in vitro contienen
una cantidad minima de metabolitos (ma-
ximo 5 picos en HPLC) si se comparan
con los obtenidos a partir de raices de
plantas de clavel cultivadas en condicio-

nes naturales, en los que se detectaron
como minimo 30 componentes. Tampoco
el extracto obtenido del medio extracelu-
lar mostré un perfil cromatogréfico simi-
lar al de las raices, aunque se encontrod
gue €ste contiene mayor nimero de com-
ponentes que las células. No se observé
accion notable de los elicitores en el senti-
do de la produccion de fitoalexinas o del
aumento de los metabolitos preformados.

Los resuliados indican que en las con-
diciones de cultivo y elicitacion in vitro
ensayadas no es posible obtener de forma
masiva los metabolitos asociados con la
resistencia del clavel al patdgeno causan-
te 'del marchitamiento vascular.

ABSTRACT

The in virro production of secondary
metabolites, probably related to carnation
resistance mechanisms, was investigated
using culture cells suspension of two carna-
tion cultivars, resistant (Candy) and sus-
ceptible (Rosana) to Fusarium oxysporum
f. sp. dianthi, respectively. The cell cultu-
res were elicited during three and fifteen
days with two biotic elicitors, fusaric acid
and Fusarium culture filtrate. The metabo-
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lites were monitored by RP-HPLC and
the results revealed that the acetonic ex-
tracts obtained from in vitro ceélls have a
minimum amount of compounds (no more
than five peaks in HPLC), in contrast with
the natural root’s acetonic extracts which
showed at least thirty peaks.

Although in the extracellular liquid
medium was detected a greater number of
metabolités, neither this HPLC profile
was similar to the observed for natural
roots’ extracts. The assayed elicitors
didn’t produce phytoalexins accumula-
tion or significative increase of prefor-
med metabolites. So, the results indicate
that, with the experimental conditions re-
ported here, is not possible to obtain the
related with resistance compounds for
this plant-pathogen model.

INTRODUCCION

El uso de cultivos celulares prove-
nientes de tejidos vegetales para la in-
vestigacion de elementos de resistencia
al ataque por patégenos, ha sido un ins-
trumento importante ampliamente utili-
zadoen diversos sentidos (1, 2, 3). Uno
de ellos lo constituye el estudio de la
produccion de metabolitos secundarios
asociados con la tolerancia a agentes
fiingicos o al patégeno mismo. El estu-
dio de la produccion y/o de los cambios
en dichos compuestos requiere metodo-
logias de alta resolucién que permitan
su andlisis a partir de extractos general-
mente de gran complejidad.

A través de estudios in vive usando
segmentos de tallo se ha podido determi-
nar que una parte de la resistencia del cla-
vel (Dianthus caryophyllus L.) al hongo
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Fusarium oxysporum I. sp. dianthi se
debe a la produccion de novo de com-
puestos del tipo diantalexina y diantrami-
das, los coales han mostrado tener pro-
piedades fungitoxicas para este patdgeno
(4. 5, 6). En la raiz, primer punto de con-
tacto de la planta con el hongo, se produ-
ce aumento en ciertos metabolitos prefor-
mados (7), que corresponden sin
embargo a los minoritarios extraidos; por
consiguiente, se presenta mucha dificul-
tad y se requicre gran volumen de mate-
rial vegetal para obtener cantidades ade-
cuadas de éstos para el estudio de su
estructura quimica.

En este trabajo se evalud la posibilidad
de obtener in vitro algunos de los metabo-
litos asociados con la resistencia del cla-
vel, usando para ello cultivos celulares de
clavel tratados con dos elicitores bidticos
fungales, dcido fusdrico y filtrado de me-
dio de cultivo del hongo, v comparando
por HPLC los metabolitos obtenidos por
esta via con los correspondientes a los
producidos en las raices de la planta, cul-
tivada de manera natural.

PARTE EXPERIMENTAL

Material vegetal

Para la obtencion de los cultivos celula-
res de clavel (células en suspension) se uti-
lizaron callos friables de las variedades co-
merciales Candy y Rosana, resistente y
susceptible a Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi, rtespectivamente, suministrados
por la empresa MG Consultores. Para la
obtencion in virre de dichos callos se utili-
zaron como iniciadores explantes de hoja
de clavel romados del cuarto posterior de
hojas jovenes. El cultivo se llevo a cabo
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usando el medio de Murashige y Skoog
(MS), suplementado con hormonas:
2,4-D (1 ppm/litro) y BAP (0,1 ppm/li-
tro) (8, 9), el cual fue renovado mensual-
mente. Los cultivos de células en suspen-
sion fueron obtenidos tomando porciones
de los callos friables asi obtenidos (pro-
porcién aproximada 1 g callo/100 mL
suspension) las cuales fueron suspendidas
en medio liquido preparado asi: MS (4,4
g/L), sacarosa (30 g/L), 2,4-D (1 ppm/L)
y dcido indoldcetico (0,1 ppm/L). La
temperatura del cullivo se mantuvo en
26°C con agitacion continua a 120 rpm.
El medio de cultivo fue renovado por lo
menos cada cuatro semanas y, finalmen-
te, una semana antes de adicionar los eli-
citores. Las hormonas y el medio utiliza-
do fueron marca Sigma.

Elicitacion con elicitores bidticos

Para establecer la cantidad mas apro-
piada de los elicitores que se iban a usar en
el ensayo de induccion de metabolitos, se
tomaron cultivos celulares de la variedad
Candy en un punto Géptimo de crecimiento
(conteo aproximado 10° células/mL) y se
repartieron en frascos esterilizados, de
forma que en cada uno se tuvieron aproxi-
madamente 10 mL de suspension celular,
A ocho frascos se adiciond el elicitor dcido
fusarico 10 mM (dcido 5-butilpicolinico de
Gibberella fujikuroi, Sigma) previamente
microfiltrado a través de membrana con
tamano de poro de 0,22 p. Se usaron las si-
guientes cantidades: [, 10, 100 y 1.000
pL, con sus correspondientes duplicados.
A otros ocho se agrego el elicitor consis-
tente en filtrado de medio de cultivo de Fu-
sarium oxysporum f. sp. dianthi (microfil-
trado a través de membrana de 0.22 p1) en
las cantidades: 10, 100, 500 y 1.000 uL, y

sus duplicados. Los frascos fueron de
nuevo incubados a 26°C y 120 rpm. A
los tres y a los seis dias se realizo a cada
uno de los frascos control de viabilidad de
células y de aumento de su cantidad (me-
dida como altura en el frasco, asi como
por su peso seco). La viabilidad se estimé
a través del conteo del niimero de células
viables observadas en una alicuota de cer-
ca de 100 pL de la suspension celular,
efectuando tincién con azul de trypano al
0,1% en NaCl 0,9%.

Para el ensayo de elicitacion a mayor
escala se usaron volimenes de células en
suspension de ambas variedades de apro-
ximadamente 200 mL a los que se adicio-
naron 2 mL de extracto del hongo y 0,2 mL
de dcido fusdrico 10mM, respectivamente,
realizando duplicados de cada ensayo y
manteniendo los cultivos segin se indico
anleriormenie.

Obtencion de extractos para analisis
por HPLC

Alos 3y 15 dias después de la adicion
de los elicitores a los cultivos celulares
que iban a ser usados para evaluacion de
metabolitos, éstos fueron retirados de in-
cubacion y centrifugados a 18.000 rpm
{4°C) con el fin de separar las células del
medio extracelular. Las primeras fueron
liofilizadas, pesadas y sometidas aextrac-
cién con acetona. segln protocolo esta-
blecido para obrencion de metabolitos se-
cundarios a partir de raices de clavel (7).
Los medios extracelulares fueron someti-
dos a extraccion liguido/liquido usando
acetato de etilo en proporcion 2:1. Des-
pués de (res extracciones sucesivas, los
extractos fueron reunidos, secados con
sulfato de sodio anhidro, evaporados a
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baja temperatura (< 30°C) y redisueltos
en metanol para su andlisis por HPLC.

Anilisis de los extractos por HPLC

El andlisis de los extractos obtenidos a
partir de células y de medio extracelular
fue realizado por HPLC usando un equi-
po Perkin Elmer serie 400, provisto de un
sistema cuaternario de dosificacion de
solventes, un sistema de deteccién UV
LC-95 ajustado a 275 nm y una estacion
de procesamiento de datos Perkin Elmer
3600, Se utilizo una columna Lichrospher
RP-18 (Merck, Darmstadt, Germany) de
250 x 4.6 mm, 5 u y el sistema de elucion
compuesto por HsPOs 0,05% y metanol,
aplicando gradiente de concentracion cre-
ciente en metanol, segiin se describe en
(7). Los solventes usados fueron grado
HPLC (Merck).

Los extractos obtenidos a partir de rai-
ces de plantas de clavel var. Candy, culti-
vadas de manera natural, fueron analiza-
dos empleando las mismas condiciones
descritas anteriormente.

RESULTADOS Y ANALISIS

Determinacion de la cantidad
de los elicitores

Con base en los resultados mostrados en
latabla 1, se escogieron para los ensayos de
elicitacion de las células en los que se iba a
determinar la induccion de metabolitos se-
cundarios, las cantidades de 10 pL de dcido
fusdrico 10 mM y de 100 L de filtrado de
medio de cultivo del hongo, por cada 10 mL
de suspension celular. Con estas cantidades
de elicitores se obtuvieron valores para los
pardametros de control evaluados que en

promedio indican que las células no sufren
mayor impacto en su viabilidad y en su
multiplicacion, con relacién a cantidades
mayores. Se busco, ademds, que fuera una
cantidad suficiente para tratar de garantizar
la elicitacion de las respuestas de defensa,
por lo que tampoco fueron escogidas las
minimas ensayadas, a pesar de que para es-
tos resultados no se encontrd diferencia sig-
nificativa.

Dada la dificultad que se presenta para
reproducir condiciones idénticas en cada
frasco de cultivo, estos parametros fueron
usados como indicadores para compara-
cion, m4s que para caracterizacion. De és-
Los, el peso de las células fue tomado como
especialmente representativo, por ser el
que menos incertidumbre conlleva en su
determinacion. Este parametro disminuyo
significativamente (p = 0,03) cuando se
usaron voltimenes de 1.000 L de los elici-
tores evaluados, por lo que se presume un
efecto nocivo para las células a estos nive-
les de elictacion, Este efecto también se
manifiesta en la medida de la alwra de las
células que mostré valores considerable-
mente menores cuando se usaron eslas can-
tidades de elicitores.

Se obtuvieron ademads variaciones si-
milares en los valores de los parametros
de control a los seis dias a partir de la adi-
cion de los elicitores (tabla 1). Adicional-
mente, no hubo diferencia significativa
entre los valores al comparar los dos
tiempos, aunque a los seis dias se detecto
una notable disminucion del peso de las
células cuando se uso filtrado de medio de
cultivo del hongo, en las cantidades de
500y 1.000 uL.
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Tabla 1. Comparacion del efecto de la adicion de diferentes cantidades de los elicitores
bidticos dcido fusdrico y filtrado de medio de cultivo de Fusarium oxysporum f. sp. dian-

thi, a una suspension de células de clavel.

Parametro de Cantidad de dcido fusdrico Cantidad de filtrado del hongo

control del 10 mM (uL) (uL)

crecimiento |y | 10| 100 | 1000 | 10 | 100 | s00 | 1000
Cél.via* 3 dde 295 267 138 144 302 273 201 201
Peso cél™ 3dde 112.2a|95.9a (96.3a |[76.6b 134a [134.7a|122.8b(92.5b
Alt. cél® 3 dde 1.9a [|19a |[l.6a |l.4b 29a (23a |22a [2.0b
Peso cel. 6 dde 121a [11la [93a |[87D 113a |127a |8lb [73b
Alr. cél. 6 dde 28a |25a |l.7a |[l.6b n.d. 26a (2.2bh [22b

* cél.via: Ntimero de células viables determinadas por coloracion conazul de trypano en una alicuota de

100 pL de la suspension.

: peso en mg de células liofilizadas presentes en aproximadamente 10 mL de suspension celular
“ altura en cm de las células contenidas en aproximadamente 10 mL de suspension (frasco de 1,5 cm de dig-

melro)
dde: dias después de la adicion del-elicitor.

Valores seguidos por letras diferentes son significativamente diferentes entre lineas (p = 0.05).

Analisis de los extractos por HPLC

Los resultados de analizar por RP-
HPLC los extractos de células de clavel y
de medio extracelular, tratados con dcido
fusarico y con filtrado de medio de culti-
vo del hongo, se resumen en la figura [,
en la que se expresan como numero de pi-
cos obtenidos. Como puede verse, el ni-
mero de metabolitos secundarios detecta-
dos en células de clavel obtenidas por
cultivo in vitro (maximo 5 picos en el cro-
matograma) y en los correspondientes
medios extracelulares, es muy inferior al
que se encuentra en las raices de plantas
de clavel cultivadas en condiciones natu-
rales (cerca de 30 componentes separa-
dos, figuras 1 y 2), tanto en la variedad
resistente como en la susceptible. En ge-
neral, los perfiles cromatogrificos obte-
nidos para los extractos de material in vi-

tro fueron muy diferentes de los
correspondientes al material in vive (figu-
ra 2), a pesar de que se usaron idénticas
condiciones de extraccion y andlisis. Esta
notable diferencia indica que con las con-
diciones de cultivo in vitro usadas no es
posible reproducir de manera satisfacto-
ria la actividad metabolica que se presen-
ta en las raices de plantas de clavel, no
siendo entonces esta metodologia una
fuente potencial para la obtencion de can-
tidades masivas de los metabolitos aso-
ciados con resistencia., Aunque son nu-
merosos los esiudios que se han
conducido con éxito usando cultivos de
células en suspension de plantas (10,11)
es un hecho también conocido que la pro-
duccion de los compuestos deseados es
usualmente muy compleja, y que para
cada modelo de interaccion existen condi-
ciones especificas que deben ser cuidado-
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Figura 1. Metabolitos secundarios producidos por cultivo in vitro de células de clavel de
variedades resistente (Candy) y susceptible (Rosana), tratadas por tres dias con dos elici-
tores bidticos, determinados por RP-HPLC tanto en las células como en el medio extra-

celular.
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Figura 2. Comparacion de los perfiles cromatogrificos (HPLC) de extractos de: (a) célu-
las; (b) medio extracelular, provenientes de cultivo in vitro de clavel var. Candy (resistente)
elicitado con filtrado de medio de cultivo del hongo; (c) raices de clavel de plantas. cultiva-
das de manera natural, inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, raza 2.
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samente investigadas y seleccionadas
(12). Esel caso, por ejemplo, de la induc-
cion de fitoalexinas que fue lograda al
usar lineas celulares obtenidas a partir de
flores de clavel, en contraste con lo obte-
nido a partir de lineas celulares de nodos
de clavel, para las que no se produjo nin-
guna induccién, aunque se usaron idénti-
cas condiciones de cultivo (13).

Se determiné ademds que la cantidad de
metabolitos secundarios producidos in vitro
es notablemente mayor en el medio extrace-
lular con relacion a los producidos en las célu-
las para el caso de las dos variedades (figuras
1 y 2). Esto concuerda con lo obtenido en in-
vestigaciones similares (13), en las que se re-
porta la induccion de la acumulacion de fitoa-
lexinas del tipo diantramidas tinicamente en el
medio extracelular y no en las células, al usar
cultivos celulares obtenidos a partir de flores
y elicitados con extractos de paredes celulares
de Phytophtora megasperma f. sp. glvcinea.
Como puede verse en la figura 1, los resulta-

mayor efecto el dcido fusarico. Sin em-
bargo, cabe reiterar que en las células fue
muy bajo el niimero de metabolitos detec-
tados. Ademads, con ninguno de los dos
elicitores usados se observo acumulacion
de novo de compuestos con absorcién al UV,
es decir, no se indujo la acumulacion de fitoa-
lexinas del tipo de las que han sido reportadas
para este modelo (4-6).

Dada la escasa produccion de metabo-
litos secundarios encontrada a los tres
dias de elicitacion, se analizaron también
muestras de cultivos celulares de var. Ro-
sana que permanecieron durante 15 dias
bajo la accion de los elicitores. En vista
de que no se encontro diferencia aprecia-
ble entre los resultados obtenidos por
HPLC, y que, al contrario de lo esperado,
se observé una disminucién notable del
peso de extracto (tabla 2), lo que podria
indicar una disminucion en la actividad
metabdlica por posible toxicidad en las
células, éstos no se presentan aqui.

Tabla 2. Comparacion de los pesos de extractos obtenidos por extraccién de células de
clavel var, Rosana (susceptible) cultivadas in vitre y del medio extracelular, después de

la adicion de dos elicitores bi6ticos

Peso* de extracto Elicitacion con filtrado
obtenido (mg/g Elicitacion con dcido de medio de cultivo
células 0 mL medio fusdrico del hongo Blanco
eutrateinlar 3 dde 15 dde 3dde 15dde | 15 dde
Medio extracelular 0,30 0,26 0,31 0,12 0.19
|
Células 21,60 12.40 21,90 15.60 31,20

dde = dias después de la adicion de los elicitores
*: resultados promedio de dos determinaciones

dos obtenidos con los dos elicitores evaluados
son muy similares, observindose solo alguna
diferencia notable para el caso de las células
de Candy, variedad en la que parece tener

Los resultados de la presente investi-
gacion indican que es necesario profundi-
zar en la busqueda de condiciones de cul-
tiva in vitre, asi como de los elicitores
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adecuados para este modelo planta-pato-
geno, que permitan la obtencion de canti-
dades adecuadas de los compuestos pre-
sentes en las raices y que, segln los
estudios realizados in vive (7), mostraron
relacion con la respuesta de resistencia
del clavel al patogeno causante del mar-
chitamiento vascular.
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