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PRODUCCIQN DE ALOINA EN CALLOS Y HOJAS DE BROTES
DE ZABILA (Aloe vera L.) REGENERADOS in vitro

Angela Matos Acurero'

RESUMEN

Aloe vera L. es actualmente una de las plantas de mayor importancia econdomica y medicinal debido a los metabolitos secundarios
que produce, tales como la aloina, que es utilizada en la industria cosmética y farmacéutica. En este trabajo se cuantificé la
produccion de este compuesto en callos y hojas de brotes regenerados in vitro, cultivados durante 3, 6 y 12 meses, comparandolos
con la produccion en medios controles y plantas silvestres de esta especie. Se utilizo medio Murashige y Skoog (MS)
suplementado con diferentes concentraciones hormonales. La edad del cultivo fue factor importante en la produccion de aloina en
el material estudiado (hojas de brotes regenerados in vitro). Se observd que la produccion de aloina fue muy variable, siendo
mayor en callos basales cultivados en el medio que contenia 0,5 mg-L"' de 2,4-D y 0,1 mgL" de cinetina, con resultados
superiores a los encontrados en los medios controles y en hojas de plantas silvestres. El contenido de aloina en hojas de brotes
regenerados in vitro cultivados en medio MS con 0,5 mg'L"' de 2,4-D y 5 mg-L™" de cinetina, fue menor al de los callos pero
levemente superior al de plantas silvestres. Estos resultados muestran que los cultivos de callos son una fuente importante para la
produccion de metabolitos secundarios en zabila.

Palabras clave adicionales: Metabolitos secundarios, tipo de explante, edad del cultivo

ABSTRACT

Aloin production in calli and leaves of in vitro regenerated shoots of aloe (Aloe vera L.)

Aloe vera L. is currently an important commercial and medicinal plant because it produces secondary metabolites, such as aloin,
which is used in cosmetics and pharmaceuticals. In this research, we quantified the production of this compound in calluses and
leaves of in vitro regenerated shoots, cultured for 3, 6 and 12 months, compared with the content in controls and wild plants. The
Murashige and Skoog medium (MS) supplemented with different hormone levels was used. The age of the cultures was an
important factor for aloin production in the studied material (leaves of in vitro regenerated shoots). The aloin production was
variable, being higher in basal callus grown on medium containing 2,4-D (0.5 mg-L™") and kinetin (0.1 mg-L™"), and higher than
the production observed in control media and wild plant leaves. The aloin content in leaves of in vitro regenerated shoots cultured
in MS supplemented with 2,4-D (0.5 mg.L™") and kinetin (5 mg-L") was lower than that in the callus but slightly higher than in
wild plants. These results show that callus cultures represent a promising source for secondary metabolites production in A. vera.
Additional key words: Secondary metabolites, explant type, culture age

INTRODUCCION con propiedades medicinales y cosméticas
(Ndhlala et al., 2009; Yun et al., 2009) y por su
Aloe vera L. es una planta muy distribuida en uso en la industria alimentaria (Ramachandra y
todo el mundo. La mayoria de los autores sefialan Srinivasa Rao, 2008). Entre estos metabolitos de
su origen en Sudafrica; sin embargo, puede la zabila se encuentra la aloina que es el principal
encontrarse en todo el mundo especialmente en las compuesto fenolico y el componente mayoritario
zonas tropicales y subtropicales (Carpano et al., en las hojas de esta planta (Groom y Reynolds,
2009). 1986), siendo uno de los compuestos que ésta
La zabila es una de las especies de mayor secreta como defensa contra depredadores
importancia econoémica y medicinal actualmente (Esteban et al., 2001).
por la gran cantidad de metabolitos secundarios El cultivo in vitro se ha utilizado para la
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obtencion de compuestos de interés farmacéutico,
agroalimentario e industrial. De hecho, durante
muchos afios, las investigaciones en esta area
demostraron que la producciéon de algunos
compuestos era igual o superior a los de la
planta parental. De esta manera, el empleo de los
cultivos in vitro se convirtid en herramienta
fundamental para la industria, que ha
comercializado los metabolitos obtenidos a partir
de diferentes especies de plantas (Vasconsuelo y
Boland, 2007).

La alta demanda comercial que existe en la
actualidad por la zabila y la expansion de las areas
cultivadas destinadas a satisfacer las exigencias
del mercado han encontrado limitaciones debido a
la carencia de técnicas eficientes de propagacion
tradicional y a la creciente incidencia de
patdogenos que genera cuantiosas pérdidas al
provocar la muerte de plantas adultas en plena
produccion  (Imery, 2006). Ademas, las
plantaciones y explotacion del cultivo se ven
afectadas pues no pueden ser tratadas con
fertilizantes ya que perderian su certificacion para
la exportacioén seguin las normas de la Asociacion
Internacional de la zabila (Pifia-Zambrano, 2005;
Pifia-Zambrano y Chirino, 2008). Asimismo, las
caracteristicas fisioldgicas y genéticas de esta
planta de clima xerofitico, le impiden
desarrollarse en climas templados. Esto ha
impulsado el inicio de programas de cultivos in
vitro con la finalidad de obtener plantas con
mayores volimenes de produccion y obtencion de
metabolitos secundarios in Vvitro con las mismas
propiedades terapéuticas que los producidos por la
planta natural, pero con una alta productividad y
pureza.

Son escasos los estudios sobre la identificacion
y cuantificacion de aloina en cultivos in vitro de
zabila. Trabajos previos acerca de la produccion
de metabolitos secundarios en esta planta y la
utilizacion de elicitores fueron llevados a cabo por
Matos (2005; 2008) y Tablante (2009) quienes
midieron la produccion de compuestos tales como
aloesina, aloina y aloe-emodina. En tal sentido, el
objetivo de este trabajo fue determinar el efecto
del tipo de explante, la edad del cultivo y la
combinacion hormonal sobre el contenido de
aloina en callos y en hojas de brotes regenerados
in vitro de Aloe vera L.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron una serie de medios de cultivo
con distintas concentraciones de reguladores del
crecimiento para evaluar el efecto sobre el
contenido de aloina, tanto en callos como en hojas
de brotes regenerados in vitro, en cultivos con
distintas edades.

Hojas de brotes regenerados in vitro

Para el establecimiento de los cultivos se
siguieron las metodologias de Matos et al. (2000)
y Matos (2005), seleccionando plantas silvestres
sanas, de 10 cm de longitud, colectadas y
mantenidas bajo condiciones naturales en los
jardines del Departamento de Biologia de la
Facultad Experimental de Ciencias de la
Universidad del Zulia, en Maracaibo, Venezuela,
para aislar y obtener las yemas apicales que fueron
utilizadas como explantes. Las yemas fueron
desinfectadas bajo condiciones asépticas en una
solucion de hipoclorito de sodio al 6 %, durante
20 min en constante agitacion. Posteriormente, se
lavaron con agua destilada estéril y se cultivaron
en medios constituidos por las sales de Murashige
y Skoog (MS), 3 % de sacarosa, 100 mg-L" de
acido ascorbico y 0,9 % de agar. El medio se
esteriliz6 en autoclave a 121 °C y 1 atm por 20
min, con pH ajustado a 5,7-5,8. Se colocaron
yemas en medios sin hormonas (MSO0, medio
control) y en otros suplementados con diferentes
combinaciones de reguladores del crecimiento,
denominados MS1, MS2 y MS3 (Cuadro 1).

Cuadro 1. Combinacion de los reguladores de
crecimiento utilizados en los medios de cultivo
para el cultivo de yemas de Aloe vera

Auxinas Citocininas
Medios de cultivo  (mg-L™) (mg'L™")
2,4-D Cinetina
MSO0 (control) - -
MSI1 0,1 5
MS2 0,5 5
MS3 1 5

Las yemas se cultivaron en frascos de vidrio
cerrados (tres yemas por cada frasco) y se
colocaron en un cuarto de cultivo a una
temperatura de 26 £ 1 °C bajo luz continua
fluorescente de 40 umol'm™s™, con subcultivos
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cada 30 dias hasta el momento de la toma de las
muestras. Para ello, se colectaron hojas de brotes
que habian sido cultivados in vitro durante 3, 6 y
12 meses para los analisis de contenido de aloina,
con un total de 72 brotes estudiados. Se colectaron
las hojas mas largas, de aproximadamente la
misma longitud. Todos los analisis se hicieron por
triplicado.

Callos basales

Dado que se forman callos productores de
metabolitos secundarios en la base de los brotes de
A. vera obtenidos mediante cultivo in vitro
(Matos, 2005), las yemas apicales provenientes de
las plantas silvestres fueron cultivadas en medios
MS con las combinaciones hormonales mostradas
en el Cuadro 2. Los callos formados fueron
aislados y transferidos a frascos de cultivo con el
mismo medio MS y combinaciones hormonales
donde crecieron los brotes. De los medios
descritos en el Cuadro 2, sélo aquellos con
1 mg'L" de 2,4-Dy 5 mg'L" de BA (medio CB3)
y 0,5 mgL"' de 2,4-D mas 0,1 mg-L" de cinetina
(medio CB4) produjeron suficiente cantidad de
callo para llevar a cabo los analisis. Los callos se
colocaron en frascos con 25 mL de medio a 26 + 1
°C bajo las mismas condiciones antes descritas y
fueron transferidos a medio fresco cada 30 dias;
después del cuarto subcultivo, los callos se
colectaron para los analisis de produccion de
aloina.

Cuadro 2. Combinacion de los reguladores de
crecimiento utilizados en los medios de cultivo
para el cultivo de callos basales (CB) y callos
obtenidos a partir de hojas silvestres (CH) de
Aloe vera

Medios d Auxinas Citocininas
St ) i)
24-D  AIA BA Cinetina
CBl1 0,1 - 5 -
CB2 0,5 - 5 -
CB3 1,0 - 5 -
CB4 0,5 - - 0,1
CB5 0,5 - - 0,5
CB6 0,5 - - 1,0
CHI1 1,0 - 5 -
CH2 - 1,0 5 -

Callos obtenidos a partir de hojas

Se lavaron y esterilizaron con hipoclorito de
sodio al 10 % durante 20 min hojas de 10 cm de
longitud de plantas silvestres de A. vera y se
cortaron en piezas de 15-20 mm® bajo condiciones
asépticas. Los fragmentos de hojas (explantes) se
cultivaron en medios diferentes suplementados
con auxinas (2,4-D y AIA) y citocininas (BA y
cinetina) en varias combinaciones (Cuadro 2). Se
cultivaron cuatro explantes por cada frasco y 10
frascos por cada medio, pasandolos a medio fresco
cada 30 dias. Después del cuarto subcultivo, los
callos se colectaron para los analisis de
produccion de aloina. La mayoria de estos callos
fueron pequefios, compactos (no friables), lo que
dificulté su posterior procesamiento y la mayoria
no sobrevivid por ennegrecimiento del medio y
necrosis del tejido; por ello, en este trabajo so6lo se
presentan los resultados de los callos que
crecieron en los medios identificados como CH1 y
CH2 (Cuadro 2), donde se formaron callos
friables, en suficiente cantidad para llevar a cabo
los analisis.

El proceso de extraccion y andlisis del
contenido de aloina se llevd a cabo por triplicado
siguiendo el protocolo descrito por Park et al.
(1998) en las muestras tanto de hojas de plantas
silvestres como en callos y hojas de los brotes
regenerados in vitro.

El analisis de los extractos etanolicos del
compuesto estandar y de las muestras se llevo a
cabo mediante separacion por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), en un sistema
Agilent 1100, del Laboratorio de Tecnologia de
Alimentos del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias del estado Zulia. Los resultados se
evaluaron mediante analisis de varianza y prueba
de medias de Tukey utilizando el programa SPSS
v.17.

RESULTADOS

La curva de calibracion para la deteccion de la
aloina fue lineal, y mostrdé que el limite fue de
0,05 mgmL™" con un tiempo de retencion de
42,494 min (Figura 1A). Dado que la aloina se
presenta en sus dos isoformas: aloina A y aloina
B, tal como se ha descrito con anterioridad
(Manitto et al., 1990), para su cuantificacion se
sumaron los resultados obtenidos en cada pico, y
asi obtener el valor total de aloina presente en el
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extracto. Al comparar los cromatogramas y
tiempos de retencion de los extractos de hojas
silvestres con los resultados obtenidos al inyectar
el compuesto estandar de aloina, se puede deducir
que los picos la y 1b corresponden a los de la
aloina A y B, respectivamente (Figura 1B).
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Figura 1. A. Cromatograma de la solucion del
compuesto estandar de aloina (Sigma, 97 %).
B. Cromatograma del extracto etanolico de
hojas de plantas silvestres de Aloe vera. la:

aloina A, 1b: aloina B

Produccion de aloina en hojas de brotes
regenerados in vitro

En la Figura 2 se observa que la produccion de
aloina no varié con la edad en hojas de brotes
crecidos en medio control, pero disminuy6 con la
edad (P<0,05) en MS2 y MS3. En todos los casos,
el contenido promedio de aloina en el control
(13,008 pg'g") fue menor al compararlo con el
observado en hojas de plantas silvestres, donde se
encontrd un valor de 15,073 pg-g” de peso seco.

En el medio MS1 el contenido de aloina en
hojas de brotes cultivados durante 3 y 12 meses
fue mayor al observado en hojas silvestres. La
produccion a la edad de 12 meses (17,716 pg-g™)
fue superior (P<0,05) que a los 3 meses (16,448
pg'g’). En ambos casos, el promedio de
produccion de aloina fue mayor que la del medio
control sin hormonas (MSO0).
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Figura 2. Contenido de aloina en hojas de brotes
de Aloe vera regenerados in vitro con respecto
a la edad del cultivo en medio control sin
hormonas (MS0), medio MS1 (0,1 mgL"
2,4-Dy 5 mg-L" de cinetina), MS2 (0,5 mg-L"
2,4-Dy 5 mg-L" cinetina) y medio MS3 (con 1
mg-L"' 2,4-D y 5 mg'L" cinetina). Cada barra
representa el promedio de tres repeticiones
+ desviacion estandar. Letras distintas indican
diferencias significativas segun la prueba de
Tukey (P<0,05).

En el medio MS2 los promedios encontrados
fueron inferiores a los obtenidos tanto en el medio
control como en las hojas de plantas silvestres
(Figura 2). Por su parte, en el medio MS3 se
observo que la produccion fue disminuyendo a
medida que aumentaba la edad del cultivo; el
contenido en hojas de brotes cultivados durante 3
y 6 meses se incrementd entre 20 y 24 % por
encima de lo observado en el medio control.

La edad de los cultivos tuvo efecto
significativo sobre la producciéon de aloina; el
medio mas apropiado para la produccion del
metabolito resultdé ser el MS1, especialmente en
hojas de brotes mantenidos in vitro durante 12
meses.

Produccion de aloina en callos

La produccion de aloina en el material in vitro
(callos) fue variable, en concordancia con el tipo
de explante y la combinacion hormonal (Figura 3).
Los mejores medios para la produccion de aloina
en callos basales fueron CB4 y CB3. El contenido
de aloina de estos dos medios fue un poco mas del
doble de lo encontrado en hojas de plantas
silvestres; especificamente, en CB4 el contenido
de aloina fue 2,8 veces superior y en CB3 el valor
fue 2,3 veces superior.

En los callos obtenidos a partir de hojas de
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plantas silvestres (Figura 3), el contenido de
aloina fue bajo con ambos medios (CH1 y CH2),
encontrandose diferencias (P<0,05) al compararlo
con los callos basales. No hubo diferencias con
hojas de plantas silvestres. El contenido mas alto
de aloina se obtuvo con el medio CHI, con un
promedio de 14,37 pug-g” de peso seco.
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Figura 3. Contenido de aloina en hojas de plantas
silvestres de Aloe vera, y en callos basales
cultivados en medio CB3 (1 mg'L' 24-Dy 5
mgL"! BA) y CB4 (0,5 mgL" 2,4-D y 0,1
mg-L" cinetina), callos obtenidos de hojas de
plantas silvestres en medio CHI (1 mg-L™" 2,4-
Dy5mgL'BA)y CH2 (1 mgL' AIAy 5
mg-L" BA). Cada barra representa el promedio
de tres repeticiones + desviacion estandar.
Letras distintas indican diferencias significativas
seglin la prueba de Tukey (P<0,05)

DISCUSION

En este trabajo pudieron observarse
variaciones cualitativas y cuantitativas en los
cromatogramas analizados, tanto en hojas de
plantas silvestres como en el material in vitro
analizado, debido principalmente a que los
compuestos fenolicos, como la aloina, se
sintetizan a través de rutas metabdlicas complejas,
muy susceptibles a las influencias ambientales, lo
que provoca variaciones importantes, y por ello su
produccion depende, ademas de la edad y tipo de
explante, de la composicion del medio de cultivo
y otros factores ambientales (Yan et al., 2009).
Por tanto es indispensable la reduccion de las
variaciones ambientales en la mayor medida
posible, para lo cual los sistemas de cultivo in
Vitro representan una herramienta de gran utilidad

mediante el uso de medios nutritivos de
composicion definida y el mantenimiento de los
cultivos en condiciones de luz, temperatura y
humedad muy semejantes.

No obstante, a pesar de la homogeneidad del
sistema in Vvitro, persisten fuentes de variacion
dificiles de controlar, como las diferencias en la
respuesta de unos brotes a otros y de unos
subcultivos a otros. De hecho, segin Botes et al.
(2008), la fitoquimica de Aloe es muy susceptible
debido a las variaciones inter-especificas y
condiciones de clima y suelo. Incluso, dentro de
un mismo brote, el contenido de un determinado
compuesto puede variar dependiendo del tipo de
tejido y de la zona que se seleccione como
muestra (Gutterman y Chauser-Volfson, 2000). En
este sentido, se considera que en el presente
trabajo, las principales fuentes de variacion del
contenido de aloina han estado relacionadas con la
edad de los cultivos, el tipo del material y las
diferentes combinaciones hormonales.

Se demostrd que la adicion de reguladores al
medio de cultivo no es necesaria para la
produccion de  determinados  metabolitos
secundarios, ya que en el medio MSO0, sin
hormonas, también se sintetizO aloina; sin
embargo, los reguladores son necesarios para
incrementar su produccion.

El contenido de aloina fue muy variable,
dependiendo del tipo del explante, de la edad
del cultivo y de la combinacion hormonal
utilizada. Por ejemplo, las producciones mas
altas de aloina en hojas se obtuvieron en brotes
que se cultivaron en medio MS1 durante 3 y 12
meses. En callos, el contenido fue 2,4 veces
mayor al encontrado en hojas, especialmente en
callos basales cultivados en el medio CB4. Es
posible que los altos valores de aloina encontrados
en los cultivos de callos se deban a la presencia en
éstos de células indiferenciadas y en constante
division, lo que podria incrementar la produccion
de un determinado compuesto (Pasqua et al.,
2003).

El contenido de compuestos fenolicos esta
relacionado con la edad de los cultivos y se ha
encontrado que el contenido de metabolitos
secundarios disminuye al aumentar la edad de los
tejidos y/o cultivos (Nadeem et al., 2002;
Henriques et al., 2004). Sin embargo, también ha
habido efectos contrarios (Garcia et al., 1981). Los
resultados aqui presentados indican que en el
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material estudiado de Aloe vera, con diferentes
edades, la sintesis y acumulaciéon de aloina fue
muy variable; por ejemplo en el medio MS1 se
encontraron valores altos y muy cercanos en hojas
de cultivos de 3 y 12 meses, pero inferiores en
cultivos de 6 meses. Estas variaciones podrian ser
debidas a la existencia de factores endogenos que
entran en juego en el proceso de sintesis de un
metabolito secundario relacionados con el estado
fisiologico del material estudiado en los distintos
estadios de desarrollo de los cultivos junto con la
capacidad de respuesta del explante ante
reguladores de crecimiento suministrados de
forma exdgena.

Algunos reguladores del crecimiento pueden
influir en la produccion de un determinado
metabolito secundario (Bourgaud et al., 2001;
Zhao et al., 2001), estimulando (Lucchesini et al.,
2009) o inhibiendo (Massot et al., 2000) la
produccion de éste. Asimismo, parece existir mas
de una combinacion hormonal adecuada para la
produccion de un determinado compuesto
secundario, lo que explicaria por qué el mismo
compuesto se produce en mayor cantidad con
diferentes combinaciones hormonales; por
ejemplo, en un estudio anterior, las mejores
respuestas en callos basales se obtuvieron al
utilizar 2,4-D y BA (Matos, 2008), mientras que
en el presente estudio, el contenido de aloina tanto
en hojas como en callos fue variable con las
diferentes combinaciones de reguladores de
crecimiento y mayor en los medios que contenian
2,4-D con cinetina y BA.

CONCLUSIONES

La edad de los cultivos mostro ser un factor
importante para la produccion de aloina en las
hojas de los brotes de A. vera regenerados in vitro.

La adicion de reguladores al medio de cultivo
no resultd necesaria para la sintesis de este
metabolito, aunque si lo fue para incrementar su
produccion.

El andlisis conjunto de las wvariaciones
observadas en el contenido de aloina parece
indicar que el cultivo in vitro, bien sea a través de
la utilizacion de hojas de brotes o de callos, es una
técnica idonea para la produccion de compuestos
fendlicos en Aloe vera. Sin embargo, el uso de
callos permite la obtencioén de dicho compuesto en

mayor cantidad que las hojas de brotes.
Observaciones como éstas podrian servir de base
para posteriores estudios destinados a la
produccion a gran escala de un determinado
metabolito.
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