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Desdiferenciaciéon y esterilizacién de los explantes de la
hoja. Se separan las hojas de la planta y se trocean hasta
que queden en pequenas porciones. Se procede a un
lavado de esterilizaciéon que consta de un primer lavado
con agua destilada estéril de 1 a 3 minutos. A continuacién
se procede a un bano de esterilizacion mediante una solu-
cion al 2% de hipoclorito de Na de 3 a 5 minutos. Una vez
acabado este paso, se vuelve a lavar el explante en agua
destilada estéril de 1 a 3 minutos.

La Arnica montana es una planta fane-
rogama, de la familia de las asteraceas,
se distribuye por todo el centro de
Europa y también en parte de la Pe-
ninsula Ibérica, junto a la subespecie
atlantica en climas mas frios. Ya ha sido
utilizada para la obtencion de otros pro-
ductos ya que posee propiedades benefi-
ciosas para la piel tales como hidratacion,
regeneracion de la piel dafiada, antiinflamatorio
natural contra contusiones o hematomas locales y
remedio contra derrames internos entre otras. Tradicio-

nalmente se ha considerado una planta medicinal por todas
sus beneficiosas caracteristicas homeopaticas.

Modelo tedrico del protocolo

A continuacién procedemos con la siembra del explante ya este-
rilizado y previamente secado con papel de filtro. En una placa
de Petri con medio MS solidificado con agar sembramos el ma-
terial vegetal obtenido, asegurandonos de que el material queda
bien adherido a la superficie del medio, pero sin presionarlo de-
masiado para prevenir una posible muerte por anoxia. Las
placas pasan a estar en unas condiciones de 25°C de tempera-
tura y recibiendo 16 horas de luz diarias por parte de tubos fluo-
rescentes de entre 0,5 y 2 W. De esta manera los explantes
siguen nutriéndose. Se dejan reposar 1-3 semanas.

Introduccion

Los cultivos celulares vegetales in vitro pueden ofrecernos sistemas de produc-
cion de una multitud de elementos y principios activos para diversos fines y sa-
lidas comerciales e industriales, tales como la alimentacion, la cosmética, la in-
dustria médica o la farmacéutica, entre muchas otras.

La Arnica montana es una planta realmente interesante desde el punto de vista

comercial, ya que posee varias propiedades relacionadas con el bienestar y la
salud. No obstante los trabajos con helenalina como principio activo estan aun
por desarrollar, en éste nos aproximamos con un enfoque tedrico y un modelo
de protocolo para su extraccion.

El disefio de un cultivo celular en Arnica montana a base de un explante de su
hoja, nos permitirda obtener a mayor escala y con mas facilidad la helenalina,
una lactona sesquiterpénica muy novedosa y con propiedades para tratar pro-
blemas dermatoldgicos.

Centrifugamos a 2.500 r.p.m. durante 5 minutos para separar
los protoplastos del resto de partes del explante las cuales
quedaran en la parte inferior del tubo para sembrarlos a conti-
nuacion.
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Para la extraccidn se utiliza este protocolo. Se ha empleado en la planta Tana-
cetum parthenium para obtener un producto como el nuestro (esencia de par-
tendlida), una lactona sesquiterpénica también con propiedades medicinales
contra la migrafia principalmente. El proceso de extraccion se realiza con éter
en este caso, aunque tambiéen se puede realizar con Acetonitril con alguna va-
riante en los productos usados.

El producto (490g) se extrae con 2 litros de éter en una botella de Winchester
que se mantiene a temperatura ambiente durante 5 dias. El éter se vierte, se
filtra y se evapora al vacio, manteniendo la temperatura por debajo de 40°C. El
residuo se purifica parcialmente por cromatografia en columna para dar la
esencia de partenolida (2,79). A parte de la cromatografia, eluyendo con pe-
trol-etil acetato a 40-60°C en una proporcién 3:2, obtenemos un residuo de
1,459. Este material se disuelve en éter (en aproximadamente 25 ml), se filtra
y se reduce el volumen a 10 ml. Tras 12 horas de reposo los cristales se sepa-
ran por filtracién y se lavan con éter frio (aproximadamente 10 ml) obteniendo
una produccion de 0,74g de esencia de partendlida (ligero tinte verde). La eli-
minacidn del disolvente del filtrado dejé un residuo de 0,60g.

= | a seleccion de un cultivo productivo pasa por la eleccion de la linea celular 6ptima para un mayor crecimiento, y factores como la ingenieria genética, la modificacion de

Una vez transcurrido este tiempo en placa, pasamos a introducir en un medio
RIM de crecimiento en el suelo en una caja durante 3 semanas, donde defini-
tivamente el individuo regenerado sera trasladado al suelo transcurrido el
tiempo en cuestion.

Medio RIM

1X sales de MS

10 g sacarosa

0.5 g acido 2-[N-morfolino]etanesulfénico (MES)
KOH

Agarosa

1 ml vitaminas B5 Gamborg (1000X)

1 ml acido NAA (1000X)

Conclusiones

vias biosintéticas, y la optimizacion de las condiciones de crecimiento.

= E| diseno de un bioreactor adecuado, los protocolos de extraccion 6ptimos y los controles sobre la regulacion genética son claves para obtener un producto comercial de

calidad.

= Los cultivos celulares vegetales son un campo con mucha proyeccion dentro de la fisiologia vegetal, ya que nos ofrecen muchas posibilidades para obtener compuestos
de manera eficaz del metabolismo secundario de las plantas, aunque el principal factor limitante en estos casos suele ser el econémico.
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dose. Se dejan reposar 1-3 semanas.

Medio MS + fitohormonas
Fe-EDTA: Na2EDTA + FeSO4 + 7H20
AUXINAS: NAA, 2.4-Dy IAA

CITOQUININAS: BAP i FFAP y Zeatina.
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