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RESUMEN

Con el fin de obtener aceites esenciales en dos genotipos de albahaca, Ocimum basilicum var. basilicum (blanca) y var.
purpurascens (morada), se procedi6 a la extraccién de aceite a través de las técnicas de destilacién por arrastre y solvente
organico para callos cultivados in vitro y material vegetal in vivo. Adicionalmente, se evalué la capacidad antibiética de los
aceites esenciales obtenidos. Para la induccién de callos se utilizaron explantes de hojas en expansién e inflorescencias
inmaduras, las cuales se cultivaron en medio MS con 2 y 4 mg/L. de Tidiazuron (TDZ). El fenotipo blanco produjo mayor
nimero de callos en el medio con 4 mg/LL de TDZ, mientras que para la variedad morada no se observaron diferencias en
ambas concentraciones de TDZ.. Se observaron estructuras secretoras mediante microscopia 6ptica y electrénica de barrido.
Las secciones in vivo mostraron una epidermis con sé6lo una capa de células, tricomas no glandulares y glandulares del tipo
capitado y peltado. Los tricomas peltados presentaron una célula apical central dividida en 4 células. En el caliz se
encontraron tricomas peltados distendidos y un gran niimero de no glandulares. En los callos se observaron tejidos epidérmicos
colapsados, células con lipidos en la membrana celular y citoplasma. El aceite extraido presenté aspecto transparente, de
color ligeramente amarillo y de olor aromatico caracteristico. LLa espectrofotometria infrarroja demostré similar composicién
quimica de los aceites esenciales obtenidos in vitro e in vivo, resultando dependiente del genotipo el efecto antibiético de los
aceites esenciales sobre Escherichia coli del tipo gram negativo.
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Obtention of basil (Ocimum basilicum L.) essential oils from in vivo and in vitro
cultured tissue

ABSTRACT

To obtain essential oils in two genotypes of basil Ocimum basilicum var. basilicum (white) and var. purpurascens (purple),
distillation dragging and organic solvent were the methods used oil for extraction for in vitro callus and in vivo material. In
addition, the antibiotic capacity of the essencitial oils was evaluated. Expanded leaves and immature inflorescences were
used as explants for callus induction. They were cultivated in M'S media supplemented with two different concentrations
of Thidiazuron (TDZ), 2 and 4 mg/L.. The white phenotype produced higher number of callus in the media containing
4 mg/LL. TDZ, no statistical difference was observed for the purple variety. Secretory glands were observed by optical
microscopy and electronic scan microscopy. In vivo tissue showed one layer of cells in epidermis, glandular and not glandular
trichomes and capitate and peltate types were observed. The peltate trichomes had apical cells divided in four cells. In the
calyx, distended peltate trichomes and great number of not glandular trichomes were observed. Collapsed epidermal cells
and ol cells were observed in callus tissue specifically in cell membrane and cytoplasm. The o1l was of transparent aspect,
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light yellow color, and characteristic aromatic odor. Similar chemical composition of the essential oils from callus and in vivo

tissue were found by infrared spectrum. The antibiotic capacity of the essential oils on gram negative Escherichia coli

showed that this oil capacity was genotype dependant.

Key words: anatomy, basil, oil, in vitro, in vivo.

INTRODUCCION

Ocimun basilicum L. es un cultivo de importancia
econémica global, con una produccién mundial anual de
100 t de aceites esenciales (Fundacién Exportar, 2006),
sintetizados y almacenados en tricomas glandulares
especializados, ubicados en diversos 6rganos de la planta
(flores, hojas, brotes, tallos y semillas) con una calidad que
depende de factores externos (climaticos y agronémicos) e
internos del cultivo (variedad, edad de la planta y érgano

utilizado) (Werker et al., 1993).

Este cultivo se propaga convencionalmente a través
de semillas (Begun et al., 2000; Mandal et al., 2000).
Sin embargo, la micropropagacién in vitro es un método
eficaz para la multiplicacién rapida de esta especie
aromatica, donde la regeneracién ha sido exitosa, utilizando
para ello diferentes tipos de explantes, tales como:
segmentos nodales, discos de hojas, hojas cotiledonales,
inflorescencias y brotes axilares (Pattnaik y Chand, 1996;
Phippen y Simon, 2000; Begum, 2000, 2002). Son pocos
los trabajos sefialados sobre la aplicacién del cultivo de
tejidos vegetales in vitro para la produccién de aceites
esenciales, lo que hace pensar en la posibilidad de
produccién comercial de éstos los cuales son biosintetizados
en muchas especies vegetales, convirtiendo esta estrategia
biotecnolégica en la mejor herramienta de uso de la
megadiversidad de los recursos vegetales (Robert et al.,

1993; Zapata, 1995; Sahoo et al., 1997).

Con el presente trabajo se planteé obtener un
método eficiente de extraccién de aceites esenciales a partir
de hojas e inflorescencias de plantas cultivadas in vivo y
de callos obtenidos in vitro de dos variedades de albahaca
(O. basilicum L.), asi como también evaluar el efecto
antibiético que presenta este aceite esencial.

MATERIALESY METODOS

La investigacién se llevé a cabo en los Laboratorios
de Cultivo de Tejidos del Centro de Investigaciones en
Biotecnologia Agricola de la Facultad de Agronomia
(FAGRO) de la Universidad Central de Venezuela,
Centro de Microscopia Electrénica de las Facultades de
Veterinaria y Agronomia de esta Universidad y Laboratorio
de Investigacién en Quimica Aplicada de la Universidad
Pedagégica Experimental Libertador “Rafael Escobar
Lara”, Maracay.

Como material vegetal se utilizaron plantas de albahaca
en estado de floracién, cultivadas en el campo experimental
del Instituto de Genética de FAGRO seleccionando los
genotipos: O. basilicum L. var basilicum (genotipo blanco) y
var. purpurascens (genotipo morado). Para los ensayos in
vitro se utilizaron explantes florales (botones inmaduros) y
hojas jévenes en expansion.

El matenal seleccionado se desinfecté en una solucién
jabonosa por 10 min, luego se sumergié en etanol al 70%
por un min y finalmente en una solucién de cloro comercial
al 20% por 7 min con agitacién constante, eliminando el
exceso de cloro con agua destilada estéril.

Induccién de callos

En el caso de los explantes de hojas se utilizé la lamina
media, cortando secciones de aproximadamente | cm? con
parte de la nervadura principal. En las inflorescencias se corté
la parte apical y basal dejando sélo la seccién intermedia de
los botones. Se utilizé el medio de Murashige y Skoog (1962)
y se evaluaron dos concentraciones (2 y 4 mg/L.) de Tidiazuron
(TDZ), comparandolo contra un tratamiento testigo sin
regulador.

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado con
arreglo factorial 3 x 2 x 2 (tres concentraciones, dos genotipos
y dos explantes). Los datos se analizaron con la prueba de
comparacién de medias de Duncan (Anderson and Sweeney,
2008), realizandose evaluaciones para el nimero de callos
formados por explante.

Estudios anatémicos

La observacién anatémica de las estructuras o tricomas
glandulares secretores de aceites esenciales en material in
vivo e in vitro se realizé utilizando la microscopia éptica y
electrénica. Se seleccionaron callos de aproximadamente 40
d de cultivo, para los dos tipos de explantes. Se fijaron en
una solucién de FAA 70 (70% formol, 15% acido acético y
15% alcohol) y se deshidrataron con una serie ascendente
de alcohol. Finalmente, se colocaron en parafina y se
realizaron los cortes con ayuda de un micrétomo.

Los cortes del material vegetal in vivo se realizaron a
mano alzada sumergiendo los tejidos de hojas y flores en
una solucién de agua:glicerina (1:1), colocados previamente
en el portaobjeto, para ser tefiidos con con una solucién de
Sudan IV saturada en etanol al 70%, detectando los lipidos
al tefiirse de color naranja.
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Para los estudios de microscopia electrénica de barrido
se utilizaron secciones foliares y de inflorescencia de material
vegetal fresco y callos organogénicos. LLas muestras se fijaron
en una solucién de glutaraldehido al 2% en tampén fosfato
0,1M pH 7,2 a 4°C, durante 4 h, posteriormente se fijaron
en tetréxido de osmio (0304) 2% durante 2 h y se
deshidrataron en una serie de solucién ascendente de alcohol.
Siguiendo la metodologia del Centro de Microscopia
Electrénica de la Facultad de Agronomia, el material fue secado
por punto critico y metalizado en oro. LLas observaciones y las
microfotografias se hicieron en un microscopio electrénico de

barrido marca Phillips®, modelo XI_20.
Extraccién de aceites esenciales

Se recolectaron inflorescencias y hojas apicales frescas
del campo, las cuales fueron secadas a temperatura ambiente,
se pesaron y se molieron para incrementar la superficie de
contacto. El proceso de extraccién de los aceites fue por el
método de destilacién a vapor de agua, con una duracién
aproximada de 4 a 6 h. El extracto obtenido fue en forma de
hidrolato (mezcla de agua y aceites esenciales) y la separacién
de la fase acuosa se realizé utilizando cloroformo, el precipitado
fue extraido y una vez evaporado el solvente, el aceite obtenido
fue almacenado bajo refrigeracién a 6°C. Para callos se utilizé
cloroformo como solvente organico en el proceso de extraccién,
utilizando aproximadamente 20 callos por envase, los cuales
fueron macerados con el solvente y almacenados por 7 d a
temperatura ambiente en una camara extractora de gases. El
extracto fue filtrado a través de un rotovapor a 75°C (punto
de ebullicién del cloroformo) para la separacién del solvente.

A los extractos obtenidos se les realizé pruebas
organolépticas (aspecto, color y olor) y de espectroscopia de
infrarrojo, esta dltima con un equipo Perkin Elmer® RX1
STIR Espectronic. Adicionalmente a la variedad O. basilicum
var. purpurascens se le detecté la presencia de pigmentos
antocianinas con la ayuda del espectrofotémetro de absorcién

de luz visible Agilent® 8353 UV.
Efecto antibiético de los aceites esenciales

Se determiné por el método de incorporacién en placa
de cultivo y por difusién en agar. Las evaluaciones se realizaron
en la cepa bacteriana de Escherichia coli DHSa. El medio de
cultivo empleado para multiplicacién de la cepa bacteriana
fue el LB (Triptona 10 g/LL + extracto de levadura 5 g/LL +
cloruro de sodio 5 g/L., pH 7,3) y caldo nutritivo (8 g/L., pH
6,8). La turbidez del inéculo utilizado fue semejante al tubo

No 2 (2 x 108 UFC) de la escala MacFarland.

Las disoluciones de los aceites esenciales obtenidos
se realizaron con etanol 96% para obtener una misma
concentracién de trabajo. Discos de 0,5 cm de didmetro

de papel de filtro Whatman N°l se embebieron en los
aceites esenciales y se colocaron en el centro de las
capsulas, realizandose seis repeticiones por genotipo
evaluado. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 h.
Transcurrido el periodo, se observé la formacién de zonas
de inhibicién, procediendo a registrar los diametros (cm)
en la medicién de halos. Los resultados se analizaron
con la prueba estadistica de comparacién de medias de
Kruskal y Wallis (Anderson y Sweeney, 2008), ya que

no se cumplieron los supuestos de normalidad.
RESULTADOS Y DISCUSION

Induccién de callos

La mayor formacién de callos se observé para los
explantes provenientes de O. basilicum var basilicum
implantados en el medio con 4 mg/L. TDZ. Estos callos
presentaron apariencia embriogénica, friables y de color
verde claro una vez transferidos al cuarto de crecimiento
con luz natural. Los tratamientos testigo y 2 mg/LL. TDZ
presentaron poca respuesta callogénica, encontrandose que
la formacién de callos ocurria especificamente en la zona
cercana a la nervadura central; sin embargo, se observé
organogénesis de raices (Figuras la,b,c).

Para el genotipo O. basilicum var purpurascens, la
respuesta a los tratamientos fue similar entre ellos, no
encontrandose diferencias estadisticamente significativa al 5%.
La respuesta del explante no se vio afectada por la composicién

del medio de cultivo, lo que sugiere que esta especie contiene

Figura 1.a. Formacién de callos y respuesta organogénica (raices) en los
explantes de O. basilicum var basilicum, b. Callo embriogénico, c. Callos
y organogénesis del explante O. basilicum var purpurascens, d. Callos
embriogénicos con expresién de pigmentos antocianinas
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citocininas y auxinas endégenas en cantidad suficiente para
generar callos con apariencia embriogénica, observandose
ademas presencia de antocianinas en la Figura 1d (Pattnaik

y Chand, 1996; Begum et al., 2000).

En el explante flor, del genotipo blanco cultivado in
vitro, se observé la proliferacién de células en forma
desordenada dando inicio a la produccién del callo en la
superficie del caliz para los tratamientos con 2y 4 mg/L.
TDZ. No se observaron diferencias significativas en los
valores promedio de callos formados en botones florales
inmaduros indicando que hay induccién y crecimiento celular
por accién del TDZ. La especie O. basilicum var basilicum
produjo mayor nimero de callos en los explantes de hoja para
tratamiento con 4 mg/LL. TDZ que el genotipo O. basilicum
var purpurascens. Para el resto de los tratamientos no se
encontraron diferencias estadisticas significativas.

Observaciones anatémicas y ultraestructurales

Las caracteristicas anatémicas y ultraestructurales del
material in vivo para ambos genotipos son muy similares,
coincidiendo que los érganos utilizados contienen tricomas
glandulares y no glandulares en la superficie. Los estudios
anatémicos indican que la epidermis en hojas esta compuesta
por una sola capa de células, cubierta por una fina cuticula
con tricomas glandulares del tipo capitado y peltado, los
cuales estadn presentes en ambas caras.

En estudios ultraestructurales, los tricomas no
glandulares unicelulares y multicelulares predominaron en
la cara abaxial de las hojas, especificamente sobre la
nervadura central y secundaria (Figura 2a, b, ¢). Los tricomas
no glandulares de la cubierta del caliz en ambos genotipos
son numerosos y su estructura es similar a los de las hojas
(Figuras 2d,e). Las glandulas peltadas estan extendidas
desde la base y se encuentran sobre los canales de las
nervaduras, siendo especifico para este 6rgano (Figura 2f).

Para el material cultivado in vitro, en general se
observaron células organizadas en las zonas internas de los
callos, mostrando una activa divisién. Los callos formados
fueron de origen epidérmico y subepidérmico. Los callos de
inflorescencias fueron muy semejantes a los obtenidos en las
hojas. Se detectaron porciones lipidicas en areas adyacentes
a las células y citoplasmas, las cuales se tifieron de color rojo-
naranja con el colorante (Figura 3a).

En algunas células que posiblemente eran epidérmicas,
se encontraron depdsitos de aceites intactos durante el proceso
de desdiferenciacién celular. Las caracteristicas histolégicas
indicaron que eran de actividad secretora y quizas el
engrosamiento de la pared y la suberizacién en la fase secretora
y postsecretora de las células basales y del pedinculo del
tricoma no permiti6 la divisién mitética (Figuras 3b, c).

Figura 2. Imégenes captadas a partir del microscopio electrénico de barrido
a. Cara adaxial de la hoja (200X), b. Tricomas no glandulares en
nervaduras secundarias en cara abaxial de la hoja y tricomas capitados
(200X), c. Detalle de tricoma peltado con divisién central (500X), d.
Presencia de tricomas no glandulares unicelular y multicelulares en
pedinculo floral (50X), e. Vista frontal de la superficie del céliz con
presencia de tricomas glandulares y no glandulares, f. Tricoma glandular

peltado extendido desde la base (500X)

A través de las observaciones al microscopio electrénico
de barrido se pudo inferir que el origen interno de los callos
ocurri6 a partir de tejidos del cambium, cercano a los haces
vasculares del meséfilo de la hoja y del caliz de la flor,
ocasionando la ruptura de los tejidos epidérmicos a medida

Figura 3. a. Células meristem4ticas con contenido de lipido en la membrana

plasmatica (20X), b. Tricoma peltado compuesto por células secretoras, dispuestas
en dos circulos concéntricos y engrosamiento de la pared celular (20X), c. Tricoma
glandular peltado intacto en resto de tejido epidérmico (20X)
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que las células se dividian. En los restos de epidermis se
observé que las células especializadas que forman tricomas
no glandulares y las glandulas secretoras colapsaron
internamente, quizas por los tipos de alcoholes utilizados
en el procesamiento de deshidratacién de las muestras, ya
que los aceites son solubles en estos compuestos.

Extraccién de aceites esenciales

Las caracteristicas organolépticas indicaron que el aceite
extraido era de aspecto transparente, de color ligeramente
amarillo y de olor aromatico caracteristico. El rendimiento
relativo al peso seco de las muestras de hojas y flores y la
cantidad en relacién al extracto fue mayor
(p<0,05)en las flores de la variedad O. basilicum var
purpurascens. El rendimiento en O. basilicum var basilicum
de hojas y flores fue muy semejante (Cuadro 1).

En los callos no fue posible obtener una cantidad de
extracto suficiente para calcular rendimiento, siendo lo
obtenido utilizado en la prueba de espectrofotometria
infrarroja y luz visible. Esto demuestra las razones por las
cuales la técnica de cultivo de tejidos ha tenido poca
aplicacién en la sintesis de compuestos terpénicos en albahaca
para la obtencién de aceites esenciales; sin embargo, esta
técnica ha sido exitosa en la obtencién de otros metabolitos

secundarios (Robert et al., 1993).

Espectrofotometria infrarroja

Se observé que los constituyentes de los aceites
obtenidos a partir del material de campo y los obtenidos in
vitro de flores moradas y blancas, y de hojas moradas son
similares (Figuras 4a,b,c,d). En los callos de las hojas blancas
no fue posible la determinacién.

El espectro del solvente cloroformo se comparé con
los otros espectros para sustraer la presencia de picos comunes
con la muestra original, con la cual se observé las vibraciones
de los grupos funcionales y enlaces presentes en el extracto
final de los callos obtenidos en ambos genotipos (Figura

Cuadro 1. Rendimiento de los aceites esenciales para los
diferentes 6rganos y genotipos de albahaca in vivo.

Genotipo! Peso de la Cantidad de aceite Rendimiento
muestra (g) (mg/mL etanol)? (%)
Hoja blanca 85,0 138,3 0,16b
Hoja morada 98,0 15,9 0,01c
Flor blanca 100,9 202,7 0,20b
Flor morada 99,9 356,6 0,36a

'Genotipos: O. basilicum L. var basilicum (genotipo blanco) y O. basilicum var. purpurascens
(genotipo morado).
2mg de aceite extraido por ml de etanol (p<0,05).

4e). A partir de esta prueba se puede inferir que ocurrié la
sintesis de aceites esenciales, ya que ha sido posible aislarlos
e identificarlos en otras especies aromaticas (Bais et al., 2006;

Figueiredo ef al., 1995)

- L‘WMW W,
1 / |
% \ f \ (m 1
b N YA m
F AN \
® \ an bl ‘M‘M I}
. | [ W
}k / || | M ‘u\
® ‘ N ! NS
\ Iy \
\ f
Il
* ‘\g / H‘ ‘ J
w® Vo
a \ / |
Y
/
\/
® T —F— T : T T T T
w00 000 3600 200 20 210 2000 1600 1200 a0
e
110
9
o
”
&
ES
m
® b
2
" T T T T T T T T T
w00 4000 300 220 2800 2100 2000 1600 1200 a00
1z
15
1B
o
i
7
55
s
31 C
10
’ T T T T T T T T T
a0 400 %00 3200 280 2400 200 1600 1200 £
15
104
%
8
n
0
r
£
7
16 d
® B e T S L B S B B N N S e
00 4000 3600 3200 2800 2000 2000 1600 1200 80
©
o
@
®
®
Ed
®
B
e
B
2

T T T T T T T
E=3 75 =5 195 b3 15 -

]

Figura 4. Curvas del espectro infrarrojo. a. Extracto de aceites en hojas
blancas, material in vivo, b. Extractos en callos de hojas moradas, c. Extractos
en callos flores blancas, d. Espectro de los extractos en callos flores moradas,
e. Espectro del solvente cloroformo
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Efecto antibiético de los aceites esenciales

Para la variable didmetro de inhibicién se detectaron
diferencias estadisticamente significativas al 5% cuando
fueron comparados los cuatro tratamientos (Cuadro 2).
No todos los tratamientos utilizados generaron el mismo
efecto sobre la bacteria E. coli, resultando mas efectivo el
aceite extraido de las hojas moradas, a pesar de su bajo
rendimiento, ya que el halo de inhibicién observado fue 6
mm, aproxi-madamente. El etanol 96% no tuvo efecto
inhibitorio sobre la bacteria. Estos resultados confirman el
efecto antimicrobiano que poseen los aceites esenciales
de albahaca sobre la bacterias E. coli del tipo gram
negativo.

Cuadro 2. Valores promedios generados para cada uno de
los tratamientos empleados en el control de E. coli.

Tratamiento Diametro (cm?)

Etanol 96% 0,00c
Hoja morada 0,61a
Flor blanca 0,36b
Flor morada 0,16b

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias sigificativas (p<0,5).

CONCLUSIONES

El mejor tratamiento para la induccién y mayor
ntimero de callos por explantes hojas y flores blancas
resulté el de 4 mg/LL. TDZ, no encontrandose diferencias
para la variedad morada. En el tratamiento sin reguladores
de crecimiento se observé para ambos genotipos, la
formacién de raices, lo que sugiere que hubo alto contenido
endégeno de auxina. En las muestras de hojas y flores de
las plantas de campo, los estudios anatémicos y
ultraestructurales permitieron observar gran cantidad de
tricomas glandulares y no glandulares en la epidermis. Los
tricomas no glandulares del caliz en las inflorescencias fueron
numerosos y las glandulas peltadas se presentaron
extendidas en la base, estos dltimos presentandose sélo
en este 6rgano. Las curvas obtenidas por espectrofotometria
infrarroja indicaron que en los extractos provenientes de
los callos in vitro de hoja morada, flor blanca y flor morada,
y en las hojas blancas procedentes del material de campo,
existen compuestos quimicos con estructuras moleculares
similares, algunos de los cuales podrian estar asociados a
la sintesis de aceites esenciales. El efecto de la actividad
antibiética de los aceites esenciales sobre la bacteria E.
coli fue dependiente del genotipo, resultando mejor la
especie O. basilicum var basilicum.
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