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RESUMEN. Galipea longiflora (Rutaceae) es una especie productora de alcaloides del tipo quinolínico, los
cuales presentan una actividad antiparasitaria importante frente a cepas de Leishmania. Empleando técni-
cas de cultivo in vitro se ha logrado un cultivo en batch de esta especie amazónica. Se evaluaron diferentes
tipos y concentraciones de fitorreguladores vegetales. La combinación 2,4-D (5 mg/L) y cinetina (0.1 mg/L)
demostró ser muy eficiente para la inducción y producción de callos friables a partir de hojas. Los callos
se emplearon como fuente de inoculo para establecer cultivos en suspensión celular, en medio liquido sali-
no Murashige & Skoog y vitaminas del medio Gamborg’s B5 a 100 r.p.m. y 25 ºC en condiciones de oscuri-
dad completa. En las suspensiones celulares se evaluaron la biomasa (peso fresco, peso seco) y la presencia
de metabolitos secundarios (alcaloides), con la finalidad de caracterizar este cultivo en suspensión. 
SUMMARY. “Establishment of In Vitro Cultures of Galipea Longiflora, a Rutaceae From Bolivian Amazonia”.
Galipea longiflora (Rutaceae) is a plant able to produce alkaloids of the quinolínic type, which display strong an-
tiparasitic activity against Leishmania strains. Using techniques for in vitro plant cell cultures, a batch culture
from this amazonian tree was generated. Different types and concentrations of plant hormones were studied. The
combination of 2,4-Dichlorophenoxi acetic acid (5 mg/L) and Kinetine (0.1 mg/L), was very efficient for the in-
duction and production of friable callus from leaves. The callus were used as source of inoculums, for establish
cultures in cellular suspension in Murashige & Skoog salt liquid medium and vitamins from the Gamborg’s B5
medium, maintained at 25 ºC on an orbital shaker at 100 rpm, in complete darkness conditions. In the cellular
suspension were evaluated the biomass (fresh and dry weight) and the presence of secondary metabolites (alka-
loids) in the medium, in order to characterize this suspension culture.

INTRODUCCIÓN
La leishmaniasis es una enfermedad endémi-

ca en numerosos países de Latinoamérica, Asia
y África; se estima que aproximadamente, 20
millones de personas están infectadas, 350 mi-
llones en riesgo de adquirir la infección y se
presentan alrededor de 400 000 nuevos casos
por año 1. En el ámbito de Latinoamérica, Boli-
via se ha destacado principalmente por presen-
tar los más altos índices de leishmaniasis muco-
cutánea y leishmaniasis cutánea 2, siendo un im-
portante problema de salud pública. Actualmen-
te se disponen de pocos medicamentos adecua-
dos para el tratamiento de esta enfermedad y su
acceso es restringido a la población afectada,

por lo que se están buscando alternativas tera-
péuticas a los tratamientos convencionales, ra-
zón por la cual se ha incrementado la demanda
de especies vegetales que en un momento dado
puede dar lugar su extinción. El cultivo de célu-
las vegetales ha sido planteado como una alter-
nativa para producir los compuestos de interés
en forma continua y por largos periodos de
tiempo, previniendo una explotación irracional
de los recursos naturales 3. 

Galipea longiflora es una rutácea, utilizada
en la medicina tradicional boliviana por diversos
grupos étnicos asentados en la amazonía 4. Esta
especie, conocida como “evanta”, es productora
de alcaloides, cuyas propiedades leishmanicidas
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están bien documentadas. Los extractos crudos
de raíz, corteza y hojas, demuestran actividad
con IC90 entre 25 a 100 µg/mL, frente a Leish -
mania braziliensis, L. amazonensis y L. donova -
ni 5. El género Galipea comprende más de vein-
te especies, varias de las cuales están localiza-
das en América del Sur 6. Entre dichas especies,
G. longiflora es la mayor productora de alcaloi-
des quinolínicos leishmanicidas. La purificación
de extractos crudos obtenidos de la corteza, ho-
jas y raíces de esta planta permitió identificar
varios compuestos activos. Entre éstos, los más
activos frente a las cepas de Leishmania son la
2-propil y 2-pentil isoquinolina. Pruebas in vivo
e in vitro de estos compuestos, han demostrado
su propiedad leishmanicida 7-10. Al mismo tiem-
po se ha reportado la actividad biológica de los
mismos frente a cepas de Plasmodium vinckei
petteri 1 1. Dadas las interesantes características
del género Galipea, se ha seleccionado a la es-
pecie G. longiflora para establecer un cultivo en
suspensión celular, a partir de callos obtenidos
de hojas de plántulas de esta especie. En el pre-
sente trabajo se reportan el establecimiento de
cultivo in vitro de G. longiflora y las característi-
cas de crecimiento tanto del cultivo de callos,
como de las suspensiones celulares y la produc-
ción de alcaloides quinolínicos. Este es el pri-
mer reporte de cultivos in vitro de esta especie.

MATERIAL Y MÉTODOS
Material vegetal

Plantas jóvenes de Galipea longiflora fueron
colectadas en la comunidad de Santa Rosa de
maravillas, localizada en la provincia Abel Itu-
rralde, zona de San Buenaventura del Departa-
mento de La Paz, Bolivia. Ejemplares del mate-
rial biológico colectado fueron identificados y

Ensayos
Tratamiento A Tratamiento B Tratamiento C Tratamiento D

2,4-D/BAP 2,4-D/Kin NAA/BAP NAA/KIN

M1 0/10 0/10 0/10 0/10

M2 0.1/5 0.1/5 0.1/5 0.1/5

M3 0.5/5 0.5/5 0.5/5 0.5/5

M4 1/1 1/1 1/1 1/1

M5 5/5 5/5 5/5 5/5

M6 5/0.1 5/0.1 5/0.1 5/0.1

M7 10/0 10/0 10/0 10/0

M8 0 0 0 0

Tabla 1. Combinaciones y concentraciones de fitorreguladores para el inicio y mantenimiento del cultivo de ca-
llos a partir de explantes de Galipea longiflora. De A a D relación de auxina/citocina, de M1 a M7 concentracio-
nes en mg/L de las fitohormonas utilizadas, M8 control sin fitorreguladores.

depositados en el Herbario Nacional de Bolivia
(voucher AS49 Caicahuara y SD17 Santa Rosa de
Maravillas). Estas plantas fueron mantenidas en
invernaderos a 28 °C y empleadas como fuente
de explantes para la inducción de callos.

Cultivo de callos
Para el inicio de cultivo de callos se tomaron

hojas de plántulas de G. longiflora las mismas
fueron esterilizadas superficialmente en etanol
al 70% (v/v), cloruro de piridonio 0.15% (v/v)
por 30 seg, hipoclorito de sodio 2% (v/v) duran-
te 30 min, Benlate® 0,1% (p/v) por 5 min y an-
fotericina B 15 mg/L durante 10 min. Después
de tres enjuagues en agua destilada estéril, las
hojas fueron seccionadas en piezas de 5 mm
por lado y transferidas a cajas de Petri conte-
niendo la formulación salina inorgánica M&S 12

(Sigma) y vitaminas del medio Gamborg’s B5 13

(Sigma) suplementado con 100 mg/L de mio-
inositol y sacarosa 3% (p/v). A este medio se
adicionaron las combinaciones hormonales des-
critas en la Tabla 1. El pH del medio fue ajusta-
do a 5,8 y se adicionó agar 0.8% (p/v) (Sigma),
la esterilización del medio se la realizó en auto-
clave (All American 25X) por 15 min a una tem-
peratura de 120 °C. Las cajas se incubaron a 25
°C en una cámara de cultivo, en condiciones de
oscuridad completa y de luz con un fotoperiodo
de 16 h e intensidad de 50 µmols–1m–2. Los ca-
llos fueron subcultivados cada 3 semanas. Las
porciones friables de los callos fueron subculti-
vados durante ocho ciclos de tres semanas antes
de inducir las suspensiones celulares. 

Suspensiones celulares
Las suspensiones celulares, se iniciaron me-

diante la transferencia de 1gramo de tejido de
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callo en matraces erlenmeyer de 125 mL de ca-
pacidad, conteniendo 50 mL de medio liquido
salino (M&S) y las vitaminas del medio Gam-
borg’s B5, con la combinación hormonal que fa-
voreció la generación de callos en condiciones
de oscuridad completa (5 mg/L de ácido 2,4-di-
clorofenoxiacetico y 0.1 mg/L de cinetina). Los
cultivos celulares fueron incubados en una cá-
mara de cultivo a 25 °C sobre un agitador orbi-
tal rotatorio (Heidolph Unimax 2010) a una ve-
locidad de 100 r.p.m. en oscuridad completa,
por un periodo de 30 días, colectándose la bio-
masa y el medio liquido en intervalos de 5 días. 

Determinación de peso fresco y peso seco
La biomasa generada a los 5, 10, 15 20, 25 y

30 días de cultivo, fue separada del medio líqui-
do mediante filtración al vacío, lavada varias ve-
ces con agua destilada y el exceso de agua se
eliminó con papel absorbente. El peso fresco se
determinó en una balanza de precisión e inme-
diatamente el tejido fue congelado y sometido a
un proceso de liofilización en un equipo Finn
Aqua Lyovac GT2 durante 72 h y se registró el
peso seco del material vegetal. Estas determina-
ciones se realizaron por triplicado. Con los da-
tos obtenidos se determinó el índice de creci-
miento, considerando las recomendaciones de
Nezvedoca et al. 14.

Extracción de alcaloides totales
Para extraer los alcaloides presentes en el

medio residual, se procedió a realizar tres lava-
dos de la muestra (50 mL) con diclorometano
(50 mL X3). La fase orgánica obtenida se con-
centro por evaporación a presión reducida (Bü-
chi 4461) a una temperatura de 40 °C y fue so-
metida a presión reducida (Vaccubrand D6980).
Las muestras así obtenidas, fueron comparadas
con patrones de referencia, mediante cromato-
grafía en capa delgada 

Determinación y análisis de alcaloides por
medio de cromatografía en capa delgada

El análisis se llevó a cabo en placas de gel
de sílice 60254 (Alugram). Utilizando una mez-
cla de éter de petróleo: acetato de etilo 75:25
como fase móvil. Los alcaloides fueron detecta-
dos al observar las placas bajo luz ultravioleta
de onda corta y de onda larga (254 nm y 365
nm). El revelador empleado para evidenciar la
presencia de alcaloides fue el reactivo de Dra-
gendorff.

RESULTADOS
Cultivo de callos

Un cociente alto de auxinas en relación con
la concentración de citocininas favoreció la for-
mación de callos. Los tejidos expuestos a la
combinación con 5 mg/L de 2,4-D y 0.1 mg/L
de cinetina, dieron lugar a la formación de ca-
llos friables a los 20 días de iniciado su cultivo
(Fig. 1). En los demás tratamientos, si bien se
observó la formación de callos, los mismos pre-
sentaron una consistencia poco friable. Por otra
parte se ha determinado que la exposición de
los callos a la luz condiciona un proceso de vi-
trificación evidente del material vegetal, en os-
curidad completa este proceso no fue observa-
do.

Figura 1. Porcentaje de formación de callos a partir
de explantes de hojas de Galipea longiflora en fun-
ción a la concentración de auxinas y citocininas. El
porcentaje de respuesta se refiere al número de even-
tos de formación de callo a partir de un total de 18
explantes después de 30 días de cultivo. Los datos re-
presentan el promedio de tres repeticiones.

Evaluación de los parámetros de
crecimiento en suspensión celular

Se realizó una curva de crecimiento de los
cultivos en suspensión celular, considerando las
determinaciones de peso fresco y peso seco,
observándose un comportamiento similar para
ambas determinaciones (Fig. 2). En esta curva
se observa una fase de crecimiento lento que
abarca los primeros 5 días del ciclo de cultivo,
que corresponde a una fase de latencia, seguida
por una fase de crecimiento exponencial que se
extiende hasta los 15 días, posteriormente la
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biomasa descendió de manera notable. El índice
de crecimiento para este sistema fue de 3,14 a
los 15 días de cultivo, aunque después de 30 dí-
as de cultivo disminuyó a 1,05, lo que sugiere
que el cultivo debe ser transferido a medios
frescos en un periodo máximo de dos semanas.

Figura 2. Curvas de crecimiento de cultivos en suspensión celular de Galipea longiflora durante 30 días de cul-
tivo a 100 r.p.m. y 25 ˚C en condiciones de oscuridad completa. A: variaciones en peso fresco. B: variaciones en
peso seco. Los datos representan el promedio de tres repeticiones con el error standard asociado.

Figura 3. Perfiles cromatográficos TLC para la identifi-
cación de alcaloides totales presentes en medio líqui-
do de suspensiones celulares. R: raíces planta de in-
vernadero; H: hojas planta de invernadero; 1 y 2: me-
dio líquido M&S (blanco); 3: medio líquido filtrado
exento de biomasa (callos 15 días de cultivo); 4 y 5:
medio líquido filtrado exento de biomasa (callos 30
días de cultivo); C: 2 fenil-quinolina aislado de la cor-
teza de Galipea longiflora.

La velocidad de crecimiento, corresponde a la
pendiente de la fase exponencial del cultivo y
se determinó como el equivalente a 0,0153
g/día.

Análisis cualitativo de alcaloides totales 
En el análisis por TLC, los cromatogramas

muestran claramente la coincidencia en compo-
sición entre los extractos de los cultivos y los
extractos obtenidos de los tejidos de la planta
adulta y las plantas en invernadero; más impor-
tante aún, varios de los componentes de tipo al-
caloide se observaron en el medio líquido pro-
cedente de las suspensiones celulares (Fig. 3). 

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES
A partir del material vegetal colectado se ob-

tuvieron alcaloides quinolínicos utilizados como
productos de referencia para el análisis croma-
tográfico. La identificación de 2-fenil quinolina,
alcaloide mayoritario de G. longiflora fue posi-
ble mediante la interpretación de sus datos de
espectroscopía. Los resultados obtenidos en lo
referido a la química de esta especie coincidie-
ron con lo reportado previamente por otros au-
tores 8,9. Para la introducción de esta especie a
condiciones de cultivo in vitro, la determinación
de las condiciones óptimas de desinfección del
material vegetal colectado, se vio dificultada por
las elevadas tasas de contaminación, lo escaso
del material vegetal (plántulas jóvenes) y la ele-
vada recalcitrancia de la especie. La principal
contaminación observada en el material vegetal

A B

tiempo (días) tiempo (días)
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fue la fúngica, por esto se empleó anfotericina
B, que dio lugar a una reducción drástica de los
niveles de contaminación. Para el establecimien-
to de los cultivos in vitro de G. longiflora a par-
tir de callos se determinó que la combinación
hormonal denominada M6A (5 mg/L de 2,4 D y
0,1 mg/L de cinetina) es la óptima para su desa-
rrollo. A partir de los callos generados en estas
condiciones se han iniciado el cultivo semiconti-
nuo de células vegetales y se ha caracterizado
su patrón de crecimiento. En el cultivo celular
Galipea longiflora se ha determinado un com-
portamiento similar a cultivos de Taxus baccata
15, en los cuales se observa una disminución del
crecimiento después de alcanzar su valor máxi-
mo, ya sea por una reducción del volumen ce-
lular, la muerte de las células al ir agotándose
los nutrimentos del medio o por la formación
de productos tóxicos. Disponer de un sistema

de cultivo en suspensión celular de esta planta
es relevante para futuros trabajos, dirigidos a in-
crementar el contenido de alcaloides, dado que
permitiría la aplicación de condiciones de in-
ducción tanto biótica como abiótica que puedan
promover la acumulación de estos alcaloides.
Este sistema permitirá también realizar estudios
sobre las enzimas involucradas en la síntesis de
los alcaloides de interés, con el fin de identificar
los puntos de regulación más importantes. 
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