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INTRODUCCION

En los filtimos afios México ha venido sufriendo una serie de -
problemas socioecondmicos que han hecho necesaria la biisqueda de

nuevas fuentes-‘de fdArmacos. El cultivo:de cé&lulas vegetales es -

e la sintesis.de NOVO, semi-

caracteristicas

)

theveti

fraile yfq§§~és a :izddﬁ?ﬁﬁéiélYpueblbmﬁeXiéah67para tratar algu
nos probléﬁag cgpéiéQéééuléres y otras enfermedades(4). Sus prin-
cipios ééﬁiiééimés‘importantes son los denominados tevetdsidos, -
substanéias'identificadas como cardiotdnicos que se encuentran en
diferentes concentraciones segiin el drgano de la planta, siendo -

las semiltas las que presentan mayor contenido(9).

Los cardiotdnicos son fdrmacos usados terapéuticamente contra

la insuficiencia cardiaca, sin embargo su margen de seguridad es-

sar-de. los esfuerzos rea

para substituir .

muy estrecho..

los por otra ncias con un margen de seguridad mds amplio -

ain no se encuent Angdichos substitutos

El estableéiﬁiénﬁo de un cultivo de 1as*&jld‘produCCi6n =y

de substancias pbf los mismos dependén una-éérie de factores,-
como son: temperatura, aeréaci6n; ﬁH, ébﬁééntracién de hormonas,

fuentes de carbono y nitrégeno,'saieérﬁid;fales, etc., de las cua
les dos de- las mas importantes son: luz y relacidn hormonal auxi—'

na/citocinina, cuyo efecto sobre la produccidn de tejido calloso

y cardiotdnicos en cultivos de cé&lulas de T, thevetioides se eva~——

luan en el presente trabajo.




1. FUNDAMENTACION DEL TEMA

1.1. HISTORIA DE LOS CARDIOTONICOS

Los cardiotdnicos fueron empleados en la antigiiedad como vene-

mo un diurético yiﬁtlb antxa;otras,e@fep@edades. Mas tarde Cullen

comprobd su virﬁud ﬁéfalcdmbatit“las'enfermedades que afectan la-
circulacidn, sanguinea y Fuschius le dis su nombre en base a la --
forma digitada de sus flores(2).

Se usd en aplicaciones 1ocaies e internas para combatir diver

sas enfermedades no relacionadas entre si, desde epilepsias hasta

ilceras cutdneas. Cuand

Qmihistraba como diurético se mezcla

misma'especie,]lasgbuales aumentahan. .y

aseguraban su acbi6Q3 ‘ﬁléswé;ﬁ;iiéﬁgégéii;_deféiggéféﬁéktscilia)
los calomel#no§ y;éi;£itro(1,2).

La Digitali§ se7us6 en l905yani¢ééi'ﬁbdas lés formas farmaced
ticas que se utilizaban en ese tiembo(poivo, infusidn, extractos
acuoso, con fécula, alcohBlico, tinturas alcohdlica y etérea, al-
coholaturo, sacaruro 'y jarabe), sin averiguar los transtornos cau
sados por la administracidn de dosis tdxicas. Ultimamentg se ha -~

encontrado que su valor principal radica en su eficacia para -el--

tratamiento de la insuficiencia-cardiaca(l,4).

&



1.2 COMPOSICION Y FUENTE DE LOS CARDIOTONICOS

Los cardiotOnicos son una combinacidn de una aglucona o geni-
na con una a cuatro mol&culas de azficar. Su actividad farmacoldgi

ca reside en la aglucona, sin embargo los azdcares pueden modifi-

va otra. Todas -

las agluconas naturales t1e

donde s 

14 y a veces: otro en el 3

Casi todas las'agxuconas naturales contlenen un anlllo anular en

la p031c10n:l7, pero ‘en algunos casos puede haber tdmblen un alde~_

hido o un alcdhoL en la misma posici6h(fig.‘l).ff

El anillo insaturado de lactona unido,al;éé'b

o B

tructura A

bufadiendlidos(fig.l).
Las fuentes prlnc1pale§ de cardlotonlcos son las plantas de -

las especies de la Digitalis, Escllla y Estrofanto. En 1a»fam111a

de Strophantus, a la que pertenece el Estrofanto, se encuentra el
drbol de Thevetia, cuyos frutos contienen gluc6§idos‘cérdiacos -
llamados tevetdsidos. o

Las plantas del género,Thevétiarson §rboles'6réfbu§tgs.993 -
flores amarillas o anaranjadas, con corola en forma de emb;dd, ju
go lechoso y frutos globosos de color rojo a negro y endocarpio -

como la nuez en forma redonda triangular con dos cavidades en la-



CARDENOLIDO

Digitoxigenina

BUFADIENOLIDO

Bufotaiiné

HO

Fig. 1: Tipos de agluconas o geninas.



que se localizan las semillas largas con bordes afilados. Florece
de julio a diciembre(4,5,6)

El fruto de la Thevetia, conocido comunmente como codo de frai

le, contiene una a2lta proporcifn.de tevet&sidos seglin estudios --

realizados por varios dinvest

pecies son:

l1.- Thevetia

2.~ Thevetia

3.- Thevetia

4 .- Thevetia peruviana; en: Sz rac: uce ﬁﬁ;

Qaxaca.
Estas especit

de cacifolia,*SéIVé béjafde“petenﬁi 3 -

condiciones secundarias de-los anteriores tres tipos y los bosques
espinosos del sureste de San Luis Potosfi(4).

En las semillas de‘Thevetia‘geruviaﬁa se han identificado dos

cardioténicos; la tgveting A y la tevetina B(fig. 2). Dichas semi
llas contienen enzimas enddgenas que rompén los enlaces p-glucosi
dicos tanto 1-6 como l1-4, produciendoe una mezcla de tevetdsidos -
que son principalmente nerifolina y en meﬁor cantidad 2'-acetilne
rifolina(fig. 3). La digitoxigenina es la aglucoma mas simple y -

se puede obtener a partir de nerifolina y la 2'-acetilnerifolina.
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Fig. 2: Thevetinas A y B identificadas en semillas de T. peruviana.
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1.3, HMETODOS QUIMICOS PARA LA SINTESIS DE LOS CARDIOTONICOS

Después de la extraccidn de la Digitalis realizada,en 1844 --
por Homolleiyvquetenne, no‘fué sino ‘hasta los aﬁqsgao‘de—QSte si—

glo que empezaron a aparecer algunos métodos sint

preeliminares,

sintesis tqtalxd 1ardigitokigenina, la cual'céhsta‘de 9ip

partiendo de la73Facetoxi—5—androstan—l?—cna(fig}4).' it

Después de la-aparicidn de ésta sintesis surguieron Otréé(lo,
11, 12, 13,'14, 15), quienes parten de otras substancias, péro to
das ellas consisten de una gran serie de pasos para llegar al pro
ducto final con muy bajos rendimientos. Debido a esto y otras di-
ficultades para la sintesis de cardiotdnicos por métodos sintéti-
cos las fuentes naturales siguen siendo los principales proveedo-

res de estas substancias.

&
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Fig. 4: Ruta para la sintesis quimica de la digitoxigenina.



l1.4. BIOSINTESIS DE CARDIOTONICOS

En la figura 5 se presenta la ruta biosintetica general de --
los cardiot8nicos. De las caracteristicas de-esta ruta pueden de-

ducirse algunas funciones bioldgicas y requerimientos: nutriciona-"

‘cardiotdnicos. Los estudios sobre

can que el ni lébjéSteféidai de lq

nes que poseen"un—grupd'cejove la icidén 20 son precursores es

pecificos de cardiotfnicos en'las plantas(l9).
Un aspecto importante es qﬁé“todds'los cardiotdnicos con D-azi
cares son P-glucdsidos con respecto al enlace esteroidé-azucar, -

mientras los que contienen L-azficares presentan enlaces ©€(20).

10
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Fig. 5: Ruta biosint@&tica de los cardiotdénicos.
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1.5 METABOLISMO Y ACCTION INOTROPICA

La absorcidn por via oral estd directamente .relacionada con -

-

-d

su liposolubilidad. Su hidrosolubilidad es incipalmen~

te por el nimero-de radicales hidrox gclepfesterogw

dal. Cuando los catdioténidosVSé'gbébrbgg: ;tubqjﬂigestivo y 1lle

gan a la sangre, estos se conjugén cdﬁ:laralﬁﬁmina‘plésmica y se -~
metabolizan principalmente en el higado. Algunos cardiotdnicos co
mo la digoxina se combinan poco con la albimina y se excretan por
via renal en forma intacta aumentando asi la duracidn del efecto
en forma proporcional a los transtornos de la funcidn renal.

La principal propiedad farmacoldgica de los cardiotdnicos es
su poder céntra la insuficiencia cardiaca, debida a su efecto de
aumentar la fuerza de contraccidn del miocardio. Los efectos resul
tantes por el aumento en la fuerza de contraccién(accidn inotrdpi
ca positiva) son principalmente: aumento del gasto cardiaco, dismi
nucidn del tamafioc del corazdn, de la presidn venosa y del volumen
sanguineo, diur@sis .y alivio del edema(l).

El efecto inotrdpico producido por los cafdiotﬁﬁicos puede de
berse a la inhibicidn de la bomba de sodio-potasio, quien depende
de iones magnesio y es activada por jiones de sodio y potasio. Esta
bomba se encuentra en la membrana celular del mﬁsculo y se ha en-
contrado que los cardiotdnicos se unen a ella produciendo de esa

forma los efectos mencionados ademas de los tdxicos.

12



1.6 CULTIVO DE CELULAS VEGETALES

ANTECEDENTES

A pesar de los esfuerzos realizados para la sintesis. quimica

de substancigs con activiéad farmacplﬁgica? las”piaptas'sgpgyio_
res son’tdgéyiég : »
chos compuééfdsfd’
se ha difié;itad
necesario b@éé
chos estudioé:g

tancias IN VITRO ‘como: metabOthos secundarlos 0: productos semisin

téticos a partir'de'biotransformacionéé gféctﬁadas por cultivos

de cé&lulas vegetales. Aunque aln no se han éncdntrado las condi~
ciones adecuadas para este tipo de cultivos, se han obtenido mu-
chos progresos en los #ltimos 20 afios. Durante este tiempo se de
sarrolld el cultivo de c@lulas vegetales, concomitantemente con

los de microorganismos, .usando las mismas té&cnicas y héciendo el
mismo tipo de hipdtesis, por lo que muchos investigadores se re-=

fieren a este tipo.de c&lulas como un nuevo tipo de microorg

mos (21, 22).
EL cultivo de c&lulas yegetélésfes,la,téénic
lulas, tejidos y 8rganos de plantas en‘un-ﬁgd;o

tico y libre de microorgamnismos viables.

Hay dos grandes aplicaciones del cultivo deAéélﬁiés‘vegeté;r
les: en la investigacidn, donde se puede utiiizar'para ayudarra
minimizar algunas variables tales como las del medio ambiente vy
por otro lado las c&lulas pueden cultivarse en medios libres de
microorganismos tales como bacterias, hongos, algas y posiblemen
te virus 1o qu no se puede lograr facilmente en condiciones natu

rales. La segunda aplicacidn es la conservacién de ecspecies valiog

13



S0 y como alternativa para la crianza de plantas originadas de -
lineas celulares especificas.
Una dificultad general para el cultivo de célglas vegetales -

es la desinfestacidn de;_ﬁejidoiQUe*va;a ser. usado como. explante.

Otro problgma“éé'la
de las condicio

a cultivar y.el

propBSitos'dési
crecimiento'de~callo -
de c&lulas desorganlzada' crecidaS'SObre agar., ‘Este tlpo de creci

miento se usa mas comunmente en estudlos b10qu1m1cos y de morfolo

gia. Los callos se encﬁéﬁtran en'la naturaleza como una respuesta
al dafio mecinico o interferencia de los microorganismos o insec--
tos sobre las plantas.

Una reciente aplicacidén del cultivo de c&lulas vegetales es la
produccifén de substancias quimicamente importantes(23). Para ello,
los cultivos se pueden manlpular hasta lograr extraer de ellos =--

substancias qulmxcamente especlflcas, ya 'sea de los tejidos o del

mismo medio de cultivo.

Por otro lado, ei-principio‘de "TOTIPOTEVCIA",”Quien establece
que cada una de las celulas de 1la planta contlene el potencial ge
nético necesario para regenerar la planta completa, puede utili-
zarse para obtener plantas a partlr de los cultlvos de c&lulas o
tejidos IN VITRO.

En la bisqueda de substancias de interes farmacéhtico, los cul
tivos de c&lulas presentan varias ventajas con respecto a los cul
tivos tradicionales de plantas(24); estas son:

1) Los cultivos quedan disponibles para estudios en alrededor

de un afio, independicntemente de la distribucidn geografica que -



ocupe la planta naturalmente y de las condiciones climAticas que
la rigan.

2) Los c1clos de: v1da de los cultlvos .no exceden de 10 15 .

dias, mlentrasrl plantas

ve aﬁos(ZSX

vos que en las plantas naturales, siendo esto muy imﬁbrtantevdébii

nen todos los organelos de una c8lula normal.

Los requerimientos especificos para la nutrlClon de;los cultl

vos de las células vegetales se pueden determinar en forma exacta

(26). Esta determinacidn resulta del desarrollo de un medlo adecua_

do simple para la iniciacidn de callos y el posterior estableci——
miento de un cultivo @n suspensidn. En la mayoria de esté'tibé de
estudios se ha utilizado el medio de Murashige & Skoog(27) como -

medio de control.
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1.6.1 LA FUENTE VEGETAL

La produccidn sucesiva de callos y la subsecuente regeneracidn
de la planta, estd en funcidn de la calidad del explante utilizado,

quien a su vez: depende deﬁlé,planta‘o”parte'de_ella_de'la,cual”se

tomd . Hay d dad ‘entr o os de células ve-

nos se relaci

planta potfio,

Las plantas’ dicotiled@neas s

en la naruraleza..En cambio ‘la formacidnid

nocdotileddneas no es muy comﬁn(28,29)ﬁ

Aunque el principio de totipotencia puede ser una caracteristi

ca general para todas las c&lulas, esta expresidn se ha limitado a

a un estimuLO”qrganoggngpyco4,éomq7p§r'ejemplo el balance auxina/
citopininé. ﬁég;é‘Eéiﬁi;sﬁéé”ﬁiéciﬁéuen de las demd3s, en un culti-
Vo, por su taﬁéﬁbffelativaménﬁé:pédueﬁo, citoplasma muy denso, for
ma isodiam@trica, fina pared celular, vacuolacidn minima y su gran
niicleo. Usualmente se encuentran como encerradas dentro.de los te~
jidos cultivados y algunas veces como masas o nédulos de tejido -

preembridnico. Cuando se desea la regeneracidén de la planta, es ne

cesaria la presencia de c@lulas meristemAticas o de aquellas que -

pucdan transformarse en dichas cé&lulas.

16



1.6.2 EXPLANTES

La técnica usual para desarrollar un cultivo de c&lulas vege-
tales es por medio de-la:formacifin'de callos, originados a partir
de explantes, que sonufrégmentoside tejidb |

s.de plantas. Si el ex-

plante es ‘uniform

el tipo de.call

tipo de células

esheterogéneo.

partes dé‘éemilla,.:ﬂ hqjé; éLmEé1ionbfen sta:
lulas préddctégﬁdé‘ié éi§isi6h de mucho§~ﬁipds ';ié$k28). Los
principales factores que afeetqn ia eficaciéz‘el‘éxblante son:
tamafio del explante, desinfestacidn del £Ejidoique se va a usar
como explante. EL tamafio del explante ‘es él mayor peligro de in-
clusién de 'microorganismos contaminantes en los cultives y duran-
te la desinfestéciﬁn del tejido debe procurarse que el tejido se
dafie lo menos posible. El m@todo mds comin para la desinfestacidn

del tejido es el uso de una solucidn de cloro, hipoclorito de so-~

dio,hipoclorito de calcio(23) o cloruro mercuroso por 5-20 minfitos

(generalmente con 15 minfitos es sufigiénte)(32).

1.6.3 DESARROLLO DE UN CULTIVO DE CALtOS

El tejidy de plantas mﬁs‘comunménté cultivédo‘HaSta ia“fecha.
es el callo qui&n se forma por la reaccidn a un darfo stfrido por
la #nfluencia de medio ambiente desfavorable sobre‘labplénta. Los
callos se obtienen por cultivos de explantes sobre medios semisd-
lidos el cual contiene por lo general alto contenido de sal€s, au
xinas e hidrolizado de casefna u otros suplementos complejos. Una
vez ¢ue se han obtenido callos friables, el tejido se transfiere
a un medio liquido. Aplicando a estos {iltimos una agitacifn y ae-

recacidn vigorosas se obtiene una suspensidn celular. EL ciltivo -

17



de callos se mantiene generalmente en la obscuridad y a veces se
agrega dcido 2,4-diclorofenixiac@tico(2,4~D) para evitar la organo

~ .
génesis.

1.6.3.1 Origen de los ca
Se eﬂcﬁeﬁftéﬁﬁéﬁiiqudatd

co o interferencia de los*

plantas.

de tejidos o ffagmeﬂtos de ﬁejidqs_veggﬁﬁ;éélgs poner el explante

en contaco con un medio'sSliddsddéfc;nEénga'estimuladores quimicos

para el adecuado crecimiento de ias c@lulas.
Independientementevdel origen de los callos, su iniciacién y

desarrollo siempre involucra una divisidn celular vigorosa.

1.6.3.2 Induccidn de los callos

En general los tejidos‘de vemas o raices de semillas germina=-—
das son el mejor material para la produccidn de un callo friable.
Aparte de lo anterior se deben tomar en cuenta los siguientes fac
tores para poder establecer un cultivo de callos adecuago:

a) Efecto de factores del crecimiento. Los requerimientos de hor

monas del crecimiento y suplementos orgdnicos para el medio de cul

tivo deben seleccionarse después de 'h: eterminado: . el - medio de

sales adecuado(26).
Con respecto al uso de factoreg-dei éreciﬁiehtb sé puede divi-
dir en cuatro grupos los cultivos de c&lulas productoras de callos.
Los tejidos del primer grupo s8lo necesitan auxina o un regulador
del crecimiento semejante. El segundo grupo necesita auxina y citg

cinina mientras el tercer grupo no requiere de ninguno de estos -
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dos factores. El cuarto grupo es similar al primero y sdlo requie

re de una citocinina para la iniciacidn del callo(34).
Se ha observado. que la relacidn hormonal auxina/citocinina =-

tiene efectbs,muy ptoﬁunciados sobrerel‘desarrollp'yfestablecimieg

fecto ben&fico:sobre la liberacidn:

TRO. Hay évidénCiéé dé7qge;laf§iné

ridad (23).

Las gihere “se han utilizado en los cultivos de -

células vegetale , -pera géneraimente suprimen la organogénesis{(23).

b) ReacdiéﬁiéfiETEetida. La formacidn de los callos es siempre
una consecﬁéhci&/de’algﬁn dafio sufrido por la planta. En 1965, --
Fosket y Robérﬁs(ﬁZ); estudiaron el efecto de la reaccidn a la he
rida en tejidos.de zanahorias en una série de medios de cultivo.
Ellos obéér;;;g;iquexen auseﬁcia:d;”£:4;D &”iééﬁéﬂde éoco ia divi
.sién era pobre y ientaf En todas las condiciones de prueba detec#
taron un recubrimiento del explante, quien consistia de varias ca
pas de c&lulas; 1) Una capa exterior de c&lulas quebradas, 2) dos
capas de c&lulas inactivas, 3) una zona de divisidn, variable en
espesor, regularmente constituida de 1-6 capas de cé&lulas y 4) Un

nlicleo inerte quien mno presenta divisidn celular (42).

c) Intercambioc gaseoso. Aunque el oxigeno es esencial para el -

desarrollo de los tejidos, en la parte periférica de los calloss -
no es la deficiencia de esta substancia en el centro del tejido el

factor limitante de la divisidn en las capas internas de este teji
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do. En algunos cultivos se observa un aumento en la proporcidn de
oxigeno aprovechado al inicio del cultivo y posteriormente una de

clinacidn en el misma(43,44,45). :

El bidxido de carbono se h

bono pero-no €s muy

aereacidn. .

d) Influencia de la luz 'qultiVOgdgstéjidoé Qégeﬁélés-nd es

autotrdficamente efidié;£é 3,p6r’i8:§dé;‘éuéndo'se &eseé coﬁserﬁar
un cultivo de callos este deﬁe mantenerse en la obscuridad. ta luz
afecta fuertemente el nimero de c&lulas que se pueden dividir en
un callo(39,46). Algunos estudios indican que la luz inhibe la di
visidn celular en una proporcidn de la c&lulas dentro del explante
y estimula la diferenciacifn y produccidn de brotes(39,46).

L.as caracteristicas de la luz que afectan el desarrollo de las
plantas en general son tambi&n las que afectan el cultivo de cé&lu-
las vegetales. Estos aspectos se clasifican de acuerdo a Michael y
Prakash como; intensidad de la luz, calidad espectral, duracién -

del periodo de exposicidn.diaria. Prolongadas irradiaciones de luz

pueden dafiar el tejido(47).

1.6.3.3 Mcdelo dé crecimiento de los callos

El desarrollo de los callos se puede dividir en tres etapas.
La primera es la fase lag, en ella el tamano celular permanecce ==
caonstante y camprende desde la inoculacidn hasta el primer momento
en que se presenta un aumento en el nimero de c&lulas. La duracidn
de esta fase varfa con el origen y estado fisioldgico del tejido |
utilizado.

La seguunda fase, fase de divisidn, se caracteriza por la dismi

nucidn del tamafo celular y se inicia con la divisidn de las célu-
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lulas/explante x10~3

-
e ce

Nitmero d

las de las capas mas externas del
po el tejido continfia en divisidn

sarrollo celular se prolonga y se

st

mina con el comienzo de una divisién celular asincf6nicav25)

td determinada por el crecimiento del tamafio de las c8lula

En estudios. recientes se ha propuesto que ‘la fa a

pués de la fase lag y como resultado de 1la activaciGn*cglq

tejido. Despu€s de cierto tiem-
en forma indiferenciada. El1l de-

presenta la tercera etapa que es

mento brusco en el nimero de c&lulas(figs. 6 y 7).

de células/ml XlO‘A(Esc. log)

NUmero

15

Fig.6 Cambios en el nimero de c@
lulas de explantes de Jerusalem
artichoke (28).

28 32 42 48 " 56 hrs. 5 10 15 20 25 30bias

Fig 7. Cambio en el nlimero de c¢@&
lulas con el tiempo en cultivos
sincronizados(25).



1.6.3.4 Morfologia de los callos

Las c8lulas de los callos, individualmente son mucho md&s gran

des que las célulsAde las bacterias o esporas de los hongos; pero

al igual .que cualquier . cultivo de microorganismos presenta una’ =

tdn en el rango~deﬁ20fﬁb‘micﬁas;derdlimgtrd y 100-200 micras de -
largo. El1 tiempo déj&ﬁpiiéééién deﬁlas7células vegetales estid en-
tre 20~40 horas, excediendo el de las bacterias por un factor de

60-100.

1.6.4 MEDIOS DE CULTIVO PARA TEJIDOS DE CELULAS VEGETALES

Los cultivos de c&lulas vegetales son raramente autotrdficos.
Es decir, necesitan de macro Yy microelementos como cualquier cul=s
tivo hidropdnico. Las c&lulas y tejidos de plantas generalmente -
necesitan de una fuente de carbono, vitaminas y hormonas de creci
miento para plantas que IN VIVO se sintetiza'por una parte u drga
no de la planta para luego transportars; § otfos Srganos donde se
metabolizan. - 17—3{}54""'

Los medios de culfivo para fejidoé vegetales constan de cinco
grupos de ingredientes: Nutrientes inorganicos, fuente de éarbono,
vitaminas, hormonas de crecimiento, y suplementos orginicos. En =
las tablas I y II se dan algunos de los medios de cultivo mas uti
lizados en cultivos de c&lulas vegetales.

Los nutrientes inorgdnicos son sales minerales que contienen
principalmente; I, B, Mn, Z2n, Mo, Cu, Co, Ni, Fe, Ca, Mg, P, S,Na,
y K. El1 Cl necesario se agrega junto con estos elementos.

De las vitaminas probadas hasta la actualidad s6lo la tiamina

es necesaria para-el crecimiento de algunas ceélulas vegetales IN -

VITRO. E1 &cido nicotinjco y la piridoxina tambi&n ayudan al cre-
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TABLA 1

DIFERENTES MEDIC'S PARA

SALES MINERALES QUE CONTIENEN
CULTIVO DE CELULAS Y TEJIDOS DE PLANTAS
SALES Ms (201 | ER(26)2 Insqza)3 | sn(26)4 | nE(26)5

Macronutrientes{mg/1{nM mg/l] mMimg/1 | mM| mg/l] mM [mg/1] mM
NHANO3 1650]20.6] 1200 15

KNOj4 1900{18.8} 1900} 18.42500 | 25| 2500f 25

CaCIZZHZO 4401 3 440 3150 1 200{1.4 75}0.5
Mg5047H20 ~370(1.5 370}1.5)250 1 400{1.6 {.2501}) 1
KH2P04 170]1.25) 340}2.5

(NH, ) .80, 134 1

. 0 .

NHA”ZP'A ) 300!2.6

NaV03 6001} 7
NaHZPUQHZO 150 1.1 1254(0.9
(KC1 7501 10
Micronutrientes {mg/l {mcM |mg/1|mcM Mg/l {meM mp/1|meM | mg/l | mcM
K 1 0.83 5 .75 4.5 1 6 0.01 j0.06
HJRO3 6.2{100 {0.63} 10 | 3 50 5 |80 1 16.2
.\1:5:!)441{20 22.3 1100 2.23} 10 0.1} 0.5
H”SOAHZO 10 60 10 (60

ZnSOQ7H20 8.6 30 2 7 1 3.5 1 3.5
Zn versenate 15 37

Na2M0042H20 0.25 1 0.2510.1 p.25 110.1 0.4

CuSOASH20 025 10.1 .0025.01 025 0.1§0.2 0.8 {0.031(0.12
C0C126H20 025 10.1 .0025.01 025 0.110.1 0.4

A1C13 0.031{0.22
NiClZGHZO 0.03(0.13
FeCl36H20 1 3.7
Na,EDTA 37.3 {100 |37.3 {100 B7.3 100! 20 |55

FeSOa7H20 27.8 j100 27.8 {100 p7.8 100 15 55

Sararosaf(g) 30 40 20 30

pH 5.7 5.8 5.5 5.8

1,2,3,4,5. Veanse estas claves-en la tabla II, pag. 24.
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TABLA 11

CANTIDADES Y CLASES DE VITAMINAS, HORMONAS Y SUPLEMENTOS
SUGERIDOS PARA LOS MEDIOS DE LA

TABLA 1
COMPUESTO Ms(27) ' | Er(26)% [Bs(z26)3 [suc26)" uE (26
mg/1 mg/1 mg/1 mg /1 mg/l

Inositol 100 100 1000

Acido Ni~-

cotinico 0.5 0.5 1 5
Piridoxina HCl| 0.5 0.5 1 ‘ 0.5

Tiamina HC1 0.1 0.5 10 5

Glicina 2 2

1AA3 1-30 . [ -

NAA®D ’ 1

Cinetina 0.04-10 0.02 0.1

2,4-0° 0.1-1 0.5

p--CPAd 2

1l Murashige & Skoog; 2 Erisson; 3 medio BS5; 4 medio de-—
Shenk & Hildedebrandt; 5 medio de Heller. a dcido indol ac@
tico; b Acido naftalenacético; ¢ dcido 2,4~diclorofenoxiac@

tico y d dcido p-clorofenoxiacé&tico.
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cimiento de este tipo de c&lulas.
Cuando los nutrientes inorgidnicos no son suficientes o adecua
dos para el crecimiento, se agrega al medio un hidrolizado de pro

) pa

e

teinas (po plo

_él”hidrolizado enzimdtico d

blecer éi célgiér;;SE‘puégé

en conéehﬂfac;é efﬁdé?f}iOde';

tamina (23,26).

De las hormonas del‘cﬁéci;i;ﬁﬁo mads utilizadas se tienen a --
las auxinas, citocininas, giBefeIinas v al etileno. De las auxinas
1a m&s utilizada es el dcido indol ac&tico(IAA) que es un &dcido -
mds dé&bil que el &cido nafatalenacé&tico(NAA) otra auxina también
muy utilizada. De las auxinas miAs importantes de origen sint&tico,
en cultivo de c&lulas vegetales destaca el Zcido 2,4-diclorofeno-
xiac@tico(2,4-v) porque suprime fuertemente la organogénsis de tal
forma que permite mantener el tejido calloso en forma indiferencia
da. Del grupo de las citoeininas la mas activa es la Né6-isopente-
niladenina (2iP). Otra de ellas, la N6é~benciladenina(BA), es poco
usada en el cultivo de células vegetales. Sin embargo, la citocini
na mas utilizada en el cultivo de c&lulas vegetales es la cinetina
(C), una citocinina sint@tica que es afectada por la luz en el ran
go de longitud de onda de 300-800 nm. El desarrollo de callos, ral
ces, yemas o brotes estd determinado por la relacidn hormonal auxi
na /citocinina(35,36,37,39 40).

Las fuentes de nitrdgeno mas utilizadas son las sales de amo-
nio y nitratos, sGlos o combinados.

Para la mayoria de las cdlunlas vegetales la fuente de carbono -

a‘esta




preferida es la sacarosa en concentraciones del 2-67%. No obstante
esta substancia se puede substituir por sus monosaciridos, glucosa
o fructosa en las mismas concentraciones. Su metabolismo se. afec-

tua por‘vié gluc61i§ié5T'iclofdéthébs,x;ia;futa‘de,Las pentosas.

L ‘edios de cultivo para:células vegetales

-

disminuir a 4 &

es de 546;;pefq-él¢;f3n5éuféé'@él tiempo tiende
a aumentar a 7 dependiendo del tipo y clase de célﬁlas. Para esta
blecer el pH inicial generalmente se usa un amo}tiguador de fosfa

tos en concentraciones de 1-5 mM{(53).

1.6.5 ALMACENAMIENTO DE CELULAS VEGETALES

Para la conservacidn de las c&lulas vegetales en estado quis—
tico, es decir sin que presenten divisi5n celﬁlar, es necesario
inmovilizarlas metabdlicamente lo md8s que sea posible. Con este
objetivo se han desarrcllado varios métodos de acuerdo a los pro
pdsitos para los que se requiere el cultivo. Los principales mé&-
todos son: Conservacidn a temperatura de refrigeracidn(0-10°C),
recubrimiento con aceite mineral y almacenamiento a temperaturas
criogénicas. La primera té&cnica s8lo es Gtil para prolongar un -
poco el perfodo de subcultivo que por lo comin es de 12 meses.

En el recubrimiento con aceite mineral el medio de cultivo se
cubre con una capa de aceite mineral de 5-40 mm de espesor. La ve
locidad de crecimiento en estas condiciones es constante peroc mu-
cho mds lenta con respecto la las condiciones de cultivo normales.

El tercer método se basa en.que la cinética de las reacciocnes
quimicas de los sistemas bidlégicos indican que mientras mids baja
es la temperatura, menor es la velocidad de reaccidn. Las tempe-

raturas usadas para el almacenamiento criogénico de c&lulas son:

la del nitrdgeno 1liquido(~196°C) o la del vapor de nitrdgeno 1li-



quido (-140°C). Estas temperaturas se usan por tres razones:1) La
temperatura que se alcanza es adecuada para el almacenamiento pro

longado de las cé&lulas(l-5 afios); 2) el nitr8geno liquido y sus

contenedores se ‘encuentran. comercialmente disponibles y 3).

reactividad del nitrégens
del oxigeno liquidb.

La viabilidad de las células después del tratamiento para el
almacenamiento criogénico, estd influenciada por el tipo de célu
lulas, naturaleza y concentracidn de 1la substéngia crioprotecto-
ra, la velocidad de congelacidn, velocidad de descongelacién y -

los métodos para determinar la viabilidad celular(50,52).
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1.7 OBTENCION BIOTECNOLOGICA DE CARDIOTONICOS POR CULTIVO
- DE CELULAS VEGETALES

La técnica de cultivo de c&lulas vegetales se ha usado en los
iltimos afios para la obtencidn biotecnoldgica de farmacos, ya sea
por biosiﬁﬁéS?é;QQue'involucra:la sintesis de NOVO de algdin com-—
puestc'orgénico porylas células del medio de cultivo, o mediante
transformaciones de substancias agregadas al medio. Por medio de
esta técnica se han obtenido substancias como los cardiotdnicos,
usando principalmente géneros de Digitalis y menos frecuentemen
te de Thevetia(54,55,56). Estudios sobre los requerimientos nutri

cionales para el cultivo de D. lanata y D. puprpurea indican que

el hidrolizado enzimdtico de caseina inhibe el crecimiento quien
es mejor cuandd se usa un medio suplementado con auxinas(54). Al
sunos investigadores(56) mencianan el establecimiento de culti-
vos de de callos o c@lulas de Thevetia en susﬁensi6n, pero no de
tallan la t@cnica que usaron para ello.

Varios investipgadores han estudiado la sintesis de cardiotdni
cos usando cultivos de c&lulas vegetales en los Gltimos afios(38,
.39,40,56—62) pero otros de ellos no han detectado este tipo de -~
substancias en sus.cultives(60,62,63,68,66,67,58), y en otros ca
sos sblo se han encontrado cantidades muy pequetfias (38-40,56,58,—
69). De los estudios anteriores, los que utilizan &érganos diferen
ciados han obtenido mejores cantidades de estas substancias.

Se han realizado estudios sobre los efectos de las auxinas en
la produccidn de cardiotdnicos(54), con el fin de encontrar las
concentraciones adecuadas de estas substancias para la biosinte—
sis de los primeros. En estos,se ha llegado a que la adicidn de
algunos precursores de los cardiotdnicos, unido al efecto de las

auxinas, aumentan la produccidn de cardiot8nicos(69,70), aunque
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algunos de dichos precursores puede resultar ser tdxico para el

cultivo (69).

Otros 1nvest1gadores evaluaron el efecto de los clorqplastos

(obtenldos por exp081c1on del cultlvo a 1a 1uz) y de algunas e

substanc1as reguladoras del crecmm1ehto(39 69),'encontrando que—;

los cloroplastos no .son escénclales en la producc10n de cardloto
nicos, para los tejidos de las plantas que usaron( Eurgurea),
y que las concentraciones &ptimas de las ‘hormonas que probaron -
fueron: BA 0.0l ppm, NAA 0.1 ppm y 2,4-D 0.0l ppm.

Tambi&n se ha observado que la edad de los cultivos es muy -

importante para la produccidn de cardiotdnicos, ya que al parecer

disminuye con respecto al tiempo, e inclusive puede llegar a desa

parecer (56), mientras en otros casos puede aumentar con el tiempo

si los cultivos se suplementan con algunas hormonas del crecimien

to(40).
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1.8 BIOTRANSFORMACION DE CARDIOTONICOS POR CULTIVOS DE
CELULAS VEGETALES

La biotransformacidn de cardioténicos usando cultiveos de c&lu

‘estudiada.en los. Gltimos .afios por muchos -

PtlncipélménféffejidbAL@e glﬁéLiS(ZZ}STJ‘

Daucus carot bis sativa e Ipomea sp(77,78).

Las pringiég;ESgbiotransformaciones eféctuadas sobre los ‘car
dioténicos sén: giucosilaciﬁn, desglucosilacidn, acetilacidn, -
desacetilacidn,. 12— -hidroxilacidn, 5~ -~hidroxilacidn, reducecidn
y oxidacidn. Alguﬁos ejemplos de estasrreaccibnes se muestrahren

l1a figura 8..

lguros con Thevetia(72) y otros géneros como
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DIGITOXIGENINA

OH
N
0~

Fig 8. Biotransformacion de digitoxigenina en cultivos de c&lulas vegetales.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las plantas superiores son la fuente méds rica de fArmacos y

de la mayoria de las materias primas necesarias- para. su-sintesis

No obstante, la . vegetacidn en:

cidad alarhﬁnte*deb do

del habltat nat T l,y de, aé»dificu1tadés'pérajéu5cultivo_
Como una altetnatlva para estos problemas surge la nueva tec-
nica; "Cultivo de Celulas Vegetales' la cual se considera. apropia

da y con grandes perspectivas para la producc1on de firmacos, ma-

terias primas y bLotransformaCLOnes reallzadas sobre substancias

adicionadas al medio de cultlvo. '

De los factores que determinaﬁfla

células vegetales se destacan el’exéiééte vy gjagiéﬁlgivd:
El mejor explante para este tipo de cﬁit;vos‘iq'consﬁifuyén‘iés
semillas o raices de la plénta(23,26). S

Para establecer el medio de cultivo para c&lulas vegetales es
necesario que se maneje cuidadosamente cada uno de los constitu-
yentes yva que cada uno presenta una influencia significativa so-
bre los resultados del cultivo.

El cultivo de c&lulas vegetales generalmente se inicia con 1la
induccidn y mantenimiento de un callo. Cuando el callo se logra -
mantener viable durante mds de tres resiembras, se puede pasar a
cultivos en suspensidn pasando las c&lulas callosas a un medio de
cultivo 1fquido. Finalmente cuando las células se desarrollan en
el medio liquido se pueden iniciar estudios de biosintesis y bio-
transformacidn(23,26).

Para la induccidn de los callos se debe considerar muy en se-

rio la relacidn hormonal auxina/citocinina, debido a que de ello
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depende en mucho el Exito del cultivo celular.
Los cardiotdnicos son fiarmacos utilizados terap@uticamente -
contra la insuficiencia cardfaca, enfermedad que-en MExico ocupa

uno de los primeros lugares en morbilidad y mortalidad, segin re

“Estos fd&rmacos

. T 5 R
recientemente en México(

género Thevetia  con ~cardioténi

cos.

Por 1lo anterio%méﬁﬁe mencionado:y dep;do,a ‘uefla Thevetia es
una planta que se énéﬁeﬁtfatampliaﬁgﬁte Eistriguidé en el pais, -
se decidid utilizarla en este estudio para el desarrollo de ca--
llos de tejido mediante el cultivo de partes de cotileddn de esta

planta, ya que su semilla es el &rgano que contiene mayor canti=x

dad de cardiotdnicos.

33



3. OBJETIVOS

Establecer.un cultivo de callp§~de'células vegetales a par-—-

tir de cotiledones de semillas ‘de Thevetia thevetioides.

Evaluar el efecto de la relacidén hormonal Auxina/Citocinina

sobre el cultivo de callos para encontrar las condiciones ade--—

cuadas de estas hormonas en la induccidn y mantenimiento de los

callos de T. thevetioides.

Evaluar el efecto de la luz sobre la induccidn y desarrollo

de los callos de c&lulas de T.thevetioides ¥y su interaccidn con

)

la relacidn hormonal Auxina/Citocinina.

Evaluar la presencia o ausencia de cardiotdnicos en los cul~-

tivos de callos de T.thevetinides de ocho 'semanas de edad crecidos

en las diferentes condiciones de luz y concentraciones hormonales.
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4. HIPOTESIS
Bajo condiciones adeduédasﬁdéiiué y ba-

lance hormonal auxina/citocinina y-.otras -
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. MATERIAL -

5.1.1 EQUIPO -

Autoclaver‘
Campana de‘fluj;wl m
Aparato destila&or d
Refrigerador:_
Balanza
Gabinete de coQ&%él'd' 'empéfétﬁra

Lamparas fluorescenteS(Curvalum de
40 W). S : :

Rotavapor

Cimara de Neubauer

Estufa

Bomba de vacio

Centrifuga (Sol-Bat)
Espectrofotémetro (Beckman)
Agitador mecanico de propela
Agitador magnético(Magnestir)

Agitador magnético para tubos de
ensavo(Vortex)

Microscopio
Extracor Soxhlet

Equipo de destilacidn(Corning)

’Frascos de cult

5. 1 2 MATERIAL DE VIDRIO

MatraceskEtlénm yer?g*
Pipetas de variéé ﬁédidaé‘
Pipetas pasteur |
Vasos de precipitados
Varillas de vidrio
Portaobjetos

Cubreobjetos

Probetas

Cajas de petri

Tubos de ensayo con rosca, -

de 50 ml.

Tubos de ensayo de 15, 20 vy
25 ml.
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5.2 METODOLOGIA

5.2.1 RECOLECCION DEL MATERIAL BIOLOGICO

El material bioldgico a utilizar son semillaS'del‘érbol'de =

do de Pueblé, cqmd a,l2:km;de‘la‘céfré 

OQaxaca.

Las semlllas se encuentran en el 1nter10r de ‘una valna en for
[
ma de nuez locallzada en el interior del ‘f¥uto que produee el ar
bol. La vaina extrida del fruto se pone a secar en una estufa a

40°C por 2-3 dias para su conservacidn.

5.2.2 DESINFESTACION DEL MATERIAL BILOGICO

l.- Abrir la vaina y extraer la semilla cuidando de no dafiar

el tejido.

2.- Colocar las semillas en agua destilada sufidiéﬁte'para cu

brirlas y reposarlas por 30 minutos.
3.~ Lavar las semillas varias veces.ic
tarles la membrana exterior que las cubren-:c

el tejido.

4.~ Colocar las semillas en. etanol aif%bi:be'2431minutos.

5.- En la campana de fiujo laminar, lavar las sémillas con -~
agua destilada est@ril 4—5 veces y drenar el recipiente.

6.~ Poner las semillas sobre una solucidn de hipoclorito de-
sodio al 5% por 20 minutos. |

7.~ Lavar las semillas con agua destilada estéril 4-~5 veces
para eliminar el exceso de hipoclorito de sodio de la superficie.

8.~ Tomar cada semilla con unas pinzas de diseccidn y enjua-

garlas con agua destilada estéril.

9,— Poner las semillas lavadas sobre agua destilada est&ril -

en una nueva caja de petri y guardarlas en condiciones estériles
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“ata el momento de la siembra.

5.2.3 PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

Se usa el medio de cultivo basal de Murashige y Skoog(MS).

1.~ Preparar las siguientes soluciones.

SOLUCION = COMPGNENTE - . CONCENTRA

CURNO3
CoCly.6Hp0
D © KH,PO,
H3BOj3

NayMoOy4.2H90

E MnSO0,.4Hy0
MgS04.7H20
ZnS0y4.7H50

CuS0y4.5H20

F. Na,EDTA

FeS04.7H,0

G Glicina . 0.2
Acido nicotinico ' 0.025
Mio-inositol 0.100

H Clorhidrato de piridoxina 0.050
Clorhidrato de tiamina 0.010



Pesar los componentes de las soluciones A a la H excepto
los de la F y colocarlos en vasos de precipitados, disolverlos -
con una poca de agua destilada .y desionizada. Pasar las solucio-

nes a matraces volumétricos de un litro y llevarlos al:

la misma agua.:,

enfriar la mezcla y llevarla a un litro.com un'm

usando*agﬁa>destilada“y desionizada.

‘Soluciones de las hormonas

Auxina: Pesar 10 mg de dcido indolacético(IAA) y disolver

lo en una mezcla de etanol-agua al 30% de eténdl’v]Q;‘Pésar la -

solucidn a un matraz aforado de 50 ml y llevar al vol@imen con la

misma mezcla. La concentracidn final de esta solucidn . es de 200 .-

mg de IAA por litro de solucidn.

Citocininas: Pesar 10 mg de. cinet
una pequefia cantidad de &cido cloyhidfic

lentamiento. Dejar enfriar la solucién 1sarla.a un matraz afo

rado de 50 ml. Llevar al aforo con agua‘destilada y desionizada.

La concentracidn final de esta solucidn es de 200 mg de cinetina

por litro de solucidn.

Guardar las soluciones en refrigeracidn a excepcidn de la
B y la E quienes precipitan a bajas temperaturas.

Las soluciones hormonales se preparan cada 15 dias debido
a que estas se descomponen cuando se almacenan por mucho tiempo.

Las soluciones G y H, de las vitaminas, se preparan cada
20 dias porque este tipo de substancias duran poco tiempo en so-

lucidn.

aforo-con~

'y disolverlos en

5N con un ligero ca-
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2.~ Poner 400 ml de agua destilada y desionizada en un mg
traz erlenmeyer de 2 litro.

3.- Adicionar 10 ml de las soluciones A hasta 'la H al ma-

traz anterior.

rio paréfbbt ne

tratamiente

3, pag. Si)
5;—:Agrega£*303g,aejgac;£§§5.~
6.; Diiuir con ‘agua destiiada y desionizada hasta 800 ml.
7.; Ajﬁstar el pH a 5.8 con una solucidn de hidroxido de
sodio o &cido clorhidrico 0.1IN segilin sea el caso.
8.~ Adicionar 9 g de agar y completar el volumen de la -
solucidén a un litro con la mispa agua. :

9.- Disolver el-agar por calentamiento con'ayuda. de un me

chero.
10.- Mezclar 5§ffédtémente el medio y'dep

mismo en frascos de cultivo de 125 ml, tapafflos

pel aluminio fijandolo con una liga. LR ek
12.~ Esterilizar los frascos con el medio‘de’culﬁiééjéﬁ‘f
una autoclave a 1210C(15 1lb de presidn) por 15 minutos.
13.~ Dejar solidificar el medio en los frascos y refrige-

rarlos hasta el momento de su uso.

5.2.4 OBTENCION DEL EXPLANTE

1.- En condiciones est&riles, tomar el tejido desinfestado
y aislar de las semillas los cotiledones separiandolos con ayuda
de unas pinzas de diseccidn.

2.- Poner los cotiledones aislados en una caja de petri -
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estéril y separar de los cotiledones la yema quienes se colocan

en otra caja de petri destinada a contener solo yemas.

4, =Tomar-u

t

cortador(pag. Gé)ftf

cas del cotiledén}k

5.- Colocar los explantes obtenidos con el muestreador en

agua destilada estéril contenida en otra caja de petri‘y eliminar-

los fragmentos de tejido ajenos al explénte;

6.- Drenar las cajas que contienen los explantes y las ye
mas, verter sobre ambos tipos de explantes, las yemas y los obte
nidos con el muestreador, hipoclorito de sodio al 5% y reposar -
por 15 minutos.

7.- Pasado el tiempo la&ar los explantes varias veces con
agua destilada est@ril para eliminar el hipoclorito de sodio.

8.= Pasar los explantes a nuevas cajas de petri estériles
que contengan papel filtro(también estéril) en el fondo para - —=
absorber el exceso de agua. 4

9.- Los explantes obtenidos de esta manera quedan desin-—-~

festados y listos para ser sembrados.

5.2.5 SIEMBRA
En condiciones eétériles, usando una campana de flujo lami-
nar, se procede a sembrar de la siguiente manera.
l.- Tomar un frasco de cultivo con medio y destaparlo con
ayuda de unas pinzas de diseccidn previaménte flameadas.
2.—- Tomar el explante con otras pinzas de diseccién flamea

das y colocarlo en el centro del medio de cultivo.
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3.- Tapar el frascoc de cultivo con las otras pinzas de di
seccidn asegurindose de que quede bien cerrado.

4 .- Proceder de la misma forma con todos los frascos de -

cultivo y metérlos a-incubar a 28°c.

2.- Determin

te férmula:

P.F.I.
Dond'e}; . L
I1.P.F. .= .Indice de peso fresco.
P.F.F. = Peso fresco final del tejido después de 1la
incubacidn durante up tiempo t.
P.F.I. = Peso inicial del explante &ntes de incubar

5.2.7 DETERMINACION DEL NUMERO DE CELULAS

l.- Tomar‘el.gallorutili;ado para la determig§9§§§ §§}in -
so fresco y colocarld en un tubq de ensayo de 50 ml con tapSh de
baquelita. | |

2.- Adicionar al tubo 25 ml de agua destilada y una barra
magnética de 0.5 cm.

3.- Disgregar el tejido mediante agitacidn durante 10 minu
tos, cuidando de usar siempre la misma velocidad de agitacidn.

4.~ Determinar la absorbancia de la suspensidn celular ob-
tenido a 454 nm,

5.~ Determinar el nlmero de c&lulas disgregadas del callo

extrapolando la lectura obtenida en la curva estdndar (pag. 65).

41



5.2.8 DETERMINACION DEL PESO SECO

l.- Tomar el callo y colocarlo en un tubo de ensayo tarado

de 20 ml.

1fa a 659C du-—

5,2.9 DETERMINACION DE LA FRIABILIDAD. CELULAR DEL CALLO
l.- Tomar él’qallb y*ﬁgséfl¢ien uha balanza'analiticéihfj“

2.- Colocar elﬂcaliéwé dfde ensayo de 50 mlfcoﬁjﬁg»

pon de baquelita.
3.~ Adicionar 50 ﬁi;@é ;gua destilada y una barrita magnér
tica de 0.5 cm. |

4.- Agitar por 15 minutos mediante un agitador magnético-
procurando usar siempre la misma velocidad.

5.- Tomar el nficleo del callo con unas pinzas de diseccidn
vy eliminar el exceso de aéua de su superficie con ayuda de papel
filtro.

6.- Reposar el niicleo hiimedo durante 15 minutos a 25°C pa
ra orearlo.

7.- Pesar el nicleo oreado en la misma balanza usada para
el paso uno y calcular el porciento de friabilidad mediante la -

siguiente fdrmula: P.N
F =——2— X 100

P.F.I. :
Donde;

P.F. 1. = Peso frsco inicial del callo
P.N.
F

Peso del niicleo obtenido

]

Friabilidad en porciento
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5.2.10 EVALUACION DE LA PRESENCTA DE TEVETOSIDOS TOTALES

1.~ Colocar los callos en una mezcla de cloroformo:metanol
1:1 (25 ml), usando un tuborde ensayo de 50 ml con tapdn de baque

lita.

goddn como medio filtrante

4.- Cromatografiar la solucidn filtrada usando placas de -
10x25 cm preparadas con Silica Gel HF?254 y activadas mediante ex
posicidn en una estufa a 150°C. Usar como eluyente cualquiera de

los dos sistemas siguientes:

ASistema I : Cloroformo:metanol 9:1

Sistema II: Cloroformo:metanol 1:1

Usar como muestra de referencia una mezcla de tevetdsidos

o nerifolina.

5.- Revelar:lac n-luz ultravioleta~§;é' 

S'Zi}l EYALUééi?Ff?EPWQQNIFN;DO DE TEVETOSIDQSW?PTAiﬁg' 

l.- Preparar las siguientes soluciones:
a) Solucidn madre de nerifolina o tevetdsidos

Desecar al vacio, en un desecador con silica, una muestra
de tevetdsidos o de nerifolina por 24 horas.

Pesar 30 mg de la substancia seca y disolverlos en 100 ml
de etanol usando un matraz volumétrico.
b) Solucidn estandar de tevetdsidos o nerifolina

Tomar 40 ml de la solucidn madre de nerifolina o tevetdsi

dos y diluir a 50 ml en un matraz volumétrico.
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c) Reactivo alcalino de picrato
Disolucién de hidréxido de sodio al 3% : Pesar 3 g de hi
drox1do de SOle y dlsolverlos en 100 ml de agua destilada (

solucmon A)

Dlsolu lQﬂ d
co y ponermos e
de agua callente

con agua fria.‘Guardar esta solu don: en un frasco ambar B)

Transferir 10 ml de (A) con ‘una: plpeta volumetrlcaf

traz aforado de 100 ml y agregarle exactamente 20*m’ Ne~(B).
Mezclar,y'éforar al vol@men con agua destilada.(Eﬁepét?: an
tes de su:iuso).

2.2 Pesar tres callos y ponerlos en un tubo de ensayo de

50 ml con‘tgbbn_délbaquelita;

loroformo:

gitar por
tres horas a,una veloc1dadvc§nétante.

5.- Filtrar usando'ﬁn'embudO”de;tailf  éigod6n. En
juagar el tubo y el embudo con 5 ml deylé‘ zlgrdéﬂsolventes y
adicionarla al filtrado, el ;ualose;fécAﬁ kn'ﬁﬁtraz aforado

de 50 ml.

6.- Llevar el filtrgd  n la misma mezcla de sol

ventes.

7.- Mezclar y tomar una alficuota de 5 ml la cual se colo-
ca en los tubos de emsayo de 20 ml.
8.~ Evaporar el solvente de la alicuota por calentamiento

en un bafio de vapor suave.

unlmg
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9.~ Dejar enfriar los tubos a temperatura ambiente y agre
parles 5 ml de metanol para redisolver y luego 5 ml de reactivo
alcalino de-picrato.

10];*Méz§l§:;y dejar reposar por 30 minutos.

Determinar la absorbancia de estas soluciones a 492

nm, usando comoi blarnco una solucién de 5 ml d

Tubo R |

Nerifolina o tevetd .
s5idos (mg /100 ml) 1.2
Solucidn estandar

de nerifolina o te 1.0 0
vetosidos

Etanol 4.0

A cada tubo se le égfégan'5'ml;dé féébF;V; aicalino;de -
picrato, se mezélén yrféépsan 30 minutog §h$é”££§7deﬁermina su =
absorbancia igual que a las muestras. El tubo 6 se usa como blan
co para la determinacidn.

5.2,12 EVALUACION DEL PORCIENTO DE CONTAMINACION Y DIFEREN-
CLACION,

Determinar el porciento de contaminacidn mediante la observa
cién de presencia o ausencia de coloniasvmicrobianas en los culti
vos. Reportar el porciento de cbntaminacian en refe}encia al nime.
ro de cultivos contaminados con respecto al total sembrado.

Determinar el porciento de diferenciacidn de manera similar

la de contaminacidén perc en este caso observando la presencia o

ausencia de cualquier tipo de tejido diferenciado(brotes, raices



nojas) en cultiveos de diferentes edades. Ll porciento de diferen
cincidn se reporta con respecto al ndmero total de vasos de culti

vo sembrados.
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6. VISENO EXPERIMENTAL Y MODELO ESTADISTICO

6.1. DISERO EXPERIMENTAL

La induccidn de callos por medio de cultive de células vege

tales requiere de una fuente vegetal sel y-clasificada-

botinicamente para eVita debidas

a las diferentes especies existentesien la naturaleza e inclusi-

ve en el mismo lugar. En;gége;égéﬁaidfgézdsaVéi éfbol Thevétiéf—
thevecjﬁags’que’se localizé én~i2ﬁcérwde'Métamoros, Oaxaca (pag:d)

Seleccionada la fuénte vegetal, se procede a realizar el trg
bajo de acuerdo al esquema II 7
‘ La evaluacidn del tamafio del explante asi como el estudio =
del tiempo de exposicidn y concentraciofn del agente desinfectan—r
te, que garantice la eliminacidn de la contaminacidn microbiana-
se realiza en una etapa primeré del trabajo, encontrdndose la ne
cesidad de buscar un método iddneo para obtener explantes de ta-
mafio y formas.adecuados. ~

Determinadas las condiciones de desinfestacidn y tamafio de-
explante se_p:océde a,eyé}ggf;gLugfécto de la luz.y balénﬁe;hééifﬁg
monal auxina/citocinina, péra lo cualvse utiliza un diséﬁo.éxﬁe—
rimental de tipo factorial'qug implica dos niveles de luz, cince
de citocinina(cinetina C) y cuatro de auxina(dcido indol-acé&tico
IAA), (tabla II1).

Los tratamientos enumerados en la tabla del disenio factorial
se toman al azar quedando como muestra la tsbdlalV, que es el or-
den experimental que se sigue para realizar los tratamientos.

En la tabla V se indica la relacidn hormonal IAA/C que co--
rresponde a cada tratamiento segln el disefio factorial y que co-

rresponden a cada tratamiento de acuerdo a las concentraciones -



ESQUEMA I1

D1IAGRAMA DE FLUJO DE

TRABAJO

RECOLECCION Y SELE
DEL MATERIAL BIOLO

CCION
GICO

L

L

ESTUDIO DEL TIEMPO Y
CONCENTRACION DEL

AGENTE DESINFESTANTE

ESTUDIO DEL TAMANO Y
FORMA DEL. EXPLANTE .

(COTILEDON Y YEMA

SIEMBRA DEL EXPLANTE

ED)

hNCUBACION}

LUZI

——-———1OBSCURIDADl

]COTILEDON IOBTENCION DE CALLOS YEMAS i

A PARTIR DE:

MUESTREO CADA DOS SE|

MANAS EVALUANDO PESO
FRESCO, PESO SECO Y
NUMERO DE CELULAS.

RESTEMBRA CADA CUATRO
SEMANAS USANDO EL ME-
DIO DE CULTIVO QUE CO
RRESPONDA,

MUESTREO A LAS OCHO
SEMANAS PARA EVALUAR
FRIABILIDAD CELULAR

MUESTREO A LAS OCHO -
SEMANAS EVALUANDO CON
TENIDO Y PRESENCIA DE
TEVETOSIDOS5 TOTALES
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TABLAkVIII

MATRIZ EXPERIMENTAL Y NUMERO DE TRATAMIENTO

Clnetlna

',1;50.. 17 , ?is?ifi??fiﬁif; LY
0.00 1 2 4 -

[ ]

<

A 0.05 5 6 7 8

M o0.25 9 10 11 12
= o

w 1.00 - 13 14 15 16

-]

© 1.50 17 18 19 20

Cada niimero en las celdas representa un trata-
miento. Los 20 tratamientos se desordenan posterior
mente para obtener un disefio factorial completamen-—
te al azar., ppm., concentracidén en partes por milldn.
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TABLA 1V

NUMERO .DE TRATAMIENTOS Y ORDEN EXPERIMENTAL

Acdido -indolacético(ppm)

0.10 ; 1,00 .. ..2.50

2 £

18
12
16
1013
17 18 19 20
1.50 17 14 20 19

Los niimeros superiores de cada celda se re-
fieren al nidmero de tratamiento, los inferiores
indican el orden en que se ejecuta cada trata-
miento. El orden experimental, obtenido al azar,

es el mismo para luz ¥y obscuridad.



TABLA V

MATRIZ EXPERIMENTAL Y RELACION HORMONAL iAé/C

Cinetina Acido indolacé&tico{ppm)
(ppm) 0.01 0.10 1.00 . 2.50
0.00 -- - -— Se
0.05 0.200 2.000  20.000, 50,000
0.25 0.040  0.400 .. 4.000 10.000
., 1.00 0.010  0.100 1.000 2.500
1.50 0.006 0.066 0.666 1.600

IAA, &cido

indolacético; C cinetinaj; ppm -

partes por milldn. La relacidn hormonal se de

termina divid
tre la de C.

iendo la concentracidn de TAA en

53



hormonales, quienes se eligen de acuerdo a lo que indica la lite
retura como mas adecuado para la produccidn de callos de tejidos
de Thevetia: 1 ppm de IAA y 1 ppm de C(56).

Para la“evaluacidn de los{factoreS—antes}mencionadosfse uti

rdmetro: peso

indicadof;é de ‘CEeQimieﬁéb &éi¥té55&6 ;éiiq5bf#‘través del tiem
poO. V |
quésxfaéipres importantes a evaluar son la presencia o au-
sencia de cardioténicos y friabilidad celular. Esta filtima con el
fin de poder predecir si los callos obtenidos son adecuados para
iniciar un cultivo en suspensidn, lo cual requiere de una facil

disgregacidn del tejido calloso. Estas dos Qltimas variableswsé

determinan a las ocho semanas de CulthO para darle tlempo al te:

jido de crecer lo miAs posible y produc1r una buena cantldad‘de

cardiotdnicos.

Para la evaluacidn de las varlables de'respuesta menclona—-

das, en cada tratamiento se preparan 65 vaso : ultlvo de 125
ml con 25 ml de medio cada uno. De estos;'52 ‘se usan para sembrar
explantes cilindricos y 13 para yemas. Los,vaSOS sembrados se di-

viden de acuerdo al diagrama de drbol que se muestra en el esque-

ma LIL.

6.2. MODELO ESTADISTICO

.

Para el anilisis de los datos se utiliza el siguiente modelo

estadistico:
Yijkl =_A4+ Ai + Cj + Lk + ACij + ALik + CLjk + ACLijk + El(ijk)

Donde

Y = Variable de respuesta'a un tiempo t(peso fresco,
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ESQUEMA III
DIAGRAMA DE ARBOL DE LA DISTRIBUCION DE LOS VASOS DE
CULTIVO

3 vasos para determi
nar peso fresco y nQ
mero de células.

Muestra de 6 vasos,,f”////’

cada 2 semanas has

ta 8. . .
3 vasos para determi

nar peso seco.

26 para luz
Muestra de 3 vasos
a las 8 semanas pa

;/”””’,,-ra determinar fria

52 vasos con
explante ci-
lindrico.

/\

bilidad celular.
26 para obs

- 3 vasos para determi
curidad P 1

nar peso fresco y ni
Muestra de 6 vasos’_,,,a,—,’meropde _fresco y na
cada 2 semanas has ‘
ta 8.

3 vasos para determi
nar peso seco

Muestreo de 1 vaso a las ocho semanas para iden-—

6 6 7 para
luz.

nar contenido de cardiotdnicos.

/////’ Muestreo de 2 vasos a las 5 semanas para resem--—
brar.
13 vasos con
yemas. \\\\\«
6 6 7 para Igual que para luz.

obscuridad.

' tificacidn de cardiotdnicos por cromatografia en
capa fina.
Muestreo de 3 vasos a las 8 semanas para determi

o



peso seco, nimero de c@lulas, friabilidad celular 3 contenido de
cardiotdnicos).
A = Media total o gran media:

A = Factor auxina(dcido indolacé&tico TIAA)..

C = Facto cinina(cinetinaC

b b's"ct:jrfrid'ard)‘ |
E = L
i = Nivé ggyﬁe auxiné(i1;‘:’

i= Nivéieé de citociniﬂa(j =

k = Niveles de luz(k = 1,2)“ 

1 = Nimero de repeticiones(l

teracciones éntre si sobre las variabieé'éé:resphéstaJSeausaiun
andlisis de varianza de tres factores.

Cabe mencionar que se buscd un modelo matemdtico por corre
lacidn multiple lineal al cual se ajustaran los datos obtenidos
con el fin de poder predecir el comportamiento del cultivo con
respecto a variaciones presentes en las variables de respuesta.
No obstante, el haber demasiadas variables que influyen en dicho

compor tamiento no permitid encontrar el modelo adecuado.
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7. RESULTADOS

Con el fin'de facilitar la interpretacidn y comprensidn de

los resultados, estos se presentan en el orden de experimentacién

seguido par'

lalqéﬁiShﬁaé'iafluz:y;balaﬂéé hormonal ﬂoé»encéntrg
mos con ddSﬁfibaé”3é £§étéﬁiéntoé;bloskqﬁe no involucran a la ci-
netina y los‘qﬁersi ia involucran. Por esta razdn los résultados,
de esa pafﬁe'exberimental se dividen en dos secciones.

L.as variables de respuesta se presentan por separado para -
poder evaluar mejor la informacidn que nos proporcionan. Al final
de la seccidn de resultados se da un resﬁmenlde los mismos compa-
rando las variables de respuesta entre si para llegar a algo mias
concreto en fundamentos discutidos al inicio del trabajo.

A continuacidn presentamos los resultados, dando un breve a

nilisis de los mismos.

7.1 DETERMINACION DEL TIEMPO DE DESINFESTACION Y CONCENTRACION
DEL AGENTE DESINFESTANTE.

Se desinfestaron varias semillas de T.thevetisideg,con dife-

rentes concentracicnes de hipoclorito de sodio(NaCLO) y se incuba
ron por tres semanas a 28°9C al cabo de las cuales se observa el -
porciento de contaminacidn(tabla VI).

En la tabla se ve que a bajas concentraciones de NaCLO y ba;
jo tiempo de exposicidn del tejido ante el mismo, el porciento de
contaminacidn es muy elevado, mientras'que al aumentar ambos fac-
tores,esta disminuye.

Ho obstante lo anterior, no se puede aumentar el tiempo de -
desinfestaci®n ni la concentracidn de hipoclorito de sodio indefi

nidamente ya que el tejido vegetal tambi&n puede llegar a destrul

rrollo del tfabéjp:yh,quéjlos;primerbS'SOn ba



do. Asl, al medir la viabilidad del tejido por medio de la presen
cia de brotes, raices, tejido calloso, pigmentos u hojas, se ob-
servd que a una concentracidn de hipoclorito de sodio al 5% y a -

un tiempo de desinfestacidn de 15 minutos el porciento de contami

nacién,es,s§lo?dé17521'J”  ?,‘f“.;f‘1 ‘yiabilidad celular, en =

cambio cuaﬁd;fek figmpo;défaésinfééﬁgciéj, s deQZQJminqt05?iQ via
bilidad»celulér;sé vé fuertemente digﬁiﬁﬁiﬁé(esﬁiﬁada‘énfre el 85
y el 90%). ' '

De esta manera, la concentraciSp de hipoclorito de sodio mias
adecuad; para la desinfestacidn del tejido es del 5% con un tiem
po de desinfestacidn de 15-20 éinutos(arriba de 15 pero abdjo de

20). Estas son las condiciones que se utilizan para la desinfes-

tacidn del itejido durante el desarrollo experimental,.

TABLA VI
PORCIENTO DE CONTAMINACION CON RESPECTO A LA CONCENTRA
CION DE HIPOCLORITO DE SODIO(NaCLO) Y EL

TIEMPO DE DESINFESTACION

N?ggo . Tiempo de desinfestacidn(min)
5 iO 14 20

0.5 100 100 100 100

2.5 ‘ 100 100 | 907 60

5.0 50 30 s 0

Los cultivos se incuban en obscuridad total por tres
semanas. El tiempo de desinfestacidn se refiere al tiem
po de exposicidén del tejido ante el hipoclorito de sodio.
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7.2 SELECCION DEL TAMANO DEL EXPLANTE MAS ADECUADO PARA LA INDUC
CION DE CALLOS A PARTIR DE DIFERENTES PARTES DE LA SEMILLA -

DE T. thevetioides.

Se toman. varias semillas, se desinfestan y en condiciones es

erent.

tériles se .dividen-en fracciones de. di 'gtamaﬁos, quienes -~

se siembraﬂ en el medio basal de Msiéén>éy5fppﬁfdé IAA y 1 ppm de °
C. Los vasos de cultivo se incuban 5 555C'po; cﬁaﬁro semanas al -
cabo de las cuales se evalGa la presencia de’contaminaciSn, pro-
duccidn de callos, diferenciacidn y pigmentacidn(tabla VII).

los resultados indican que no hay contaminacidn y que:lavppgfr

sencia de callos es mds frecuente al disminuir el tamafio del 'ex— -~

plante, comenzando a manifestarse con 1/4 de cotileddn :

ramente con 1/8.

Cuando el tamafio del explante es de 1/16 de cotileddn, la -
viabilidad del tejido se pierdé(no reportado), es decir, no hay
contaminacidn pero tampoco ninguna sefial de que el explante pue-
da diferenciarse o producir tejido calloso.

Todas las yemas producen callo y no se diferencian. En con-
traste con la presencia de callos, ia diferenciacidn y pigmenta-
cidén son muy frecuentes en los explanfes de mayor tamarfio tales -
como las semillas completag, medias semillas, cotiledén, medio y
un cuarto de cotileddn. Aunque la diferenciacidn se debe tal vez
a que dichos explantes contienen muchas mids células periféricas
o del centro de la semilla , quienes no estin.preparadas para -
presentar este fendmeno, de acuerdo a la posicidn que ocupaban
en la semilla originalmente.

De la misma tabla se observa que la diferenciacidn y pig-
mentacidn en les explantes desaparece o son menos frecuentes =

con el tamafio de 1/8 de cotileddn y la presencia de callos con



TABLA VII
PRESENCIA(+) O AUSENCIA(-) DE CONTAMINACION, TEJIDO
CALLOSO, DIFERENCIACION Y PIGMENTACION EN LOS
CULTIVOS DE T.thevetipidies CON VARIOS
TIPOS DE EXPLANTES

EXPLANTE | -CONTAMINACION - CALLO DIFERENCIACION PIGMENTACION

1/28h e/y =

1/2sh s/y . ‘:-, o - R ‘ : +

4]
0

Ccly R ffi::J"'4f e
csly . - - R ’ , ,, "“."',"
lev ’:">  - - SR | .
1/2 Ch ."‘;i, - - 'v" R | +
1/4c : - ' +, - R ' +
1/4¢C ' i,iff7f  - "f’w”'.”'4;'-ft:;"”"u9 o 'm'f“:';""¥f”
1/8¢ Ll B . R -
1/8c i el o - -
1/8¢ B AR ST T T
1/8¢c : e - - R | -
1/8¢ | ; - | - | -
Y ’ - : + - : -

N - + - -

S semilla completa, C cotileddén;h corte horizonta]_., v vertical
¢, con; ¥y yema, Y yema; s sin; R raiz; T tallo; H hoja.
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este tamafio de explante también es mayor.

Por lo anterior se decidid idear un m&todo que permitiera ob

tener explantes aproximadamente de ese tamafio y coOn una mayor su-

perficie de corte . .para lamproduccién de células callosas.

obtener explébt
ledones de lA'Qémili;(fié'9). Este aparato permite tambi&n obte-
ner explantes simé@tricos com respecto a la posicién del Cejido en
el cotiledén, evitando de esta forma incluir en el cultivo partes
periféricés.y centrales de la semilla, disminuyendo la posibili-
dad de que ocurra diferenciacién(fig. 9-B).

El espesor de los explantes obtenidos con dicho aparato de
pende del espesor de cada cotileddén, que varia de semilla a semi
1la. En la figura 12B se observa la forma cilindrica del explan-
te lo cual permite mantener la superficie de corte, que es donde
se desarrollan las cé&lulaes callosas, dentro de un intervalo muy
estrecho independientemente del tamafio de la semilla y dependien
do solamente del espesor de los cotiledones.

En la tablaVIiIse presentan las observaciones realizadas con
el aparato muestreador e indican que todos los explantes obténi—

dos con este aparato forman callos, minima diferenciacidén y pig-

mentacidén. Los resultades obtenidos con los otros tipos de explan

tes son similares a los presentados en la tabla VII.

De esta manera se decidid usar el aparato muestreador para

obtener los explantes a utilizar en el desarrollo de este trabajo.

e disefif un aparato muestreador que permite -

,taméﬁo v forma regular 'a partir de los coti'
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Fig. 9.(A)aparato utilizado para muestrear explantes a partir
de cotiledones de semillas de T. tevetoides(B).



TABLA VII(
PRESENCIA(+) O AUSENCIA(-) DE CONTAMINACION,TEJIDO CALLOSO
DIFERENCIACION Y PIGMENTACION EN CULTIVOS DE THEVETIA
thevetioides USANDO DIFERENTES TIPOS DE EXPLANTES

EXPLANTE CONTAMINACION CALLO DIFERENCIACION PIGMENTACION
S + ~ o | ]
C a _ . .
Ccly ‘ | ‘  _»;, : —v7~> . R’?;Hi‘ .
2 eso | = - L .
l1/2c - _ 5 :
L Jac c/o - B : o
A.M, - * _ k
A.M - + R E
AM. - . ) :
TALM, - + _ -
% . - B N
Pa. M. B N _ )
A.M. _ . ~ i
Y ,. _ . } )
Y - + _ )

S, semilla completa; C cotileddn; A.M. aparato muestreador
c/y con yema; s/y sin yema; c/o con el orificio dejado por el
aparato muestreador sobre el cotileddén; Y yema; R raiz; T ta--
llo; H hoja.



7.3 DETERMINACION DE LA LINEARIDAD ENTRE EL NUMERO DE CELULAS DE
TEJIDO CALLOSO CONTENIDO EN UNA SUSPENSION Y SU ABSORBANCIA
A 254 nm.

Se preparan varias suspensiones con un nimero conocido de eé&

lulas callosas, quienes se:cuentan mediante una.cdmarasde Neubauer

y se les determina s@rab§6£ﬁancia a 454 nm, QQE*és‘lﬁ ldngitud de

onda mixima enéoh;radd mediante un barrido de 1la mi}@éisﬁépensiSn.
Las observaciones se‘ﬂresentan gridficamente eﬁ laffigﬁrﬁglo. El o
coeficiente de rTegresidén de los datos es de 0.9774.

Lo anterior demuestra que hay un comportamiento lineal apro
piado entre la sbsorbacia y el niimero de c&lulas. Sin embargo,
en el transcurso de la experimentacidn se observd que el tamafio
y forma'celulares varfian considerablemente con el transcurso del
tiempo(figill) produciendo un efecto impredecible sobre 1la absor
bancia y por tanto un comportamiento desordenado de los datos -
obtenidos con esta variable de respuesta.

El nimero de c@lulas medido por éste método, no resultd ser
una variable de respuesta'adecuada para explicar y seguir el desa
rrollo de cultivos de c&lulas vegetales.

No obstante lo anterior, medimos esta variable de respuesta
durante el transcurso de la experimentacidn, pero como se mencio

nd anteriormente no es capaz de dar alguna informacidén valiosa -

aparte de la obtenida con las otras variables de respuesta.



Absorbancia

e Estimado

* Experimen

tal.

A = 0.15C -

i
L]

10 Nimero de c&lulas
x104 /ml

Fig. 10. Absorbacia de cdlulas de callos de tejidos
de T. tevetoides en funcidén del nimero de células conte
nidas en SuSpenSlOH acuosa.Coeficiente de regrec1on R=
0.9774. nimero de datos = 16.4 absorbancia; C nimero de

cBlulas x 10%4 por ml,

N
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la ref. 33 Pero las observaciones Son muy similares).



7.4 DETERMINACION DE LA CURVA PATRON DE TEVETOSIDOS TNTALES EN
FUNCION DE SU ABSORBANCIA.

Se obtiene la curva patrdn de concentracidn de tevetdsidos

totales contra absorbancia, que presenta una sol
obtenida de ‘acuerdo a’' la metodo

como estandar una.mezcla de. tevetdsid

El coeficiente de regresi&n dé_los'datos es de 0.9992, e in
dica que existe una relacifn lineal entre los datos lo que garan
tiza la adecuada cuantificacidn del contenido de cardiotdnicos -

presentes en los cultivos.

ién colorida -
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Absorbancia (492 nm)

A =0.0914T + 0.0241

i
T T

5. 777 10 Tevetésidos(mcg/ml)

Fig.13 Curva patrdn para la cuantificacidn de tevetdsidos
totales en funcidén de se absorbancia.
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7.5 EVALUACION--DEL-EFECTO HORMONAL AUXINA (TAA)/CITOCININA(C) Y LA
LUZ SOBRE LA INDUCCION Y MANTENIMIENTO DE CALLOS DE T. theve-

tioidesy SU CONTENIDO DE CARDIOTONICOS.

Selecc1onadas las cond1c1ones de de51nfestac1on y explante51,

adecuados, se pr cede a evaluar el ‘el balance hormonal

e T thevetioides qu1e

1AA/C ¥ luz sobre los cu tl
nes se obtlenen y tratan ae‘acuer larmetodologla indicada en.
el punto 5.2. | » ’ .

Las concentraciones hormonales que se usan se indican en 1la
tabla III y después de la aleatorizacidn vemos que el prime£ tra
tamiento a realizar es el 16, al cual le corresponden 2.5 ppm de
IAA y 1 ppm de C, para el segundo tratamiento a realizar tenemos
1 ppm de IAA vy 0 ppm de C y asi sucesivamente.

Los primeros cuatro tratamientos que se enmarcan en la ma--
triz experimental no involucran a la hormona C, por lo que en es
tos casos no gxiste relacidn hormonal y por eso se presentan los
resultados aparte. De esta manera, primero se dan los resultados
que no involucran C, luego a los que involucran ambas hormonas y
al final, en un resumen se confrontan los resultados de forma --

global. A continuacidn se dan los datos obtenidos comn cada varia

ble de respuesta por separado.

7.5.1 TRATAMIENTOS QUE SOLO INVOLUCRAN A LA HORMONA TAA.

1.- Peso fresco

Estos resultados se presentan como indice de peso fresco en
la tabla IX.

La tabla indica que el peso fresco aumenta con el tiempo en
general para todas las concentraciones de IAA probadas, aunque -

presenta una variaci®n con respecto a la concentracidn de IAA y




TABLA IX
EFECTO DE LA LUZ Y AUXINA(IAA) SOBRE EL INDICE
DE PESO FRESCO DE CALLOS OBTENIDOS A

DIFERENTES PERIODOS DE

TIEMPO (T)
1T (sem) Acido indolacé&tico(ppm)
0.01 0.10 1.00 2.50
2 0.6937 0.6000 0.9395 1.1538 .

N4 5.1912 2.9575 5.3159: "3.,4000
il 7.6416 2.3866 8.2358  5.1000

8 7.5000 4.9486 9.3786 6.4542

2 0.4875 0.2530 0.9736 1.5878
(=] .
<l 4 3.2647 - 1.3695 4.1625 4.2500
=
S 3.8716 5.9166 4.3621 4.,1000
@
©] 8 4.0226 9.9740 5.7383 3.1310

Cada dato es el promedio del Indice de peso fresco
de tres cultivos. La concentracidn de IAA subrayada es
la que se encontrd como mids adecuada para esta variable
de respuesta. ppm, concentracidn en partes por millén.
TAA, Acido indol acético.



las diferentes condiciones de luz.
Para saber si dicha variacidn en los datos es causada por la
concentracidnide “IAA o por las condiciones de luz se realiza un -

andlisis de,varianza(tabla X), quien indica que és la ¢oncentra—

cién de IAA la principal responsable de la variabilidaa:éh Los,-

datos, siend57él'peso fresco independiente de las qondicioﬁes de
luz. ‘

Representando griZficamente el Indice de peso fresco(IPF) en
funcidn de la concentracidn de IAA en luz y obscuridad(fig l4),
se ve que hay muy poca influencia de la luz sobre esta variable
vy que existe una relacidn entre el Indice de peso fresco y la in
teraccidn IAA-T, lo cual apoya lo encontrado mediante el anilisis
estadistico.

De esta forma, la gréfica'y l1a tabla de resultados indican
que la concentracidn de IAA mi3s adecuada de las probadas para la
produccidn de masa celular hidratada y en ausencia de éinetina,

es de 1 ppm en luz y de 0.1 ppm en obscuridad.

2.- Peso seco

En la tabla XI se muestran los resultados de peso seco. Cada
uno de los datos representa el promedio del peso de tres cultivos.

Los datos muestran que la mixima cantidad de masa celular se
obtiene a las 4-6 semanas de cultivo, siendo diferente la canti-
dad seglin la concentracidén de IAA, fotocondiciones y tiempo de -
incubacidn. Al igual que en el caso de peso fresco, para saber si
el efecto causado por los factores evaluados es significativo se
realiza un an8lisis de varianza(tabla X ). El resultado de dicho
anfilisis indica que el péso seco se ve profundamenfe afectado por

las condiciones de luz, concentracion de IAA, tiempo de incuba--
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TABLA X
RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS DE INDTCE DE PESO FRESCO
(IPF), PESO SECO(PS) Y NUMERO DE CELULAS(NoC) DE ‘LOS
TRATAMIENTOS QUE NO INVOLUCRAN CINETINA

FUENTE DE VARIACION G.L. F.C. Ft 0.05
I.P.F. P.S. No.C.
Fotocondiciones 1 1.25191 10.79091 2.44547 3.98°
IAA 3 3.81195 13.38030 2.08061 o 2.74
Tiempo 3 37.75976 21.16172 " 2.79546
Fotocondiciones-IAA 3 | 2.74401 8.81208 1.69774 | 2.74 |
Fotocondiciones- 3 0.50056 10.01999 2.20432 2.74-
Tiempo ’ o
IAA-Tiempo 9 | 2.60356 5.69635 5.13336 2.02
Fotocondiciones-IAA- 9 1.41037 9.07790 2.59319 2.02
Tiempo
Error 64

Fotocondiciones, condiciones de luz y obscuridad; IAA &cido indolac@tico;
F.C. F calculada; Ft 0.05, F tedrica tomada de las tablas con un nivel de sig
nificancia del 0.05; G.L., grados de libertad; Se considera que hay efecto =
significativo por los factores evaluados cuando la F.C. es mayor que la Ft.



IPF IPF

LUzZ OBSCURIDAD
sem
sem
sem
sem

q
>
® o &N
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T ¥ + 1
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0.01 0.1 1 10 1AA 0.01 0.1 1 10 1AA
(ppm) (ppm)
Fig. 14, Indice de peso fresco en funcidn de la concentracidn de TAA a diferentes pe-
riodos de tiempo(2,4,6 y 8 semanas).




TABLA XI
EFECTO DE LA LUZ Y AUXINA(IAA) SOBRE EL PESO
SECO DE CALLOS OBTENIDOS A DIFERENTES
' PERIODOS DE TIEMPO(T)

:f;fKSem). Acido indolacético (ppm) :
0.01 0.10 1.00 2.50
o2 0.0766 0.1065 0.0811 0.1254
bt 0.1177 0.1166 0.0992 0.1400
R 0.0827 0.1286 0.1446 0.1390
8 0.1400 0.1266 0.1294 0.0965
-2 |0.0833 0.1180 §.0873 0.0965
2. .
al 4 0.1220 0.1163 0.2500 0.1320
=
ol 6 - lo.1276 0.1084 0.1486 0.1320
2]
(o]
8 0.1120 0.1063 0.1300 0.1449

Cada dato en las celdas representa el promedio
de t¥es cultivos. ppm, concentracidn en partes por
millén. La concentracidn de IAA subrayada es la en
contrada como mds adecuada para el peso seco.




<idn y la interaccidn entre los factores, IAA-Luz.
Segiln la -tabla X-, el factor-de mayor influencia es la con-

centracisn~de’iAAﬁyftiEmPo'dé incubacidn. Debidb'a“dueﬂlgé“inte;”

racciones entre los factores evaluados tienen efecto muy

cativo sob Q;:resulta impredecible’ el comportamien-

to del mismé 31 ;ariér tualquiera de ellos.

De lo antefibr, para seleccionar las condiciones de cgltivo
mids adecuadas se represnta grificamente el peso seco en funcién
de la concentracidén de TAA en luz y obscuridad(fig..15). De la -
figura y la tabla de resultados de peso seco se observa que la -
concentracién mads adecuada de IAA es de 1 ppm para cualquier caso
luz u obscuridad y con cuatro semanas de incubacidn, aunque en -

obscuridad es donde se obtiene mayor cantidad de peso seco.

3.- Ndmero de c@lulas

Esta variable de respuesta se reporta como absorbancia, de-
terminada a 454 nm, en la tabla XII. El niimero de céluias se pue
de determinar a partir de la curva patrdn de absorbancia contra
nimero de células (fig. 13).

De la tabla XII se observa qﬁe conforme pasa el tiempo la ab
sorbancia presenta subidas.y bajadas lo cual no necesariamente se
debe a2 un incremento en el nimero de c&lulas sino a variaciones
en el tamafio y la forma que adquieren en sus diferentes etapas de
desarrollo. Al realizar el anidlisis de varianza con los datos(ta-
bla X), se encuentra que esta variable de respuesta se ve afecta-
da ligeramente por el tiempo de incubacidn y la interaccidn de es
te con la concentracidn de IAA, ademds de que existe triple inte-
raccidn entre estos tres factores.

Pgra seleccionar 1a§ condiciones mis adecuadaé con respecto

al nGmero de cé&lulas, se grafican estos datos(fig 16) en funcién
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LUZ OBSCURIDAD

P.S(mg) P.S(mg)
Ll 2 sem
®-@ 4 sem
A-A 6 sem
200 4 BB 8 sem +

100 T

I
Li

0.01 0.1 1 10 0.01 0.1 1

- [l r
L4

4

IAA
(ppm)

Fig 15. Peso seco(P.S) de callos de cotileddn de semillas de T.thevectioides en
funcidn de la concentracién de &dcido indolac@tico(IAA), a diferentes periodos de
incubacién(2,4,6 y 8 semanas) y en ausencia de cinetina.




TABLA XII

EFECTO DE LA LUZ Y AUXINA(IAA) SOBRE EL NUMERO

DE CELULAS DE CALLOS A DIFERENTES PERIO
°DOS DE TIEMPO(T)

~

T(Sem) Acido indolacé&tico(ppm)
0.01 0.10 1.00 2.50
2 0.1490 0.1900 0.4193 0.8373
N 4 1.0280 0.2137 0.1815 1.0900
=3
Al 6 0.1560 0.3365 0.2146 0.9600
8 0.1250 0.3605 0.4100 0.4650
a 2 0.1750 0.1150 0.2280 0.5530
3
2 4 0.6115 0.3960 0.1020 0.8200
o
a6 0.2100 0.4620 0.2430 0.7100
)
8 0.1400 0.3743 1.3610 0.5663

Los datos de'las celdas son el promedio de tres
ppm concentracidn en partes por millén. La
concentracidn de IAA subrayada es la encontrada mis
adecuada para el nidmero de c&lulas.

cultivos.

78



.- 2 sem
NoC(Absorbancia) e- 4 sem
A. 6 sem
B- 8 senm
1L 14 .
.54 0.5
T t T ; -+ + +— +
0.01 0.1 1 10(“‘*A 0.01 0.1 1 10 TAA
ppm) (ppm)

Fig.l16. Nimero de células NoC( en absorbancia) en funcién de la concentracidn
de dcido indolacético(IAA) a diferentes periodos de incubacién(2,4,6 y 8 semanas)

y en ausencia de cinetina.



de la concentracidén de I1AA. De esta figura y del cuadro de resul
tados se observa que la mejor concentracidn de IAA es de 2.5 ppm
con cuatro semanas de incubacidn en luz y de 1 ppm con ocho semg

nas de incubacifn en obscuridad, aunque como se menciond anterior

mente esta variable de .respues e-considerar esencial

para tomar una desicién final.de on:de:condiciones de tra-

bajo para la produccidn y?maﬂtéﬁi  défcéllos.

4.- Friabilidad

En la tabla XIII se reportan los resultados de la friabili--
dad celular e indica que esta variable de respuesta tiende a aur
mentar conforme se incrementa la concentracidn de IAA tanto en -
luz como en’bbscuridad, hasta llegar a una ppm donde permanece
mas o0 menos constante en luz y disminuye en obscuridad.

El anidlisis estadistico de estos datos(tabla XIV) muestra =-
que la friabilidad se ve fuertemente afectada por la concentracidn
de IAA y un poco ménos por las condiciones de luz y la interaccidn
entre estos dos factores. De esta maner, al representar gréficameg
te el porciento de friabilidad en funcidn de la concentracidn de
IAA en luz y obscuridad(fig 17) se puede observar claramente el -
cambio en la respuesta con respecto a las condiciones de luz. De
esta representacidn y el cuadro de resultados se encuentra que -
las mejores condiciones de cultivo para la friabilidad son; obscu

ridad y 1 ppm de IAA.
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TABLA XIII
EFECTO DE LA LUZ Y AUXINA(IAA) SOBRE LA FRIABI
LIDAD DE CALLOS DE OCHO SEMANAS DE
- EDAD DEL CULTIVO

FOTOCONDICfONES o ACIDO INDOL ACETICO (ppm)
‘ : 0.01 0.10 1.00 2,50
LUz 7.4900 13.4350 16.7030 16.3733
OBSCURIDAD 1.3239 15.4266 49,8925 14.8000
rABLA XIV

RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS
DE FRIABILIDAD (%) COMO FUNCION DE LA LUZ
Y CONCENTRACION DE AUXINA

FUENTE DE VARIACION G.L. M.C. F.C. F.T. 0.05
FOTOCONDICIONES 1 282.1934 > 26.8351 4.490
AVXINA(IAA) 3 865.4589 20.9600 3.240
FOTOCONDICIONES-

AUXINA (TAA) 3 478.8830 11.6000 3.240
LRROR 16 41.2854

Fotocondiciones. luz y obscuridad; IAA dcido indolacético:
G.L. grados de libertad; M.C. media de cuadrados; F.C. F calcu
lada; F.T. 0.05 F tebérica con un nive de significancia de 0.05
Se considera que hay efecto sobre la friabilidad por las fuen-
tes de variacidn cuando la F.C. es mayor que la F.T.
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A <Luz o
£ (%) - | 4 OBSCURIDAD

50 +

0.4l 0.1 1 LAA (ppm)

Fig. 17 . Porciento de friabilidad (%f) en funcidn
de la concentraciédn de Acido indolacdtico(IAA) en luz
y obscuridad.
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5.- Contenido de cardiotdnicos

Esta determinacién se realiza con los cultivos obtenidos a
partir de yemas como éxplantes y previa identificacidn de los te
vetdsidos qgﬁéiké(mgéglg)‘meﬁiaﬁ;e cromatografia ‘en Capé fiﬁé;‘g
sando como;eggéndar'gﬁa ﬁéégia'de tevetSsidos extrafdos de semi-

llas de T.thevetioides en los laboratorios de organica de la ENEP

ZARAGOZA.

Los resultados de tevetdsidos totales se presentan en la ta
bla XV. Para la evaluacién del contenido de cardioténicos se Jjun
tan las masas celulares de tres cultivos, por lo que en este caso
no se cuenta con repeticiones y no es posible calcular la triple
interaccidn entre los factores mediante el andlisis de varianza.

Los daros presentan mucha variacidn por lo cual es dificil
analizarlos directamente. Su anflisis estadistico(tabla XVI), imn
dica que la cantidad de tevetdsidos por gramo de callo no se ve
afectada por la variacifn en las concentraciones de IAA ni lu=z.

La representacidn griafica del contenido de cardioténicos en
funcidn de la concentracidn de IAA(fig 18) muestra que la varia-
cidn en los datos se debe a interacciones entre las condiciones
de luz y concentraciones de IAA y no a efectos individuales de al
guno de estos factores, que va de acuerdo con lo encontrado est-
disticamente.

Por lo anterior se deduce que al usar una concentracién de
0.1 ppm de IAA y obscuridad se obtienen mejores resultados para

el contenido de tevetdsidos.
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EFECTO DE LA LUZ Y

TABLA XV

DE _CARDIOTONICOS(mg/g) EN CALLOS DE

OCHO SEMANAS DE EDAD(Y)

AUXINA(IAA) SOBRE EL CONTENIDO

FOTOCONDI Acido indolacé&tico (ppm)

CIONES 0.01 0.10 1.00 2.50
LUZ 14.4578 2.0193 2.1828 3.34009
OBSCURIDAD | 1.4826 23.7541 1.3299 0.6402

Los datos estan dados en mg de tevetdsidos por gramo de

tejido fresco. Para cada dato
lares de tres cultivos de yemas (Y).

se juntaron las masas celu-~.
La concentracidn del

dato subrayado es la que se encontrd ma@s adecuada para la

produccidn de tevetSsidos. ppm;

TABLA XVI

partes por milldn.

RESULTADO DEL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

DE CONTENIDO DE TEVETOSIDOS EN FUNCION DE

LA LUZ Y CONCENTRACION DE AUXINA IAA

FUENTE DE VARIACION} G.L. M.C. F.C, F'TO.OS
Fotocondiciones 1 3.38768 0.03166 10.130
Auxina (IAA) 3 56.86751 0.53147 9.280
Error 3 107 .00056

Fotocondiciones,

luz y obscuridad;

IAA,

dcido indolacético;

G.L., grados de libertad;
calculada; F.T.
de 0.05%.
F.C. es mayor que la F.T.

M.C.,

media de cuadrados; F.C.; F -

0.0 F tedrica con un nivel de significancia =
Se conélaera‘que hay efecto significativo cuando 1la
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Fig. 18. Contenido de tevetdsidos en mg por g
de callo en funcidn de la concentracidn de IAA en
luz y obscuridad.



7.5.2 TRATAMIENTOS QUE INVOLUCRAN LA RELACION HORMONAL TAA/C.

En la parte anterior se trataron los datos-obtenidos cuando

el medio de cultivo contiene IAA como iUnica hormona-de crecimien

to, por -lo: cual;aunque-dichos datos 'se incluyen:e

de resultados gque se presentan en esta parte,

de los resultados.
El andlisis estadistico de los datos.se realiég;éQHFlbs re-

sultados obtenidos a las seis semanas de cultivo'gﬁ;éi;taso de pe

so fresco, peso seco y nﬁméro de c&lulas, y a las 6cho para los

de friabilidad vy contenido de tevetdsidos.

1.- Peso fresco

Estos datos se reportan como indice de peso fresco(IPF) y se
muestran en la tabla XVII, en la que se observa que el peso fres-
co es afectado por los tres factores evaluados. Para saber si tal
efecto es estadisticamente significativo se realiza un anilisis
de varianza(tabla XVIII), qui&n indica que la IAA, C y luz produ
cen por si mismos un efecto significativo sobre el peso fresco,
siendo las concentraciones hormonales quienes presentan la mayor
influencia.

La tabla de andlisis estadistico tambi&n muestra que no exis

te efecto por la doble interaccidn fotocondiciones-C, fotocondi=--

ciones~IAA. o por la triple interaccidn, aunque la interaccidn en-

tre las hormonas (IAA-C) si produce un fuerte efecto en el peso -
fresch.
La representacidn grafica del IPF en funcidén de la concen=--

tracidn de TAA(fig. 19), muestra que la variacidn del indice de
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TABLA XVII
EFECTO DE LA LUZ Y BALANCE HORMONAL AUXINA/CITOCININA
(IAA/C) SOBRE EL INDICE DE PESO FRESCO(IPF)
DE CALLOS DE COTILEDON DE SEIS
' SEMANAS DE EDAD

 fiﬁé:iha Acido indolacético (ppm)

4 lppm)

: i 0.01 0.10 1.00 2.50
o 7.6416 2.3866 8.2358 5.1000
s 3.2690 4.1000 7.8730 4.5230
ol 3.2500° . 2.3740 2.9340 6.6210
1 - et -": ‘ -

1.00 ”2.7333f;378.196b 306710 10.6650
1.50 | 3.6530 5.4940 6.5970 6.0510
0.00 3.8716 5.9166 4.3621 4.1000

.| 005 2.1850 - 1.9500 =~ 8.1150 3.4480
2 LRI T
2 0.25 6.3000 . 2.2000 2.6800 6.4100
2 S
o|l1.00 6.0580 6.5080 2.6900 9.6700

1.50 2.7240 3.9860 6.0160 1.6270

IPF= (Peso freséo del callo - peso fresco del explan

te) /peso fresco del explante. El dato subrayado correspon
de al tratamientc encontrado como mas adecuado para la -
produccidén de peso fresco. ppm, concentracidén en partes -
por milldn.
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RESULTADOS

DEL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS DE LOS TRATAMIENTOS QUE

INVOLUCRAN EL BAT.ANCE HORMONAL AUXINA/CITOCININA

TABLA XVIII

(ACIDO INDOL ACETICO/CINETINA IAA/C)

seco; No.C., niimero de células;

F.T.

AF,

porciento de friabilidad celular.
existe efecto significativo por la fuente de variacidn cuando la F.C.

Se considera que
es mayor que la

FUENTE DE VARIACION G.L. Fe
I.P.F. P.S. No.Cf ZF F'T'O.DS

Fotocondiciones 1 4,2582 7.6702 2.1424 6.4433 3.98
Acido indolacé@tico 3 7.3930 5.3174 6.2866 6.5782 2.74
(1A4)
Cinetina (C) 3 5.1557 10.8164 "5.1796 4,.6082 2.74
INTERACCIONES
Fotocondiciones—~IAA 3 2.0654 2.9215 3.3591 1.4908 2.74
Fotocondiciones-C 3 2.3206 5.5971 2.2139 0.1365 2,74
IAA-C 9 9.9629 10.8914 2.0611 2.7312 2.02
Fotocondiciones- 9 0.6748 5.3459 1.3972 0.9802 2.02
-T1AA-C
Error 64

Fotocondiciones: luz y obscuridad§ F.C., F calculada; F.T. F tedrica con 0.05%
de significancia. I.P.F., Indice de peso fresco; G.L.,, grados de’ libertad; P.S., peso




peso fresco con respecto a las concentraciones hormonales, no si
gue una secuencia l8gica y que las condiciones de luz prédctica--—
mente no causan ningln efecto sobre ‘esta variable de respuesta,

aque concuerda con lo-encontrado:mediante el andlisis estadisti-

co(tabla XVIII).

Un esboso . de limenciones,; lo que 'da una -

superficie dé'r§§§9e§tg . ’i?F eﬁ\fghéi5n de lé concentracidn de
IAA yC(fig 205,&;;§§tré}aﬁéfeﬁ ambos casos, luz y obscuridad, las
respuestas son @Qy bajas‘en laé esquinas y en la parte central de
los intervalas de las concentraciones hormonales utilizadas. Esto
quiere decir que las concentraciones mids adecuadas de IAA y C se
encuentran en los bordes y no en las esquinas o centro de la su-
perficié de respuesta.

De lo anterior se deduce que los tratamientos que rinden ma
yor peso fresco deben de ser los que se encuentran en los extre-
mos de la matriz experimental. De la tabla de resultados de IPF,
y de las graficas mencionadas se observa que el tratamiento que
presenta mayor rendimiento de peso fresco es el 16, en ambos cae
sos, luz y obscuridad, que efectivamente, se encuentra en uno de
los extremos de la matriz experimental. Dicho tratamiento corres

ponde a las concentraciones de 2.5 ppm de IAA y 1 ppm de C.
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Fig. 19. Indice de peso fresco{IPF) en funcidén de la concentracidn de Acido indolacé&ti

co(IAA) y a diferentes concentraciones de cinetina(C) en condiciones de luz y obscuridad.
ppm; partes por milldn.
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Fig. 20. Indice de peso fresco(IPF) de callos de cotiledones de
semillas de Thevetia thevetivides en dependencia de la concentracidn
de¢ dcido indolacé&tico y citocinina(A yC respectivamente). ppm, con
centracidn en partes por millén.




2.- Peso seco
Estos datos se dan en la tabla XIX. La gran variacidn que se
observa en ellos indica que es. conveniente.realizar un andlisis -

estadIstico para saber que factor influye- con mayOTffuerZa en es—

ta variable de respuesta. El resultado de éste andlisis se presen .

ta en 1la taBla XVIi, quien muestra que ékigfé doble y triple inté
raccidn entre los factores evaluados. Ademés de que cada factor
afecta de manera individual el peso seco. De lo anterior se deduce
que al variar cualquiera de los factores el peso seco se verd a-
fectado fuertemente y variarid de manera impredecible.

El andlisis estadistico tanmbi&n muestra que la interaccidn =-
entre las hormonas (IAA-C) es quuien causa el mayor efecto sobre -
el peso seco, por lo que pequaios cambios en las concentraciones -
hérmonales provocardn grandes cambios en esta variable de respues
ta.

La representacidn grdfica del peso seco en funci6£ de la con
centracidn de C en luz y obscuridad muestra que hay cierta: depen
dencia del peso seco con respecto a cada uno de los factores eva-
luados, lo que concuerda con lo eﬁcontrado estadisticamente, aun-
que tai.dependéncia no sigue una relacidn l1légica que pueda expli-
car la varicidn en los datos(fig. 21),

La representacidn de los datos en tres dimensiones(fig 22) -
muestra mis claramente la tendencia de los datos hacia las condi-~
ciones de cultivo ma3s adecuadas para esta variable de respuesta.
Estas superficies de respuesta indican gme para luz, los datos
tienden a acumularse o crecer en 2.5 ppm de IAA v 1 ppm de C ==

mientras en obscuridad las concentraciones mas adecuadas son de-

2.5 ppm de IAA y de 1.5 ppm de C.



TABLA XIX
EFECTO DE LA LUZ Y BALANCE HORMONAL AUXINA/CITOCININA
(IAA/C) SOBRE EL PESO SECO DE CALLOS DE
COTILEDONES DE SEIS SEMANAS

Acido indolacéticO(RPh)}

10,0810

(@]

¢ :

) G e

= S 0.1230

j= 3 e

o ©0.1550 . 0.0800 . . 0.1200
1.50 | 0.0800 0.1090 0.0990  0.1890

Cada celda representa el peso seco promedio en gramos,
de tres cultivos de seis semanas de incubacidén. Los datos

subrayados corresponden a las condiciones de cultivo méds a-
decuadas para la produccidn de peso seco.
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LUZ OBSCURIDAD FAA (ppm)

e 0.01
® (0.10
a 1.00
2 2.50
P.S. (mg) P.Sz(mg)
4 o . 200 }

200

100 1

0 t T 1 C 0 -— + + C
0.5 1 1.5 (ppm) 0.5 1 1.5 (ppm)
Fig. 21.

Peso seco(PS en miligramos) de callos de cotiledones de T. tevetoides
en funcidn de la concentracidn de cinetina(C) a diferentes concentraciones de dcido
indolacético (IAA) en luz y obscuridad. ppm, concentracidn en partes por millén.




[
> uO o
—

o
o

PS(mg)

Fig. 22. Peso seco de callos de cotiledon de semillas de T.the~

vetxoides en dependencia de la concentracién de dcido indolacético
1AA y cinetina C,
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3.~ Ndmero de cé&lulas

Estos daCOs’se dan en la tabla XX, donde se observa una gran
variacion. La tendencia de los datos no puede observarse por sim-—
ple inspeccién de la tabla por lo que se analizan estadisticamen-
te para saber cual de los factores es el que origina tal varia--
cidén en los resultados.

El andlisis estadistico(tabla XVII)’indiéa qué la variacidn
en los resultados se debe a interacciones entre las hormonas (IAA
-C) y entre fotocondiciones-IAA, ademids la tabla tambi&n indica
que los factores que ejercen mayor influencia sobre el nimero de
cB&lulas son las concentraciones hormonales, de forma individual.

Para observar el tipo de interaccidn entre fotocondiciones-—
-IAA, se representa gridficamente el nﬁméro de c&lulas en funcién
de la concentracidn de IAA(fig 23). Esta gridfica muestra que la
interaccidn IAA-fotocondiciones, afecta el niimero de c&lulas pero
de una manera imprelecible y desordenada , por lo que dicha grafi-
ca no ayuda a explicar por sI sola el comportamiento de esta va-
riable de respuesta al mover cualquierﬁ de los tres factores.

Recopilando entonces la informaciin que da el cuédro de resul
tados, el andlisis estadistdico y la gradfica anterior, se observa
que el tratamiento que produce mejores resultados con el niimero -
de c&lulas es el 7, en luz y en obscuridad. Tal tratamiento corres
ponde a 0.05 ppm de C yv 1 ppm de IAA.

Se debe recordar sin embargo, que esta variable de respuesta
se ve afectada por el tamafio y forma de las células, por lo que

no es una variable determinante para poder dar una conclusifén.



TABLA XX
EFECTO DE LA LUZ Y BALANCE HORMONAL AUXINA/CITOCININA
(IAA/C) SOBRE EL NUMERO DE CELULAS DE CALLOS
'DE COTILEDON DE SEIS SEMANAS

'ﬂtCiﬂétiﬁAL B ~Acido indolacético(ppm)
0001 0.10 1,00

s 0.2146

- .0.8540

= 0.1160 0.3370 . 0.2270
1.00 | 0.1890  0.5280  0.4630 0.2640
1.50 - 0.4080 0.4570  0.1010 0.4610
0.00 0.2110 0.4620 ~ 0.2430 0.7110
0.05 | 0:4100 70,1000 0.8050 0.2740

2 R R e -

a o : Tl : ,

= | 0.25 0.2050 0.2250° ' 0.5090 0.6190

8 - PP S ,»: il : _,:L—,f L. Sar s

&1 1.00 0.2080 0.4400  0.4990 0.1690
1.50 0.3330 0.3410 0.3550 © 0.1160

los datos se dan en absorbacia, encontrada en suspensig
nes de c&lulas obtenidas a partir de callos de seis semanas
de incubacidén. Los datos subrayados son los que indican las
condiciones de cultivo mas adecuadas para producir el mayor
ndmero de cé&lulas. ppm, concentracidn en partes por milldn.
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Absorbancia

L U Z OBSCURIDAD C(ppm)

e 0.00
® n_ 05
4 0.25
0 1.00
. B1.50
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o
Na)
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w
K]
«
-+ —+ + IAA 0 + t ' TAA
0.01 0.1 1 (ppm) 0.01 0.1 1 (ppm)
Fig. 23. Nimero de c&lulas(en absorbancia) en funcidn de la concentracidn de IAA

y a diferentes concentraciones de cinetina C, en condiciones de luz y obscuridad.
ppm, partes por milldn.



4.- TFriabilidad celular

En la tabla XXI se presentan. los resultados de friabilidad
celular. En dichaitabla'se observa como los calleos en presencia

de luz son mis friables al aumentar la concentracidén de IAA al -

principio y lﬁegdfiéfffiabilidad desciende , mientras co

en ambos casos, luz y obscuridad, hay un aumento con la concen-~'

tracidn haéta 1 ppm donde comienza a descender.

Para saber cual de los factores evaluados es el responsable
de ese comportamiento, se realiza un anidlisis de varianza con los
datos(tabla XVIII), quien indica que los tres factores producen
efecto de manera individual ademZs de sus interacciones. La inte
raccidén entre las concentraciones hormonales es la que produce -
mayor efecto en esta variable de respuesta, de donde se ve que -
el balance hormonal IAA/C es un factor determinante para obtener
callos con friabilidad adecuada.

Al representar la friabilidad en funcidn de la coﬁcentraci&n
de TAA(fig. 24), se encuentra que la luz y obscﬁridad producen e-
fectos muy diferentes sobre la friabilidad celular. En presencia
de luz(fig 24A), se observa un coﬁportamiento desordenado de los
datos, mientras en obscuridad(fig. 24B), parece ser que, a eXcep
¢idn de lo que ocurre con 0.25 ppm de C, la friabilidad aumenta
al aumentar la concentracidn de IAA, pasando por intervalos donde
parece permanecer constante.

Recopilando la informacidén de las graficas, resultados y ami
lisis estadistico, el tratamiento que proporciona una friabilidad
mis adecuada para nuestros propdsitos es el 16, correspondiente a

2,5 ppm de TAA y 1 ppm de C, tanto en luz como en obscuridad.

C;:”
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TABLA XXI
EFECTO DE LA LUZ Y BALANCE HORMONAL AUXINA/CITOCININA
(TAA/C) SOBRE LA FRIABILIDAD(X) DE CALLOS
’ ' DE'SEIS‘SEMANAS DE EDAD

’g:fgiﬁéﬁihéliﬂApi  ; Acido indolacético(pﬁm)
- Cepm), 0.01 . . 0.100 1.00 2.50
4900 13.4350  16.7030  16.3733
"0.05 |10.9666 .3200  23.4572  18.5550
o] 0.25 ' |25.2670 . 21.4343  20.3366  15.9466
A A _
1.00  [19.5633 . 31.8500 21.9066 34.2140
1.50  {10.3500 28.3333  21.4800  16.5000
0.00 1.3239 13.4350  16.7030  16.3733
o | 0.05 12.5400  19.6070  15.9593  18.9800
3
H .
%1 0.25 12.9180  18.8300  17.5750  11.3856
3
~
© | 1.00 12.8353  14.4866  26.3050  38.4666
1.50 9.4700  20.1300  19.8100  25.5000

Los datos subrayados representan los tratamientos con
las condiciones de cultivo m&s adecuadas para obtener ca-~-
llos friables. ppm, concentracidn en partes por millén.
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A LUz ' B OBSCURIDAD C(ppm)

.+ 0.00
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fig. 24. Porciento de friabilidad de callos de T.thevetipides de ocho semanas de
edad, en funcién de la concentracidén de IAA y a diferentes concentraciones de cineti
na C y condiciones de luz. ppm, partes por millédn.




5.~ Contenido de cardiotdnicos
En la.tabla XXIT se muestran los resultados de contenido de
cardiot8nicos en mg de tevetddifod por gramo de callo fresco.

En dicha tabla sé observa que

tendencia hacia los tratamientos que. contienen concentraciones ==

llormonales mas altas.

Con el andlisis estadistico de los datos(tabla XXIIIj,’§é V¢f:

que el factor responsable de la variabilidad en ellos es la inte
raccidn IAA-C y la concentracidn de C.

En este caso no se puede calcular la triple interaccidén de=
bido a que sdlo se cuenta con un dato por celda. No obstante, la
representacidn grafica del contenido de tevetdsidos en funcidn -
de la concentracidén de C(fig. 25) indica que no hay triple inte-

raccidn, ya que al parecer se obtienen los mismos resultados en

luz y obscuridad. De esta griafica se puede observar que , en ge-

neral, el contenido de tevet&sidos se mantiene constante al aumen

.tar la concentracidn de C para todas las concentraciones de IAA,
excepto en el caso de obscuridad.doﬁde con 2.5 ppm de IAA y 0.05
de C el primer punto se dispara muy arriba. Después de 1 ppm de
C, el contenido de tevetégidos aumenta notablemente cuando la ~--
concentracidn de IAA es de 0.0l ppm o de 1 ppm, siendo mayor =~-
con la iltima.

Regresando a la tabla de resultados, la grédfica y con el ani
lisis estadistico se encuentra que el tratamiento m3s adecuado pa
ra producir cardiotdnicos es el 19, el cual corresponde a 1 ppm ~

de TAA y 1.5 ppm de C, en ambos casos; luz y obscuridad.

iultados muestran.cierta
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TABLA XXII
EFECTO DE LA LUZ Y BALANCE HORMONAL AUXINA/CITOCININA
(IAA/C) SOBRE EL CONTENIDO DE CARDIOTONICOS
1l>3(ﬁg/g) EN CALLOS DE OCHO SEMANAS

7?; Ciné}iha Acido indolac&tico(ppm)
';kf‘P?T) 0.01 0.10 1.00 2.50
- 0.00 14.4578 2.0193 2.1828 3.3409

~ 1" 2.8203 4.7831 3.6150 4.6819

w1

4491 5.5573 2.1326 2.9360

2
= e
- ©1.2917 1.2616 2.2254 1.4939
1.50 [43.9992 1.5636 61.6419 5.0363
0.00 1.4826 23.7541 1.3299 0.6402
.| o0.05 8.4484 4.1018  1.8254 74.3958
a ,
2 : R
= | 0.25 5.1376 6.3837 . 2.7678 1.6278
(]
=
ol 1.00 1.3170 3.7549 2.7207 1.9923
1.50 14.8617 0.5978 86.0022 ©9.2005

La determinacifn del contenido de cardiotdnicos se rea
1iz8 juntando la masa celular fresca de tres cultivos de ye
mas de ocho semanas de edad. Los datos estidn dados en mg de
cardioténicos(tevetdsidos) por gramo de callo fresco. Los =~
datos subrayados corresponden a los tratamientos que produ-~
cen mayor cantidad de cardiotdnicos. ppm, partes por milldén.
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TABLA XXIII

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA DE LOS DATOS DE CONTENIDO

DE CARDIQOTONICOS EN CALLOS DE YEMAS DE

SEMILLAS DE T.thevetioides -

fUENTE DE VARIACION]| G.L. M.C. ‘F.C. 'T'O.05
Fotocondiciones 1 193.2427 0.9020 5.12
Accido indolacé&tico 3 390.4979 1.8227 3.86
(IA4)
Cinetina (C) 3 1131.5610 5.2819 3.86
Fotocondiciones-IAA| 3 197.8337 0.9234 3.86
Fotocondiciones—C 3 158.0173 0.7375 3.86
TAA-C 9 805.3432 3.7591 3.18
Error . 9 214.2332

G.L., grados de libertad; M.C., media de cuadrados; F.C.,

calculada; F.T.

3.05%. Fotocondidiones, luz y obscuridad.
fecto significativo por la fuente de variacidn cuando la F.C.

mayor que la F.T.

F tedrica con un nivel de significancia de
Se considera que hay e
es
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C(ppm)

LU Z OBSCURTIDAD *« 0.10
O 0.05
mg tev. mg tev, A 0.25
g de callo. g de callo. O 1.00
® 1.50
100 4 100 L
501 50 -+
0.01 0.1 1 LAA ° 0.01 0.1 1 LAA
. . (ppm) ’ : (ppm)

Fig. 25. Contenido de tevetdsidos en mg por g de callos frescos obtenidos a partir
de yemas de semillas de T.thevetioides en funcidn de la concentracidn de TAA a diferen-
tes concentraciones de cinetina C en luy y obscuridad. ppm partes por millén.




6.- Diferenciacidn

tstas observaciones se presentan en la tabla XXIV, la que -
indica que prdcticamente no hay diferenciacidn cuando el explan-

te se ha obtenido con el aparato muestreador disenado.

En condiciones de luz se encuentra que sdlo ely
14 (tabla 1V) presentd una diferenciacidn del 3.57%,f
en obscuridad la presentaron los tratamientos 8, 12; ; 
en cantidades mayores que en luz.

Comparando la diferenciacidén presentada por los explantes de
tipo circuiar con la obtenida por yemas(tabla XXV), se observa =
que los callos producidos por las yemas presentan una mayor dife
renciacidn.

De esta manera, los explantes obtenidos con el aparato mues
treador son mejores para la produccidn de callos que los obteni=

dos con yemas.
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TABLA XXIV
EFECTO DE LA LUZ Y BALANCE HORMONAL AUXINA/CITOCININA
(IAA/C) SOBRE EL PORCIENTO DE DIFERENCIACION
' UE-CALLOS DE COTILEDON

‘Acido indolacé&tico (ppm) )
0.10 1.00 2.50
0 0 0
0 0 0
0 0 0
3.570 0 0
0 0 0
0.00 0 0 0 3.570
0.05 0 0 0 3.570
[=]
<
=] R
e | 0.25 0 0 7.140 0
o
Q
w2
2 |1.00 0 0 7.14 0
1.50 0 0 0 7.140

Las observaciones se realizan cada dos semanas cuando
5¢ va a muestrear. Todos los cultivos expuestos a la luz -~
presentan pigmentacidn verde que canbia a caf& rojiza con
el tiempo. Los cultivos de obscuridad tambien toman pigmen
tacifn caf& rojiza con el tiempo. La diferenciacidn se ma-
nifiesta como raices, hojas y/o brotes.

107



EFECTO DE LA LUZ Y BALANCE HORMONAL AUXINA/CITOCININA
(IAA/C) SOBRE 'EL' PORCTENTO DE DIFERENCIACION
'vCALLOS DE YEMAS

TABLA

XXv

0.05 42
3 ; ?- T |
=] 0.25. 14 0 1_57;,<,,~, 14
. <1'ngj~ 28 14 28 - OV_
1.50 0 28 0 0
[ o
< -
a g L
; 0‘25 »2/8, Sl T 0" 42 0
o : .
0
=
o 1.00 0 28 28 0
! 1.50 0 42 0 14

Las observaciones se realizan a las seils semanas de in
cubacidn y la diferenciacidén se puede manifestar con la pre
sencia de raices, brotes y/o hojas.
puestos a la luz presentan pigmentacidén verde,
café rojiza con el tiempo.

toman coloracidn caf@ rojiza con el tiempo.
cidn en partes por millén.

Todos los cultivos ex--
que cambia a
Los callos de obscuridad tambien
concentra-
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7.6 Resiimen de resultados

En la tabla XXVI se encuentran resumidas las condiciones de
cultivo que los resultados con cada variable de respuesta indican
que son las mids adecuadas para la induccidn y mantenimiento de ca
llos a partir de semillas de T.¢ tiod s.Para determinar cua*-
les de ellas serdn finalmente seleccionadas como las mejores de
las probadas, es necesario confrontar los resultados encontrados
con cada una de 1;5 variables de respuesta.

Con este fin, se observa que el peso fresco no se ve afecta
do por las condiciones de luz, mientras el peso seco es fuertemen
te afectado por este factor en la medida en que la concentracidn
de cinetina necesaria para la mayor produccidn de peso seco es di
ferente en luz y obscuridad.

Observando la curva de crecimiento de los cultivos y usando
el peso seco como variable de respuesta(fig. 26), se ve que en -
luz, la linea de 1 ppm de C presenta una fase lag muy corta, al-
canzando su maximo crecimiento a las cuatro semanas ademids de ser
mayor que el preséntédo por las otras curvas. Por otra parte, en
obscuridad 1la curva que representa 1.5 ppm de C tiene una —_—
fase lag muy prolongada(2 semanas) y que su miximo de crecimiento
es hasta las seis semanas siendo este mi@s bajo que el presentado
por la curva de 1 ppm de C, el cual se consigue a las cuatro se-
manas .

De lo anterior se deduce que la mayor produccidn de masa ce
lular seca se produce con 1 ppm de C y 2.5 ppm de IAA, alcanzando
el madximo de crecimiento a las cuatro semanas, tanto en luz como
en obscuridad.

Considerando ahora el peso fresco, las curvas de crecimiento

trazadas con esta variable de respuesta , al compararlas con las
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TABLA XXVI
CONDICIONES MAS ADECUADAS PARA LA INDUCCION Y

MANTENIMIENTO DE CALLOS A PARTIR DE
EXPLANTES DE SEMILLAS DE

T.thevetioides

VARIABLE DE
RESPUESTA EXPLANTE CONCENTRACION RELACION |[FOTOCONDI
HORMONAL IAA/C CIONES
IAA C
1.P.F. CIRCULAR 2.5 1 2.5 Ly O
P.S. CIRCULAR 2.5 1 2.5 L
2.5 1.5 1.6 o}
No.C. CIRCULAR 2.5 0 - L
1 0.05 20 L yoO
FRIABILIDAD CIRCULAR 2.5 1 2.5 Ly oO
c. TEV. YEMA 1 1.5 0.6 Lyo

IAA, dcido indolac@tico en mg/l; C, cinetina en mg/l; IAA/C
relacién hormonal auxina/citocinina; I.P.F., indice de peso fres
co; P.S., peso seco; No.C., nimero de c&lulas; C. TEV., conteni-
do de tevetbsidos.
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OBSCURIDAD
el

w
D
.

P.S,. (mg) P.S.(ma)
200 ¢+ 2001
100 T 100
0 2 4 6 g tlsem) . 4 6 g t(sem)

fig. 26. Peso seco(P.S.) en mg, de cultivos de callos de T.thevetioides,en fun
cidn del tiempo de incubacidn y a diferentes concentraciones de acido indolacé&tico

y cinetina(IAA y.C respectivamente).



obtenidas con el peso seco, muestran que a las cuatro semanas se
alcanza la mixima produccidn de biomasa hﬁmedé(fig, 27), y que -
despuds de este tiempo ocurre una hidratgciﬁ@no transporte rdpi-
do de nUCr?gﬁFésfhacia el interior de 1asi§éiulés, de manéfardﬁe
se obtiené’uﬁa éurva expenencial. Esto ihdiﬁa que la curva devpé
SO seco expone réalmente que la divisién celular comienza en la
primera y segunda semana de incubacibn, alcanzando el maximo de-
sarrollo a las cuatro semanas, despulés de las cuales se presenta
un ripido descenso en la biomasa, debido probablemente a hidr&--
lisis celular.

Lo mencionado anteriormente se explica mediante las observa
ciones del tamafio v forma celulares que se realizaron a las cua=
tro y ocho semanas, seglin las cunales indican que a las cuatro se
manas los cultivos contienen una gran cantidad de c&lulas muy pe
quetfias, del tipo meristemdtico, mientras a las ocho, las cé&lulas
predominantes son de mayor tamafio y formas definidas.

Otro apoyo para afirmar que la divisidn celular se efectiia
entre la primera y cuarta semana de incubacidn lo aportan las -
curvas de crecimiento trazadas con el nimero de c&lulas(fig 28),
quienes muestran que al igual que sucede para el peso seco, que
el miaximo de crecimiento se obtiene a las cuatro semanas de cul=
tivo, presencindose posteriormente un ripido descenso de la curva
tanto en luz como en obscuridad.

De todo lo anterior se deduce que la produccidn celular es
mayor cuando la concentracidn de IAA es mayor que la de C, es de
cir, cuando la relacién hormonal TAA/C es mayor de uno. Esto con
cuerda perfectamente con las variables de respuesta de peso seco
y peso fresco aunque menos exactamente con el niimero de cé&lulas,

pero como se menciond anteriormente, la {ltima variable no resul
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LU 2 OBSCURIDAD

®©1.p.r,
OP.S.
P.S. P.S.
: (mg) (mg).
I.P.F. I.P.F,
p
104 200 104 200
51 100 571 100
d ¢ ; + '. ' ¢
2 4 6 gt (sem) 0 ? 4 6 gt (sem)

fig. 27. Curvas de crecimiento de callos de T.thevetioides crecidos en luz y obs

curidad y con 2.5 ppm de IAA y 1 ppm de C. P..S., peso seco en mg; I.P.F., indice -
de peso fresco.



ABSORBANCIA

Luz

OBSCURIDAD

TAA C

(ppm) (ppm)
@ 2.5 0
1 0.05
2.5 1
l-v l.b
¢
(=]
o
1
<
P
o
o
w
/M
¢
0.% 0.9
+ + -t 4 ( +— —4— -+
2 4 6 g t sem) O 5 4 6
Fig 28. Curvas de crecimiento comparativas utilizando el No. C.(en absorbancia)

a diferentes concentraciones de IAA y C. ppm, partes por milldn.

t(sem)



t3 ser un parimetro de medicidn conveniente para el desarrollo de
los cultivos.

Se debe aceptar entonces que para saber cuando los cultivos

se¢ pueden resembrar; ya

se deben de ¢Qh$?§§5a
solamente uno aéréiiqs ;

En este caso 1337ieslembrés se deben realizar a las 5-6 sema
nas de incubacién,vyayéue en este tiempo se asegura que el indcu~
lo contendrd suficiente cantidad de c@&lulas meristemdticas para
el éxito del nuevo cultivo, ya sea en medio lIiquido o semisdlido.

Si el cultivor se desea pasar a medio liquido, que es el caso
de este trabajo, se debe tomar en consideracidn la cantidad de ma
sa celular 'gue se pueda liberar del callo por agitacidn moderada.
Este criterio lo d& el porciento de friabilidad celular. En este
trabajo se determind que con 2.5 ppm de IAA y 1 ppm de C se ob--
tienen callos con mayor friabilidad, tanto en luz como en obscu-
ridad.

Con respecto al contenido de tevetdésidos se encontrd que --
las concentraciones hormomales mids adecuadas son de 1 ppm de IAA
y 1.5 ppm de C tanto en lﬁz como en obscuridad. En este caso, a
diferencia de lo que pasd con las ¢etras variables de respuesta,
la relacidén hormonal es menor que uno, siendo de esta manera ma-
vor la concentracidn de C que la de IAA. Esto se debe probable-
mente a las necesidades hormonales que presentan las células pa-

ra la produccidén de los cardiotdnicos.

¥
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8. CONCLUSIONES

1) Se encontrd. que no hay efecto.significativo . respecto a las

condiciones-de-luz"y balancefhormdnal*IA&/stobréfla?iqduggién y -

de crecimientO'del’péjido calloso mientfas_qﬁg'éi >alance hormonal
IAA/C s1I lo produce. Se encontrd que las condiéidﬁés~de-éultivo -

méds adecuadas se consiguen con 2.5 ppm de IAA y 1 ppm de C tanto

en luz como en obscuridad.

3) De los estudios de friabilidad celular se determind que -
las mismas condiciones de cultivo mencionadas anteriormente son =

adecuadas para llevar el cultivo a suspensidn.

4) El peso seco y el peso fresco son las variables de respueg
ta m3s adecuadas para la interpretacidn del crecimiento del culti-
vo de callos y ambas son complementarias una de la otra ya que, 1la
primera indica el periodo de divisidn celular y la segunda el trans

porte de nutrientes al interior de la c&lula,

5) Respecto a la produccién de cardiotdnicos se encontrd que
tanto en los callos obtenidos a partir de yemas como en los de co-
tileddn hay presencia de cardiotdnicos.

El contenido de cardiotdnicos presente en callos obtenidos a
partir de yemas y de ocho semanas de edad, es afectado por el ba-
lance hormonal IAA/C. Las concentraciones mids adecuadas de estas
substancias son: 1 ppm de TAA y 1,5 ppm de C tanto en luz como en

obscuridad.
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De esta-forma se han encontrado las condiciones de cultivo
sdecuadas para la induccidn y mantenimiento de callos de T.theve

Ci“lifs ,por medio de ¢ultivo de células vegetales, Gtiles para

la producci8n de cardiotdnicos y factibles de crecer en medios

de cultivo-1lIquidos

les del trabajo 'y se ecepta la hipbtesis propuesta inicialmente.
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9. PROPUESTAS Y/O RECOMENDACIONES

1) Evaluar el efecto de la gukinaw2,4fp(écido,2,4—diclorofe—

noxiac&tico) sobre la induccifn y mantenimiento de los .callos -de

T. thevetioides. .=

2) Con 135[&&; pgs;cgﬁtéﬁffééiéneéshoraonéi;s éh;8$£fadas, -
lievar los cailo?ﬁaﬂé;Itiﬁasren suspensidn y evaluar el crecimien
to celular y prédu¢ci§n de cardiotdnicos. Esto permitird estable-
cer un bioreactof vegetal para realizar estudios de biotransforma
cidn y/o acumulacidn de cardiot@nicos.

3) De las concentraciones hormonales que ofrecieron mejor --
respuesta, seleccionar un intervalo mds estrecho y evaluar nueva-
mente el efecto de la relacidn hormonal para encontrar condicio-=
nes de cultivo mads cercanas a las 6ptimas..

4) Evaluar el contenido de cardiotdnicos con respecto al -~
tiempo en callos obtenidos a partir de yemas y de explantes cilin

dricos.
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