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RESUKEN

La fuente de obtencidn a nivel mundial de los glucdsidos car-
dfacos es a partir de las hojas de Dicitalis, actualmente, a-
pesar de encontrarse en bajas .concentraciones, resuita m5& -
rentable obtenerlos de esta manera que a partir de métodos .-

sintéticos ya que &stos son generalmente complejos y costosos

Sin embargo, el abastecimientc normal de estos productos natu
rales se enfreta a graves problemas, como son:

-explotacibn incontroloda,

-disturbios del medio ambiente.

~cambios de clima,

-presencia de plagas, etc,.
La Biotecnologfa Vegetal surge como una alternativa en la so-

lucién de tales problemas.

La digitoxina es una estructura estratégica en la actividagd -
cardiotdénica, por ello que se considera un intermediarjo im -

portante en la produccibén de nuevos glucBsidos cardiacos-

México cuenta com una alternativa en la produccidn de digito
xina a partir de semillas de Thevetia, género ampliamente --
distribuido en el pais, b
En este proyecto se propone implementar un cultivo vegetal -
de Thevetia thevetioides con el fin de establecer los facto-

res involucrados.en la induccién de tejido calloso y el con-

tenido de thevetdsidos.

Cuando se desea producir metabolitos secundarios es importan
te la seleccibn del explante, el cual, debe de contener al -
producto especifico para lograr un mayor &€xito en su produ -
ccidn. Para ello se evalud el contenido de thevetbsidos de - .
varios tejides de la semilla de Thevetia, encontrando gue el
embrifn y el cotileddn son los que mayor contenido posean.



Para la induccibén de tejido calloso se trabajo con lo; explan-
tes antes mencionados, encontrando que el mis adecuado es el -
cotiledén, por lo tanto, se eligif este explante para realizar
los estudios de velocidad de crecimiento y ;u correlacibh con-
la presencia de thevetSsidos. .

El efecto del balance hormonal auxina/citocinina juega un pa -
pel importante en la produccibn de productos secundarios asf -
como en la velocidad de crecimiento. Para este estudio se uti-
1izd AIA/C, encontrando que para el crecimiento las condicio =
nes mis adecuadas son para un balance hormopnal de 2.5/1 y pa-
ra el contenido de thevetésidos es de 1/1 . De ahi, concluimos
que los requqrimientos hormon;lus para el crecimiento ‘son dife

rentes a los que necesita para la presencia de thevetbsidos.

También se ha observado que el tipo de auxina influye en la pPro
duccifn de metabolitos secundarios. Para este estudio se utili-
286 2,4 D y AIA/Cinetina, encontrando que la mis adecuada tanto
para el crecimiento como para un mayor contenido de thevetfsi-
dos era el AIA/C.

En relacidén a factores fisicos se ;;aluaton las fotocondiciones
{luz-obscuridad-fotoperfodo) respecto a su efecto scbre el cre-
cimiento y contenido de thevet§sidos, encontrando que la luz y-
obscuridad no presentan un efecto significativo para estas va -
riableg de zespﬁesca a diferencia del, fotoperfodo que si lpo pre

senta .

El modelolexpezimental planteado respecto a la induccidn de te~
jide calloso'de Thevetia cumplié su objetivo en el conocimien-
to y adaptacifén de esta nueva Biotecnologfa Vegetal, de gran_ig
portancia para la Industria Farmacfutica, siendo esta informa -
ci&n'ex;:apolabla a otros culcivos.végc:alcs productores poten-

;ialnente de glucésidos'ca:d!uco&



-SU MMARY

Cardiac glycosides are obtained from Digitalis leaves in
which they are found in low levels., Neverthelass, it is

the less expensive method than other synthetic ways, that
" are more complex and obviously more expensive. So, it has

been recognized as the main source of cardiac glycosides.

Actually, these natural products faces diverse troubles
as - Uncontrolled explotation,

- Changes in the natural envircnment,

- Changes in the weather,

- Plagues presence,

among others.

In order to improve their production and to sclve the -
majority of these problems, Plant Bictechnology represent

a good alternative.

Digitoxin is considered as a strategic structure inm ¢ar-
diotonic activity, so it represents the main intermediate

in new cardiac glycosides production.

Mexico has a natural source in the digitoxin production,
It is obtained from Thevetia seeds, whose plant is broag
ly distributed in the whole country.

In this project, it is proposed to improve plant tissue

cultures from Thevetia thevetioides, and to study the =

variables that may affect the callus tissue induction -

and its thevetosides content.

The explant choice, is the more important thing to do in
ordar to achieve the best production of secondary metabo
lites. This mus contain the target product which one's =
mind is interested on.

To do this, thevetosides levels were analized from various
tissue parts of Thevetia seed. Results showed that coty-
ledon and embryon pieces has the major thevetoside content.

For callus tissue jnduction purposes, these parts were =
‘studied. It was found that cotyledon is the best explant



for studying grown velocity and its correlation with
thcvucoskdos presgence.

-In addition, auxin /cytokinin hormonal balance effect
has an important role in the enhancement of secondary

products achievement as well as in grown velocity.

In this study, it was utilized IAA/C, and the best -
conditions were 2.5/1 for hormonal balance and 1/1 -

~ for thevetosides content. So it is concluded that -
hormonal requirements are different from those in get-
ting the major thevetosides content.

It is observed also that auxins class influences the
secondary metabolite production. In this experimental
project 2, 4 D and IAA/kinetin were used as parameters
in studying thevetosides content and grown velocity.
Results indicate that IAA/kinetin criteria was the -
best in showing major chivccosides,con:en:.

Physical factors, such as photoconditions -light, dark
ness, photoperiod- were analyzad in their influences
on grown velocity and thevetosides content., Light and
darkness do not show any significative effect for the
above mesasure wvariables mentioned, whereas photoperiod

does.

Since the experimental model planned on Thevetia callus
tissue induction gets its objectives in knowledge and
technique, it is concluded that this kind of projects
in Plant Biotechnology has a great deal with its appli
cation in Pharmaceutical Industry by bearing the expe-
rience developed in other plant tissue which are poten
tially cardiac glycosides suppliers.
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INTRODUCCTION

La Biotecnologfa ha sido considarada en las 8ltimas décadas,
como una de las alternativas de mayor atractive y potencial =
en la solucidn de problemas de alimentacibn, salud, energfa y

contaminacifn, cuya complejidad y magnitud crecen dfa con dia.

La produccién de materia prima de origen natural, posee una -
gran importancia econSmica a nivel mundial por la gran diver-
sidad de productos que se obtienen a partir de ellos como ---
aceitesg, resinas, taninos, hule natural, gomas, ceras colotai

tes, sabores, fragancias, pesticidas y f4rmacos.

Sin embargo, la producciBin de materias primas de origen natu-
ral, se enfrenta a graves problemas como son: la explotacidn

incontrolada, las dificultades de culecivo por condiciones ina
decuadas de suelo, ataque de plagas, as{ como a los problemas
técnicos en el cultivo de plantas superiores, lo cual ponre de
manifiesto la importancia en la implementacidn de alternati--

vas que solucionen o minimicen tales problemas.

La Bilotecnologfa mediante la técnica de Cultivo de Tejidos --
Vegetales, nos brinda una alternaciva de un valor incalcula--
ble en desarrollo de nuevas té&cnicas en agricultura y en la -

produccldn de farmoquimicos.

Pafses en desarrollo como México, podrian obtener grandes be-
neficios con esta nueva técnica, En! 1970, se firmd el Conve--
nio de Colaboracidn Cientffica entre M@xico y Japdn, inicifn-

dose las investigaciones en este campo.

Las aplicaciones mids importantes del Cultivo de Tejidos Vege-~
tales se presentan en la figura No. 1, donde observamos que -

las sintesis de "novo", de precursores, asi como las biotrans
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formaciones son las de mayor interfs en el campo de la farma-
cla,

Los gluc8sidos cardfacos, se encuentran normalmente en los --
géneros: Digitalis,  Apocynum, Periploca, Strophanthus y Theve
"tla, este Gltimo se encuentra ampliamente distribuido de mane

ra silvestre en nuestro pafis.

La produccidn de cardiotdnicos a nivel mundial’'se realiza a -
partir del género Digitalis, del cual se aislan la digitoxina
y la digoxina substancias que en México se importan en su to-
talidad, segiin datos del IMCE (1983)., Es importante mencionar
que en la actualidad no hay nada que las supere desde el pun-
to de vista farmocolégico, a pesar de presentar un mérgen de
seguridad muy estrecho.

La digitoxina es una materia prima de importancia econémica,
no sélo por su utilidad en la clinica, sino adem8s, por ser -
considerada la estructura base, a partir de 1a cual se obtie~
nen cardiqt&nicos modificados en la bfisqueda para lograr una

mayor eficacia y un menor efecto tdxico.

Cruz y colaboradores (1977), proponen una fuente alterna en -
la procuccién de Digitoxina, a partir de semillas de Thevetia
¥ en la ENEP Zaragoza tambi&n se han realizado trabajos al -=

respecto Pérez, (1982) y Rodriquez (1982),

En el presente trabajo, se eligid a la Thevetia como modelo
experimental en la implementacifn del Cultivo de Tejidos Vedqe
tales para obtener thevetfsidos.
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1) FUNDAMENTACION DEL TEMA
1.1 Historia de los Glucdsidos Cardfacos

La digital o dedalera fue mencionada por médicos galeses en -
1250, Fuchs en 1542 nhizé la primera descripcidn botfnica de -
la planta, el nombre cientifico de Digitalis purpurea, alude

al color y a la forma de la flor que semeja un dedal, Goodman
(1978).

Fue usada internamente © en aplicaciones locales para diver--
sas enfermedades no relacionadas entre si, desde apilepsia --
hasta filceras cutdneas, Goodman (1978).

En 1777, Withering fué el primeroc en sugerir el uso terapéuti-
co de la bigitalis, realizd trabajos incipientes'respecto a -
todas las partes de la planta, did la pauta en la dosifica- -
cidn de esta y propuso los primeros usos especificos para cu-
rar la hidropesia Kreig (1967). Ferriar,en 1799, es quien atri
buye a la digital una accidn primaria sobre el corazdn, Good--
man (31978).

Nativelle, en 1844, aisla la digitalina amorfa, sin embargo, -
su inquietud por comprobar gque la forma Cristalina es mds ac-
tiva lo llevo en 1867, a realizar una experiencia compa:a:ivaf
sobre ranas, Encontrando que la cristalina es, sin lugar a du
das, la mds activa comprobando de esta manera su teoria,Girdl
(1979).

En el siglo XIX se utilizaron mucho las hojas de Digitalis, -
sin considerar’.los graves transtornos por las dfsis téxicas =~
que -se adninistraban y no fué sino hasta 1933 en que Lewis --
atribuye:a la digital una accifn especffica en el tratamiento
de la fibrilacién auricular, Goodman (1976).‘

A partir de esta fecha se han incrementado notablemente los -
estudios clinicos sobre digitflicos, encontrfndo que la digo-




xina es el compuesto de eleccién en los padecimientos de insu
ficiencia cardfaca y que aln, hoy en dfa, no se ha podido en-
contrar otra substancia que sea mds activa'a é&sta y con un ==
margen de seguridad mayor, por ello la importancia que tiene

a nivel mundial.

En la Medicina Tradicional y Herbolaria en México, existen o-
tras plantas a las cuales se les ha atribufdo una accidn so=-

bre el corazdn,Martinez (1969).

Las semillas de Talauma mexicana conocidas como yoloxdchitl o
flor de corazdn, seglin experiencias del Instituto M&dico Na--
cional, concluye que "la semilla y'sobre todola corteza con--
tienen una o dos substancias gue obran sobre el corazdn modi-

ficando su sistema nervioso moderador", Martinez (1969).

tas hojas de Calea zacatechichi conocida como zacate de perro

contiene un principio activo amargo de funcidn semejante a la

de los glucdsidos cardfacos,Martfnez (1369).

La especie de Chiranthodendron pentadactylon conocida como --

flor de manita, se recomlenda que "“sus flores, frescas o se--
cas se preparen en un cocimiento que es adecuado para el co--

raz8n y contra la epilepsia®, Martinez (1969},

A las semillas de Thevetia conocidas como codo de fraile, se
les atribuye una accidn comparable con los glucésidos cardii

cos, Martinez (1969},



1.2, Cénero* Thevetia,  como:.alternativa~ en 1&-ptoduCCK5h de

qlucésidos cardiacos,

1.,2.1, Caracteristicas y Distribucibn del Género Thevetia

Las plantas del gfnero Thevetia son &rboles o arbustos con las
flores largas de color amarillio a anaranjade con la corola en
forma de embudo, con jugo lechoso y un fruto globose de colorxr
rojo a negro con un endocarpo como la “"nuez", de forma redon-
deada-triangular con dos cavidades en las cuales se localizan
semillas largas con los bordes afilados, florece de julio a -

diciembre,Stanley (1920 - 1926}, Martinez (1969, 1979}

Las especies del género Thevetia se localizan en comunidades
de Bosques en Encino, Selva Baja Caducifolia, S5elva secunda--
rias de los anteriores tipos de vegetacidn, Del Amo (1979) y
los Bosques Espinosos secundarios del sureste de San Luis Po-
tosi,Rzedwski (1978).

Las semillas de Thevetia son conocidas comunmente como codo =
de fraile y en México se han encontrado seis especies, las --
cuales se distribuyen ampliamente en tdda la Replblica Mexica

na en zonas tropicales y subtropicales:

1. Th. ahouvai (L.) B. DC. Su &xea de distribucidn son los Es

tados de Tabasco y Yucatin., El ejemplar tipo. fue colecta

do en Colombia.

2, Th gaumeri Hemsl. Su &rea de distribucidn es el Estado de
Yucatin. El ejemplar tipo fue colectado en la Isla de Co

zumel.
3.- Th. ovata {Cav,) A. DC. Su &rea de distribucién es desde
los Estados de Sinaloa y Jalisco hasta Chiapas, El ejem-

plar tipo fue colectado en Guatemala.

4. Th. peruviana (Pers.) Schum. Su Brea de distxibucibn es -



desde log Estados de San Luis Potosi y.Veracruz’ hasta los
Estados de Y‘ucatSn, Ohiapas ¥ Guerrero.r

Th. glvmeriaefolia Benth. ‘Su Erea[de ‘distribuci8n son -los
Estados de Veracruz y Oaxaca. E1l ejempla: tipo fue colec-

tado en Honduras.

Th. thevetioides (HBK) K. Schum. Su Area de distri’bucianr
es desde los Estados de Michoacdn hasta Tamaulipés, Vera;
cruz y Oaxaca. El ejemplar tipo fue colectado cerca de —-
Taxco y Tehuilotepec, Guerrere Stanley (L920-1926), stax;- B
ley (1958-1976),

Flor de Thevetia thevetioides.




1.2.2 Usos de Tipo- folklérico del género Thevetia

Por sus propiedades cardiotdnicas la Thevetia peruviana, se asocid desde -
el siglo pasado con Digitalis purpurea Aguilar (1982); en Mxico la espe-—

cie Thevetia thevetioides, se ha propuesto tanbién como un substituto de -

la Digitalis, con el inconveniente de que su empleo es peligrose seégin los

datos informados por Stanley (1926),

El Dr. M.Toussaint indica "Los efectos incipientes de la planta (bastante
semejantes a los de 1a digital] hacen pensar que en ella se tiene tal vez

. un precioso sucedfneo de tan Gtil medicamento”, Martinez (1969).

Las aplicaciones medicinales de Thevetia, conocidas por el pueblo mexicanoc
se puede mencionar las siguientes; el jugo lechoso de la planta se emplea.
para curar la sordera, las {ilceras, la samma, rofia, etc. Las hojas se uti
lizan para calmar dolores de los dientes por lo que se atribuye un notable

poder analgésico.

De la tintura de’ las hojas se recomienda para madurar las hinchazenes y pa
ra disolver tumores, Respecto a las semillas, el- vulgo las amasa con sebo

para curar las hemorroides, Martinez (1969).

En la India, los extractos de la semilla son utilizados como pediculicida,

Atal (1977).



El polvo de las semillas de Thevetfa, acta como un protector para la con-
gervacidén de las semillas contra las infestaciones ocasionadas por insec—

* tos,Pandey (1977).

De los usos folkléricos de las especies de Thevetia como insecticidas y a-
gentes antitumorales, Mc. Laughlin (1980), realiza investigaciones al res—
pecto, encontrando que la nerifolina y la 2 ‘~acetil nerifolina son las -~

responsables de esas propiedades.

Mediante un ensayo "in vitro" en células de KB (carcinoma humano), encuen-

tra que la nerifolina es mds tdxica que la 2 ‘-acetil nerifolina - - - - -
-2 -2 N

(E:D50 2.2 X 10 © mg/ml y EDSO 3.3 X 10 Jg/ml respectivamente), compro--

bando de esta manera su actividad citotéxica.

En relacifn a su actividad insecticida, se realiza un ensayo incorporando
nerifolina y 2 '~acetil nerifolina a la dieta de larvas del gusano barrena
dor del maiz, Ostrinia nibilalis (Hubner), dbservando su porciento de mor-
talidad a los 9 dfas, se encontrf que la n;z'ifolina incorporada a la dieta
es seis veces mds activa que la 2 ‘~acetil nerifolina (LDSO 30 ppm y 192ppm
respectivamente) . Bajo condiciones similares se realiza el ensayo para '.un
insecticida comercial para gusanos baxrenadores del maiz carbofurano, el -

cual presenta una l:LDSll 1-2 ppm), por ello que se considera que los theve-

tésidos podrfan utilizarse como insecticidas para la agricultura.



Raspecto a la actividad farmacoldgica de lcs thevetdsidos, Arora (1967) in-
vestigh al peruv@sido en ensayos clindcos con pacientes con problemas de in
guficiencia cardiaca, encontrando que si presentan actividad cardiotdnica,- "
pero desafortunadamente, tienen el mismo problema de los glucdsides cardia-

cos, es decir un margen de sequridad muy estrecho, aiin menor a a@stos,

Gupa, en 1977, realizd investigaciones con respecto a la actividad cardiotd-
nica comparada con la Ouabaina y a la relacidn estructura-actividad. En sus
estudios encontrd que el orden de la potencia de los thevetSsidos, es el si
guiente: ouabaina < cerberina € cerberdsido < ruvdsido < nerifolina§ - -

peruvdaido,

Por lo que respecta a su relacidn estructura-actividad, se llegaron a las -

siguientes conclusiones;

-El tipo y nimero de moléculas de azlicar conectadas al C-3, influye -

en la actividad cardiotdnica.
-La acetilacidn del =Q0H en el C-14 reduce la actividad.

-En relacidén a la actividad de los grupos presentes en el C-10, se ha
obgervado que el orden de actividad es el siguiente: -CHZOH <-CHJ <

~CHO

=El grupo =-0H en el C-14, su importancia radica en que confiere solu-
bilidad al compuesto, en la figura No. 2, se muestran las astructu--

ras de astos compuestos.
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cerberdaido R=L -thevetosa-D-gu-D-gh ruvdaido Rzl -theveloso
Rys O RysCH, OH
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Ry=0H : Ry= CHO

cefvering  R=L-thavetoso wabging R=L-rhamnose
Ry=0C-Chy

)

- Fig.2 RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD DE LA QUABAINA CON LOS THEVETOSIDOS

: h 4 =



1.2.3, Composicidn Quimica

A partir de las ﬁltiqas décadas mediante 10s avances de los -
estudios fitoquimicos, se ha logrado encontrar los principios
éﬁxicos an toda la planta,pero la mayor cantidad se localiza~-
en las semillas, de donde se han aislado una gran cantidad de
trigqlucdsidos, los cualas se han logrado hidrolizar mediante-
anzimas endSgenas que posee la planta, para dar una mezcla de
monogluc8sidos de los cuales el m4s abundante es la nerifoli-

fna, Cruz{1977), Pérez (1982), Rodriguez (1982)

Seqgin los estudios realizados en Thevetia thevetiocides , por-

Cruz (1977}, se propone que la nerifolina ¥ el monoacetato de
nerifolina pueden ser potencialmente una alternativa importan
te en la obtencién de digitoxigenina, £irmaco de importancia-
en la terapéutica cardiovascular y como intermediario impor -

tante en la sfntesis de cardiotdnicos modificados.

En las semillas de Thevetia peruviana, se han identificado =~

dos glucdsidos la thevetina A y la thevetina B o cerberdsi--
dos, Bloch (1960}, Cosme (1958}, En la figura No. 3, se mues-

tran las estructuras espaciales.

Mediante la accién de enzimas end&genas que se encuentran en-
la semilla, se logra romper los enlaces @-glucosidicos de -
las posisoiones 1-6 y de las 1-4, Cruz(1977). Las estructu -

ras de los thaevetdsidos aislados se indican en la figura No.4.

12
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0,

R2M nerifoling R=COCH3y  2"- acetil nerifoling

R=H peruvdside R=COCHy 2-oceti paruvieido

R=H expirolacionn R=COCHy 2'-acetit espiroloctona

Fie. 4 MEZCLA DE THEVETOSIDOS
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1.3, Desarrollo de Métodos Sintéticos para GlucSsidos Cardia-

cos

A pesar de los avances en el campo de los esteroides, no es -
hasta 1962 cuando el grupc de Sondheimer logra la sintesis to
tal para la digitoxigenina, la cual consta de nueve pasos par

tiendo de la 3-acetoxi-5-androstan-17-ona, figura No.5.

Se han publicado otras sintesis - para glucésidos cardiacos ---
okada {1965), Pérez (1982), uno de los principales problemas

de todas ellas es la naturaleza 18bil del C-14 hidroxilado de-

la genina, el cual es ficilmente removido en medio &cido, uni
do a los rendimientos tan bajos por el gran nfimero de pasos -
en la sintesis, estas son algunas razones por las cuales hoy

en dia se obtienen los glucdsidos cardfacos a partir de fuen-
tes naturales.

o =
S

/1

§

\Q§p—*0§p
™~
\055

R=H Digitoxigening

RsAc Acefil Digitoxigenina

Fie.5  SINTESIS PROPUESTA POR SONDHEIMER
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1.4 Bicafntesis de Glucdsidos Cardfacos
. ca-nraesld =2UC032T08 ZAITiAcos

Las investigaciones en relacién a la biosintesis de glucdsidos cardfacos ,
se ha enfocado a estudiar la incorporacién de un precursor marcado y eva-
luar posteriormente si se 'fomé el compuesto esperado, por ello es que en
la actualidad se conocen los principales intermediarios de la ruta biosin

tética,Grunwald (1980), Luckner (1984).

La biosintasis de egtarcles es una ruta bien conocida, la cual parte de -
1la substancia mis simple como as la acetilns Coh, Jacobsohn (1970) , Lu-.

ckner (1984).

El Scido mevalSnico, es un intermediario importamte en la biosintesis de-
esteroles, Capatack (1962), Se han :saljl.zado astudios de esta conversidn-
en cultives de D,purpurea, Jacobsohn (1968). Ademis se demostrd que si se
incorporaba dcido mevaldnico marcade con 14(:, en cultivos de D.lanata, -

se obtenia la genina de los cardendlidos marcada, Ramstad (1960).

El escualeno es un intermediario bien conocido en la biosintesis de coles
terol, Grunwald {1980). Este ha sido considerado desde hace muchos afios =
como un pracursor importante en la biosintesis de esteroides y glucSsidos
cardfacos, Grunwald (1980), Luckner (1984). También se ha logrado aislar
de lag semillas de D.purpurea, Sagun las ix:lwstigacionas de Jacobsochn --

(1967).
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s.e ha investigado que cuando se incor;;oxn colesterol a loc cultivos de D, la-
nata, se logra obtener cardenélidos, Al.bethart‘ (1973). En cultivos de D.pur-
purea se ha identificado la presencia de pregnenolona, Caspi (1966), en un es
tudio posterior, se investigh la transformacién de ésta en glucSsidos cérdi_g_
cos Caspi {1968). La rxuta de biosintesis de progesterona, a partir de coles

terol, se ha logrado establecer por varias investigaciones, Luckner (1984).

El precursor inmediato de los glucBsides cardfacos es la progesterona, se ha
investigado que cuando se incorpora este precursor en cultivos de D,lanata -

se logra formar los cardem‘:lidosl Caspi (1967) y Bennett (1968).

Techesche (1971), establece los intermediarios en la biosintesis de cardenf-
lidos a partir de progesterona y Nindsi (1975) encuentra en cultivos de D.lan
ta que este precursor se metaboliza mSs ripido que la pregnenolona para for-
mar a los cardendlidos. -

los dos fitomos de caybono adicionados para formar la lactona en la estxuctu-
ra del glucdsido cardiaco son provenientes del acetil o malonil ™ CoA ,.Luck-
ner (1984). .
En la figura No. 6, se muestra los principales intermediarios que forman par
te de la biosintesis de glucSsidos cardiacos, en relacidn & las investigacio

nes antes mencionadas.

:
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1.5 Metabolismo v Accidn lnotrdpica

Hasta el momento no se ha encontrado ninguna relacidn entre el metabolisro y
el mecanismo de accidn de cardiotbnicos, ya que el primero se efectfia en el
higado y en su sitio de accifn (corazén), no se realiza ningtin cambio, Good~-

man (1978)

Los principales caminos del metabolismo son via hidroxilaciones scbre varios
centros de la estructura, excepto el anillo de lactona, estas transformacio-
nes convierten a los cardiotSnicos en compuestos polares, los cuales son mAs

ficilmente excretados generalmente en forma de glucordnidos, Goodman(1978)

los cardioténicos son capaces de sumentar la fuerza de contraccién del mio-—-—
cardio y los efectos resultantes son aumento del gasto cardiaco, disminucién
del tamaiio del corazdn, de la presidn venosa y del volumen sanguineo, diuré-

sis y alivio del edema, Goodman (1978},

Los cardioténicos presentan un efecto inotrépico positivo, debide 2 la presen
cia de un receptor especifico en la membrana del misculo cardiaco. La ATPa-

+ +
sa, estd envuelta en el transporte activo de los iones Na  y K, los cuales -

son liberados o retenidos por la célula en cada contraccidn del mrnzﬁq Goodmn

(197g) .

La salida de sodio durante la fase de polarizacién de la contraccisn del mfiscu

lo, es lo que permite o facilita la competencia de digitdlicos scbre el trans

porte de ATPasa Goodman (1978).

‘.



1.6 Cultivo da tejidos Vegetales 20

1.6.1. Antecedentes

El corigen del cultivo de tejldoé vegetales se establecid 6on-
los primeros experimentos de Haberlant en 1902, el cual es con
siderado el padre de esta técnica, Y quien cultivando “in vit;o'
células de mesSfilo de hoja de Tradescantia sp,obtuvo crecimien
to indefinido de tejido calloso.

postula, ademis, que todas las cBlulas jSvenes vegetales y de
tipo somdtico, tienen una alta capacidad para poder producir
una planta id&ntica a la que le di8 origen, tal capacidad se
refiere en la actualidad al concepto de totipotencialidad de
las células vegetales, tambifn predijo que se requerfan de ~--
hormonas para lograr mejores resultados y propuso gque tal vez
se encontraban en el polen, meris:emp o embridn,Murashige ~-

(1979}

Pero no fue sino hasta 1934 cuando se aisld e identificé la -
. primera auxina el 8c, indolacético mediante las investigacio-

nes de Kogl y Haagen, Murashige (1979}

Miller y SX¥oog en 1955, descubren la cinetina, siendo la pri-
mer citocinina aislada de esperma de arenque, Con los descu-
brimientos de las auxinas y las citocininas, se efectdan estu
dios en donde se demuestra la gran importancia que tiene la -
relacibn hormonal auxlna/citocinina respecto a los cultivos -~

vegetales, Skoog (1937}

En las dfcadas pasadas, 1os grupos mis preocupados fpr inves-
tigar el cultivo de tejidos vegetales, eran los propagadores
de plantas y los fisiflogos vegetales, y no es, sino hasta el
decenio pasado en el gque la producci8n de farmoqufmicos toma
un particular fnterd@s y se realizan un gran nlmero de investi
gaciones al respecto Tabata {1976), Reinert (1877), Thorpe --
6197q1, Staba (1980), Mantell (1983), Robert (1985},



Las aplicaciones m3s importantes que presentan los sistemas -

de cultivo de tejidos vegetales respecto al cultivo tradicio-

nal,

A)

B)

c)

D)

se describen a continuacibn:

Propagacibn Clonal RSpida; la cual consiste en reprodu--

cir rdpidamente grandes cantidades de material genetica~-
mente idéntico y comercilalmente uniforme (flores, frutos
etc,}, mediante el aumento de brotes auxiliares y enraie

zamiento de brotes,Murashige (1979)

Eliminacin de Patbgenos; provee de beneficios a las --

plantas, ya que el estar libres de patfgenos, se logra =
recuperar rendimiento y calidad perdida por infecciones.
se logra, ademds minimizar el transporte de propﬁguloé
“contaminados y acarrear pestes a otras zonas urbanas, --
Murashige (1979)

Técnicas "in vitro" como ayuda o alternativa paresexual,

a mejoradores de olantas; en el desarrollo de plantas -

superiores las tdcenicas de crioconservacidn, cultivos de
embriones, &vulos de anteras y polen, variantes somaclo-
nales, son capaces de lograr cultivos resistentes a con-

centraciones elevadas de sales, toxinas, .
?

condiciones desfavorables de temperatura, y por Gltimo -
los cultivos por fusién de protoplastos, contribuyen de
manera notable al mejoramiento en calidad y rendimiento

de los cultivos de »lantas superiores,Murashige (1279).

Produccidn_de Farmoquimicos; mediante la t&cnica de Cul

tivo de Tejidos Vegetales, se espera que se puedan obte
ner compuestos alrededor de un afo, bajo condicicnes --

controladas del medio ambiente, independientemente de -

21
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ataque de plagas o condiciones desfavorables de suelo o =
clima, lo que asegura una produccidn contfnua y estable;--
Mantell (1983}, '

Una de las aplicaciones que mis promete en este rubro, es la
de las biotransformaciones de substratos especfficos, median=-
te cultivo de Tejidos Vegetales en suspensi8n (bioreactores -
vegetales), cuyas modificaciones estructurales se efectfan de
manera selectiva y especffica en un sdlo paso, lo que la con-

vierte an mis eficiente comparada con los procesos quimicos.

La desventaja principal de esta tEcnica en la obtenci8n de ma
terias primas, es qua’los cultives acumulan muy bajas concen-
traciones de metabolitos secundarios y se desconoce los siste
mas enzimiticos responsables de las blotransformaciones. Sin
embargo, las nuevas metodologlas de Ingenierfa Gendtica, con-
templan a mediano plazo que se podrd producir una mayor canti

dad de metabolitos secundarios, Robert (1985).

En base a los dltimos Lﬁformes Reinhard (1980}, Robert (12985),
Paredes (198¢) dan bases optimistas a la posibilidad de =--
comercializar la produccidn de materias primas para la Indus-
tria Farmac8utica, a partir de la t&cnica de Cultivo de Teji-

dos Vegetales.

En la tabla No., I, se muestra una lista de praductos de gran
interds en Farmacia, que potenclalmente pheden ser obtenidos

por cultivo de tejidos vegetales.
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FUENTES VEGETALES DE IMPORTANCIA ECONOMICA

T A B L A I

FUENTE VEGETAL

COMPONENTES ACTIVOS

USO TERAPEUTICO

GLUCOSIDOS:
Digitalis purpurea, D. lanata.

Thevetia thevetioides

Dioscorsa Composita (barbasco)

ALCALOIDES:
Atropa belladonna L, Datura-

stramonklum

Rauwolfia serpentina L,

Catharanthus roseis

Cinchona succirubra {quina)
Strychnos spp, (curare)
Colchicum automnale
Pilocarpys spp.

Bhysostigma yenenosum (haba de
calabar)

digitoxina, digoxina

nerifolina, peruvésido

diosgenina

atropina, escopolanina.

reserpina

vincristina, vlhcaleucc-
blaatina.
quina, quinidina

d-tubocurarina
colchicina
pilocarpina

fisoatigmina

Insuficiencia cardfaca

precuxsor de cardiot8-
nicos

precuxsor de anticon-r
ceptivos, corticoster-

roides, etc,
parasimpaticolfticos,

Antipsic8tico

antlleucémico

antinaldrico
ralajante muscular

agente antigotoso

© parasimpatomim8tico

parasimpatomim8tico
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1.6,2. Produccifn de cardiotBnicos a partir de Cultivo de =--

Tejidos Vegetales

La produccibén de cardiotfnicos mediante la t&cnica de cultivo
de tejidos vegetal, ha sido investigada ampliamente desde la
década pasada como alternativa importante en su produccibn.--
Se han realizado estudios de §!o§agac16n, morfogénesis y sin-
tesis de "novo", cuyos resultados desafortunadamente indican
que no hay produccién de cardiot8nicos, Staba (1962; 1963), ---
Buchner (19%4), Graves (1967}, Hirotani (L977),en cultivos de
Digitalis.

Existen otras investigactones en donde se menciona, que se ==
detecta s6lo trazas de cardiotBnicos en los tejidos vegetales,
como lo indican los trabajos de rui (1979}, Rucher (1976}, --
Grave (1980) y Kartning (1977; 19279).al respecto.

tno de los principales problemas gque prevalecfa, tanto en cul
tivos de tejido calloso comc en cultivos en suspensidn, era -
el de no contar con una metodologla analftica, lo suficiente-
mente sensible para lograr cuantificar a los cardenflidos, en
las concentraciones tan bajas en que géneraimente se encuen--
tran en los cultivos. ‘

Tal problema se vi8 resuelto con la implementacibfn del radio-
inmunoensayo, t&cnica propuesta por Weiler (1976), para la --
cuantificacidn de cardendlidos provenientes de cultivos de te
jidos vegetales. Tambiéh con la técnica de cromatograffa de
1iquidos por alta presidn se ha tratado de implementar para =~
este fin Castle (1975), Mechler (19B82).

otro grave problema a considerar, es que al parecer el tejido
calloso no posee ia capacidad biosintBtica de producir al car
diotdénico, tal aseveracifn fue propuesta despuls de efectuar
varias resiembras de tejido calloso, en donde se evalud que -

la presencia de cardiotSnicos disminufa hasta desaparecer com
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. K
pletamente, BEn varios estudios llegaron a la misma conclusibn
segin los experimentos realizados-pot Hirotani (1977), Pil= -~

grim {1977), Helmbold (1978),Garve (1980} y Kartning {1983).

Respecto a Thevetia la @nica publicacién que habla sobre teji
do calloso, hace menci8n que despuds de varias resiembras --
también desaparecs el contenido de thevetSsidos, de donde se
puede inferir que en este aspecto su comportamiento €s sSimiee~
lar al de pigitalis, dicho estudio fue realizado por Sen Gopa
1981y,

En publicaciones racientes, se presentan resultados alentado-
res, con respecto a la produccidn de cardiotSnicos mediante -
cultivo de tejidos vegetales, ponifndose de manifiesto gue --
los cultivos diferenciados, juegan un papel importante en la

acumulacién de metabolitos secundarios en cultives de Digita-
lis, segln se presenta en los trabajos de Garve (1980}, Hiro-
tani (1977), Hagimori (1980; 1982a; 1982b), y Anna (1983}, =~
los cuales evaluan la produccibn de cardiotfnicos de cultivos
diferenciades con formacifn de brotes provenientes de tejido

calloso.

Sin embargo, es importante mencionar que ademds de reguerirse
de una etapa diferenciada, se ha observado que también es im-
portante la morfogénesis presentada, esta teorfa presentada -
es resultado de las investigaciones realizadas por Vogel =—--
{1381), el cual al efectuar cultivos diferenciados, tanto de
brotes como de raiz, encontrS gque el mayor contenido de car--
diotdnicos se encontraba en los brotes mientras que en el cul
tivo de rafz, s8lo habia trazas, tales observacicnes presen=-
tan un paralelismo con las condiciones naturales en donde se
encuentra el cardioténico, que es en las hojas de bigitalis,
las investigaciones de Garve (1980}, HIrotani (1977) y Kart-~
ning (1979) apoyan esta teoria,

Regpecto al efecto que tiene la luz sobre la produccidn de me



tabolitos secunda:ios,Garve (1981), apoya la teorfa de gue 1la
acumulacifn es el resultado de una di:ergnciacion morfolégica

independientemente de la formacibn de clorofila o cloroplas-

"tos, se ha observado que el cardiotBnico se forma en presen~=

cia y ausencia de luz, sin embargo'al parecer la clorofila es
un estimulo positive, para la biosintesis de estos compuestos
seglin los resultados de Hagimori (1982) quien observé que los
cultivos con brotes verdes presentaban un mayor contenido de
cardiotfnicos a diferencia de los cultivos sin pigmento de ~-
clorofila.

Anna en 1983, ralizd estudios al respecte, evaluando la depen
dencia que existe entre los diferentes rangos espectrales de
luz, encontrando que con la luz azul se logra un estimulo ma
yor con respecto a la acumulacidn de cardendlidos, resultado
de gran intérds industrial, debido a que su costo energético

seria menor.

En relacibn a la produccidn delmetabolitos secundarios, exis-
ten afin muchos problemas por resolver como son, el evaluar el
efecto que presentan los nutrientes, Precurseres, sustancias

reguladoras del crecimiento, debido a que existen pocas inves

tigaciones al respecto.

Hagimori (1982a; 1982b), ha investigado respecto a los nu- --
rientes, encontrando que el mio-inositol, la tiamina y la sa
carosa al 3%, incrementan la produccifn de cardenflidos, tam=
ﬁién encontrd que la glicina, el &c. nicotinico y la piridoxi

na al parecer, no muestran una dependenc:a sobre la produccibn

En lo que respecta a precursores,Lui (1979), realizb estudios
en cultivos no diferenciados de hoja y ralz, en donde evalub ’
que no se pueden utilizar indiscziminadamenti, ya que presen=
tan un margen estrecho entre su efecto favorable y el t8xico

para la produccién de productos secundarios,
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En lo referente a substancias requladoras del crecimiento co-
mo son AIA, ANA, 2,4D, B.A., se ha encontrado que dan buenos
resultados sobre la acumulacidn, an relacidn a 1a cinetina su
efecto afin no se ha podido determinar claramente y respecto a
la GA3 se encontr8 que a concentraciones mayores de ©,.img/) -
reprime la produccidn de cardiordnicos en cultives de Digita-

lis.

También se han realizado cultivos de fusibn de protoplastos =
de D.purpurea por Diettrich (19680), sin embardoe, no menciona
nada respecto al contenido de cardiotdnicos, su aportacidn es
importante en la implementacidn de Técnicas de Inagenieria Ge-

nética,

En relaciSn a estudios de consarvacifn de lineas celulares, -
mediante cricconservacién, se han realizado investigaciocnes -
observandose que no se pierde la capacidad anzimitica,debido-
a que esta sigque funcioaando cuando se vuelve a cultivar ---
D.lanata, Diettrich (1982).
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1.6.3. Biotransformacifn de Cardiotbnicos pediante Cultive

de Tejidos vegetales

La biotransformacién de substratos especificos en substancias de inte-
rés medicinal mediante la técnica de cultivo de tejidos vegetales, es~
hoy en dia una de las aplicaciones que mis promete para competir econd
micamente con los procesos tradicionales en la produccidn de materias -

primas.

Las modiﬁicaciones astructurales especificas son llevadas a cabo de -
una manera ficil y en un sélo paso, en comparacidn con las sintesis ~
quimicas que requieren de mis de un paso. Inclusive pueden competir -
con las biotransformaciones realizadas por micr&orqanismos, por ejemplo,

en la transformacidn de esteroides,seqin lo descyit{b: por Stohs(1980).

En el grupo de los gluchsidos cardiacos, se han realizado importantes

investigaciones respecto a las biotransformaciones que se pueden reali-
zar a través de los cultivos de cejidt;s vegetales, con el objeto de lo-
grar transformar compuestos especificos en substancias con mayor activi

dad farmacolégica.

Uno de los procesos mds importantes en lag biotransformaciones son las-
hidroxile;ciones, debido a que pemi:e convertir la digitoxigenfna en di
goxigenina, substancia que es mis potente en la. clfnica, por ello se han
realizado varias investigaciones al respecto, con el objeto de entontrar

las condiciones mis adecuadas.

! L}
En la figura No. 7, se muestran ejemplos de alqunas biotransformaciones
realizadas en la digitoxigenina, mediante cultivos vegetales de Digitalis,
Cannabis, Daucus, Alferman (1977), de donde se concluye que dependiendo

del género, la hidroxilacién se realiza en diferente posicidn.
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tas glucosilaciones son un patrén de biotransformacifin inpetum:.e, que se -~
lleva a cabo schre las estructuras de cardiotinicos, mediante cultivos de ~
tejidos vegetales de Digitalis y Thevetia, pero tales cultivos, tambidn po-
seen la maquinaria enzimdtica para realizar 1la reaccidn inwersa como se in~
‘dica en la fig, No. 8, seqin las investigaciones realizadas por Alferman ~-=

(1977} y Doller (1979).

o 0
n
o
Ho'
M R
Digitoaigening H K
Digexigening OH H
Gitoxigening H OH
9
o
-
R3 ‘s
Theveting A CHO Parwwdside CHO
. Thaveting B - CHy - - - Nertfelon CHy

Fig 8 BIOTRANSFORMACION DE CARDIOTONICOS MEDIANTE GLUCOSILACIONES
Y DESGLUCOSILACIONES
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En cultives de tejidos vegetales de Thevetia y Digitalis, también se han in
vastigado las biotransformaciones, en donde se e-:‘ectﬁa una reaccidén de oxi-
dacisn en el alcohal C~3 transformdndolo en una cetona, 2l cultivo tambisn

as capdz de realizar una epimerizacifn, segin se muescra en la figura No.9,

Alferman (1977},

i

Fi.9 BIOTRANSFORMACION DE CARDIOTONICOS POR OXIDACION Y
EPIMERIZACION
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Seglin los estudios realizados, uno de los principales problemas que se pre-
senta en las biotransformaciones, es la obtenciSn de transformaciones simul
téneas sobre un mismo substrato, lo cual ocasiona que los rendimientos sean
bajos, ademds de hacer dificil el proceso de separacién por la gran canti -

dad de compuestos formados.

En la biotransformacidn de la digitdxina, se llevan a cabo diferentes trans
formaciones como la hidroxilacidn, glucosilacifn y acetilacién como se indi

ca en la figura No. 10.

Por ello es que en la mayoria de las investigaciones se esti tratando de en
contrar las condiciones que logren hacer mis selectiva a la ¢ -12-hidroxila
cién, se han realizado estudios con los génercs Digitalis y Thevetia, Alfer
man (1977), DSller (2977; 1979) e Hirotani (1980), con el género Daucus, Jo
nes {1978), también ha investigado al respecto, sin embargo, en todos los -

trabajos se siguen presentando los mismos problemas.

Heins en 1978, propene hacer mds selectiva la biotransformacién utilizando
un derivado de la digitoxina, la Q -~-metildiditoxina, con la cual se logra-
nidroxilar en el C-12Z con una buena selectividad, tal aportacifn marca la-
pauta de que se pueda llevar a cabo un procesce a nivel industrial, sin em-
bargo, alin hay problemas por resolver, como es lograr que el derivade se -
pueda solubilizar en otro disolvente diferente al etanol, el cual se ha ob

servado que provoca inhibién sobre la reaccidn de hidroxilacién. .

Con la técnica de células inmovilizadas, Alferman (1980), Brodelius (1983},
implementan un cultivo de células vegetales de D.lanata, en donde se compa
ra la velocidad de biot:anéfcmaci&n de la (5 -metildigitoxina de las célu
las libres con las atrapadas, la importancia de este estudic es que tal —
sistema se puede utilizar para realizar varias biotransformaciones de un -

substrato especifico.

Sin mb;tgo, el gran potencial que representan las biotransformaciones re-
quiere afin de muchos aspectos por resolver antes de que s& intente reali -
zar a escala industrial, uno de los principales problemas serS el conoci -
miento de los sistemas enzimiticos definidos que participan en la biotrans
formacién de substratos especificos. Ademis de establecer la dependencis -
que existe entre parfmetros tales como la luz, pi, velotidad de agitacibm,
tiempo de incubacifn y tenpct:ltnxa,etc_
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1,6.,4  Controles en la Produccifn de Farmoguimicos mediante

Cultivo de Tejidos Vegetales

El cultivo de tejidos vegetales, identifica en conjunto a les cultivos de

plantas, protoplastos, tejidos y drganos, tales cultivos poseen atributos

.en comin, como el requerir condiciones de asepsia, de un medio hutritivo-

se tipo artificial, ademds de contar con un control de los factores del -
medio ambiente y de tipo biolSgico para que se pueda desarrollar adecuada

mente.,

Adendis se deben considerar las condiciones en las que se encuentra la ---
fuente vegetal, ya que existe una gran variabilidad asociada al genotipo-
de las plantas usadas como inSculos, por ello serd importante considerar-
los siquientes factores ,Staba (1980), Mantell (1983).

1) Seleccidn de Organo/teiido

El requisito fundamental es que el explante seleccionado cumpla
con la totipotencia, y que gsea capaz de responder a un estimulo
organogénetico, como es el caso de las substancias requladoras-
del crecimiento auxina/citocinina, las cuales promueven el cre-
cimiento del tejido vegetal.

ii) Tratamiento Previo de la Fuente Vegetal

En algunas ocasiones las condiciones en que se encuentra la —
fuente vegetal no son las mis adecuadas para dar respuesta "in-
vitro", por lo que se pueden implementar tratamientos para obte
ner éxito en su respuesta. La sticlacidn,y el uso de gibereli -
nas, son algunos ejemplos de estos, Staba(1980).

1.6.4.1 Controles del Medio Ambiente

A) Asep¥ia

Br cultivo de tejidos vegetales un recuesito importante es te -
ner un medio de cultivo ,libre de contaminantes, debido a que =
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provoca una competencia metabSlica por los substratos, por ello éue la «=-
desinfestacifn del explante sea una etapa primordial.

La desinfestacidn superficial del explante, se logra mediante la exposicifn
-del tejido en soluciones a una determinada concentracibn de agentes quimi -
cos como: el hipoclorito de sodio y de caleio, el agua oxigenada y el eta ~

nol.

Se puede mejorar la efectividad de_estos agentes,utilizando gotas de surfac
tantes come el tween 20, o aplicando vacio a agitacidn durante el contacto-

del explante con las soluciones desinfestantes.

Existen tratamientos para reducir la contaminaci®n microbiana como son; el-
uso de antibidticos, antivirales y antimic6ticos, los cuales se aplican di-
rectamnete el medio de cultivo, sin embargo, su uso no debe ser indiscrimi-

nado, ya gue puede ser tdxico al medio, Murashige (1979).

B) Condiciones Nutricionales

Para un desarrollo y funcionamiento éptimo de los cultivos, se requiere de-
medios de cultivo constituidos por macrosales y microsales, asi como tam --
bién por vitaminas, constituyentes org&nic‘os y aminodcidos, Murashige(1962),

Huang (1976), Staba (1980}, °
i} Macrosales

El efecto de las macrosales es el de promover el crecimiento de teji -
dos vegeﬁales, en investigaciones al respecto, se ha cbservado que si dlsni
nuyen los niveles de nitrato, potasio, amonio y fosfatos se altera el creci

miento, Mantell (1983).

En relacifn al metabolismo secundario su efecto no se ha logrado establecer
claramente por haber pocos estudios al respecto.Lag macrosales son responsa
bles de regular la presiSn osmética y el PH.
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La fuente de nitz6q|no.en los cultivos est§ formada por sales de 803 Yy -
NH:. a2¢ ha cbazervado que se pueda utilizar una u otra en los cultivos pe-
ro sl balance de ambas da un mejor resultado, Fernindez (1979), Mantell --
{1983).

La fudnte de fSsforo tipica ‘as la sal de 904' + ¥ su efactc respecto a la-
produccién de metabolitos secundarics se ha encontrado que si se disminuye
su nivel a.un 508 prasenta un efecto posftivo sobre la estimulacidn de la~
biosinteais de productos secundarios en cultives de Paganum, sin ewbargo,~
3i se diaminuye a un l0% provoca una inhibicifn en la biosintesis del pro~
ducto, Mantell (1983),

gl fierrc &3 importantas, ya uge promueve formacidn de brotes y raices,Mura=~
shige (1379).

ii) Microsales

Son elementos catalfticos que actfian en las reacciones metabSlicas y de Sx3,
do-reduccidn en las plantas, y su funcifn es como cofactores en los siste -
mas enzimiticos, Staba (1980).

iii) Fuente de cCarbono

La sacarosa o §Sug componentas monogacdrides, como la glugesa o fructosa, =~=
son fuentes de carbono que dan buencs resultadss en el cultivo de tejidos-
vegetales. En cultivos da cardiotdnicos se ha encontrado que la sacarosa al
3% funciona adecuadamente, Hagimori(1982).

iv) Vitaminas

Estas no pueden ser producidasg por i mismas en la célula vegtal, es por -
allo qua Pilling, establecid la siguisnte mezcla come adacuada para log ~-
cultivos, la tiamina 10 mg/1, la piridoxina 0.5 mg/l y Sc.nicStinico 0.5 -
my/l, se han propuestos otras mezclas las cuales se utilizan dependiendo -
los fines del cultivo ,Huang (1976).
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El uso de dc. ascdrbico es mAs como antioxidante que como vitamina y
en conjunto con el Ac. citrico, hacen que se eviten las oxjidaciones

en los cultivos Huang (1976).

v) =Constituyentes Orginicos

El inositolsmio-inositol, es un caompuesto muy importante, no es tax:i_
¢o y para la mayoria de los cultivos es de beneficio al promover el

crecimiento , Huang {1976} .

<) Precursores
El uso de precursores en cultivo de tejidos vegetales, es con el fin

de estimular la biosintesis de metabolitos secundarios.

Existen algunos ejemplos, en donde se ha evaluado que la productividad de'l
metabolito secundario, se ve limitada por falta de un precursor, como en el
caso de la biosintesis de alcaloides del tropano, en donde la adicién del -
icido trdpico como precursor directo incrementa la acumulacién del ‘metal;c;li_.
to en el medio de cultivo, sin embargo, tambi€n hay i{nvestigacicnes en don-

de el precursor resulta téxico, Tabata (1976).

En cultivos de Dioscorea deltoida, se ha encontrado que si se incorpora 100
wg/1 de colesterol, se incrementa la prodrctividad de diosgenina en un 100%

Mantell (2983).
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D) substancias Requladoras del crecimiento

En la actualidad se conocen substancias que actfian en los diferentes esta-
dios ontogenéticos de la planta, a los cuales se les denomina hormonas ve-

gatales o reguladores del crecimiento.

Went y Thieman en 1934, definen come hormonas vegetales a ciartas substan-
cias producidas an estructuras o tejidos de la planta y posteriormente « -
transferidas a otras para ejarcer su influencia en procesos fisioldgices =

aspecificos,

El tdrmino hormona propiamente corresponde al lenguaje de los fisidlogos -
animales, ya que fuercn alles los que desarrollan este concapto. Definen
a ia hormona como una substancia sintetizada en una glindula secretora es-
pecifica, para producir un efecto tipico y especifico en un punto distante

de gu origan.

En el casqQ da las "Hormonas vegetalesg", se puaden definix su sitio de sin-
tesis, pero su efecto va a dapender del tipo de tejido u Srgano sobre el -

cual actiie , Moorae (19791,

Pox qQtra parte, existen substancias sintéticas capaces de causar efectos -
similares a los provocados por las hormonas vegetales que son sintetizadas

por la planta,

En la actualidad, se ha preferido denominar come "regulador del srecimien-
to"®, a toda substancia natural o sintética capaz de provocar una respuesta
fisioldgica y morrfoldgica en cualquier etapa ontogenética de la planta, ==

Moore (1979},
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La interaccidn hormona-nutrientes, es de vital importancia en la productivi

dad de metabolitos secundarios, Gresshoff (1978).

El grupo de substancias requladoras del crecimiento esta formado por; las —

auxinas, citocininas, giberélinas, acido abscisico y etileno.

i)=hAuxinas

La primera auxina natural encontrada, fue el Acido indolacético en -
1934, y a partir de esa fecha se han encontrado un gran nhimmero de -
substancias con efectos similares a &ste. En la figura No. 11, se -

muestran sus estructuras.

En base a diversas investigaciones, se ha podido establecer su poten

cia, Murashige (1980}’
ara  ars ¢ annd mepa < 2,40 < 2,4,57 CPicloran

- En ceondiciones naturales, las auxinas en la planta se localizan en -

las yemas y en las dpices de crecimiento de hojas y raices,

Algunos de sus efectos mis importantes son: Moore (1979)

1) Inducir una respuesta fisjoldgica a concentraciones de 'IC!"6 M.

2) Presentar un efecto alostdrice, que activa la biosintesis de éieg
tas proteinas.

3) Son capaces de incrementar la permeabilidad de la pared celular.

4) Promover la elongacidn celular.

5) Promover la presencia del ARN mensajero en la sintesis de protef-

nas.
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En relacién al-metabolismo secundario, se ha encontrado que la cantidad y -
tipo de auxina, influye en la productividad de un compuesto especifico, por
e.jemplo en cultivos de PaEaVEr'b!acteatum. se observd que para la bios{nte-
sis de Tebaina, la auxina AIA, es mas adecuada que el 2,4D o NAA, Gresshoff

(1978}.

En otro estudio, en la biosintesis de nicotina,se observs que la auxina AIA
activa la produccidn del metabolito secundario, mientras que la auxina, 2,4D,
1a suprime Mantell (1983).
tiYCitocininas

La primera citocinina aislada fue el 6-furfurilaminopurina (cinetina),

identificada por Miller en 1955, de esperma de arengue.
En la actualidad a toda substancia que presente la misma accidn fisioldgica
a la cinetina, se le denomina citocinina; en la fig. No.12, se muestran las

estructuras de las citocinas sintéticas y naturales.
los embriones, la rafz y los frutos jbvenes, son la fuente mis comiin de ci-

tocininas, Murashige (1980).

Alqunos de sus efectos mis importantes son: Moore (1979).
1} Cambios de polaridad en la membrana, que dan ¢amo consecuencia un -

estfmulo al crecimiento.
2] Participan en la multiplicacién celular.

3] Estdn involucradoes en los procesos de iniciacién y proliferacién de

brotes.

4) Promueve el rompimiento de la dormancia en las semillas.
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Con respecto al merabolismo secundario, su participacidn en el balance hor-
monal auxina/citocinina, se ha obsérvado que es importante para la biosinte

sis de compuestos secundarios, Mantell (1983).
ii4) Giberelinas

Las giberelinas son diterpenos, aislados de hongos y plantas, hasta
1979 se conocian 39, de las cuales las mds abundantes son:
GA, GA

3 By ¥ GAy

La importancia en cultives de Tejidos vegetales, se restringe a dos

aspectos: Moore (1979)

1) Superar la dormancia en gemillas, mediante la induccidn de sinte-
sis de enzimas hidroliticas de tipo amilasa

2) Promover la elongacifn de tallos, Apices o brotes en cultivos "in
vitro”®.

iv)Acido Abscisico

El 4c. abscisico (ABA), fué aislado de frutos de algoddn en 1985. -~

Algunos de sus efectos mis importantes son: Moore (1279)

1) Estimular la abscisidm.

2) Acelerar la caida Ge las hojas y fruto.

3) Prolongar la dormancia en la semilla,

4) Inhibir la floracién de plantas de dia largo en dia corto.
S) Inhibir la sintesis de enzimas inducidas por AG3.

v)Etileno .
El etileno es un compuesto gaseoso que regqula el crecimiento vegetal,
que es producido por la misma planta en situaciones de Stress y sus =

efectos son reqularmente negativos como: Moore (1979).
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1 Ser tbxico a la planta.

2) producir hinchazén lateral de tallos.

3} 1Inhibir el transporte de auxinas, provocando pérdida del compor=
tamiento geotrdpico normal. :

Factores Fisicos

1Lz

El efecto de la luz, juega un papel importants en la produccidn de me
tabolites secundarios, en diferentes investigaciones se ha tratado de
sncontrar la depandencia con aste factor en relacién a un producto es
pecSfico. Dasde sl punto da vista acondmico, el poder realizar el --
procesc en ob:curidid lo hace mas atractivc, gin embargo, esto no es

siampre posible de realizar, Tabata (1?76) , Staba (1980) y Mantell --

(1983). -

ii)Temperatura

Es un factor importante en la velocidad de c¢recimiento de los tejidos

vegetales, los cuales se desarrollan adecuadamnente en un rango de 25°

a 28°C, Staba (1980).



1.6.4.2 controles BiolBgicos

A} Crecimiento

Existen pocos estudios acerca de la velocidad de crecimiento y su dependencia
con la formacifn de productos secundarios en cultivos de tejidos vegetales. -
Con base en los datos experimentales, se postulan tres mecanismos de produc-—-

cidn-crecimiento, Tabata (1976).

En el lo., la formacién de producto, procede casi siempre en relacifn parale-
la con el crecimiento celular, la produccidn de nicotina, asi como la de alca
loides del trSpano son alqunos ejemplos de éste tipo, en otros estudios, se -

ha observado gue la fase logaritmica es en donde se presenta la mixima concen

tracidn.

En el 20., la produccidn de productos se retrasa hasta que el crecimiento ce-
lular declina o cesa.

En el 3er. tipo, la curva de produccidn es diffisica, y la produccién se pre--

senta inferior a la curva de crecimiento, como es el ejemplo de la biosintesis

de diosgenina.

Con los postulados propuestos, se propone incrementar la eficiencia de la Pro
duccidn mediante una disminucidn en la fase lag, antes de que se inicie la —

sintesis del producto.

B) Diferenciacidn Morfoldagica

‘

En las plantas superiores, existen ciertos caﬂp\zestoé, los cuales som sinteti_

zados o acumulados, s&lo en un brganc o tejido en particular, por ejemplo, —~

compuestos como la nicotina y alcaloides del tropano se localizan en la rafz,



Staba (1980).

Se ha demostrado que se puede inducir una diferenciacién morfoldgica, median

te la formacifn de brotes en cultives no diferenciados de tabaco para lograr

1a.biosfntesis de nicotina, Tabata (1976), Mantell (1983).

Por otra parta, tambidn ha logrado inducir la diferenciacién quimica, median
te medios artificiales, sin que se presente diferenciacidn morfolégica, en -
la biosintesis de campuestos especificos, un ejemplo al respecto, se presen=

ta en la produccidn de derivadoz de Shikonina, cuyos compuestos en la planta

se localizan en las capas del corchoc de la rafz. Se ha observado en un cul-
tivo de tejido vegetal quea carece de células de corcho, que es capaz de pro-

ducir los metabolitos: sscundarics, Tabata (1976).

) Exprasidn, del Metaholismo Secundario

La biosintesis y acumulacidn de la mayoria de los productos secundarios esta
lim{rada a cdlulas especializadas rasultado de un proceso de diferenciacidn -

Luckner (1984).

La diferenciacifn celular es uno de los pecanismos bdsicos de requlacién me-

tabdlica en todo ser vivo. Las proteinas formadas como resultado de mdltiples
procesos de diferenciacidn, pueden ser clasificados respecto a su importancia
biolégica, en la Tabla II, se indican las difexsntias entre las proteinas del

metabolismo primario y las protelnas aspecializadas,luckner (1977},

En relacifin a la tabla anterior, se puede decir que el metabolismo secunda- -
rio, puede ger definido como la biosintesis, transformacidn y degradacién de
compuestos producidos endogenamente, mediante proteinas especializadas de - -

acuardo a la clasificacidn de Luckner (1977).
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T A B L A No, 1

PROTEINAS COMO PRODUCTOC DE UN PROCESO DE DIFERNCIACION

LUCKNER

(1977)

A PROTEINAS DEL METABOLISMO
PRIMARIO

B PROTEINAS ESPECIALJIZADAS

La formacidn y funcién de -
estas proteinas, es de impor
tancia intracelular para su
mantenimiento, reproduccién

y existencia,
1) ENZIMAS

Se encuentran envueltas en

la expresidn gendtica, en -
el metabolismo de &c, nucl§
icos y aminodcidos, también
son suplementos energético,
asi’como en la sintesis y -
degradacisn de 3c. grA;as,

etc.

2) PROTEINAS NO EN2IMATICAS

La funcidn de dstas es vital,
generalmente en conjunto, su
formacidn frecuentemente no -
tiene importancia directa pa-

ra la misma c8lula.
1) ENZIMAS

Proporcionan a la c€lula fun-
ciones de especializacidn, =--
participan en el metabolismo
secundario, en el catabolismo
que degrada a fArmacos, nu= -
trientes especiales, etc., y
también en la morfogénesis.

2) PROTEINAS NO ENZIMATICAS

Egtructurales de membrana =
celular y protoplasma, etc.

Que tienen una funcién espe-~

" cial de reserva, regulatoria,

etc,

47



48

La regulacidn de la actividad enzimdtica en el metabolismo secundario puede
ser influida, no solo por la presencia de precursores, sino también por la -
acunulacidn de productos (inhibicidn por formacifn de producto por interac=-
eifn alostérica o competencia con el substrato por el sitio de enlace). Exig
ten experimentos "in vitro” en donde se demuestra que las enzimas del metabo
lismo secundario son responsables de la inhibici®n por producto,luckner - -~

{1984).

También se ha especuladoc en relacién a2 que se requiere de ciertos canales in
tracelulares para el transporte de precursores y de enzimas especializadas —
al sitio de biosintesis de productos secundarios, lo cual hace que en algu--

nos casos se vea limitada la velocidad de produceidn.

£1 microambiente, asi’ como la compartamentalizaciSn al parecer tambifn: -
juegan un papel importante en la produccidn de productos secundarios, Exis
ten estudios en donde se demuestra que muchas enzimas del metabolismo secun-~
dario estan asociadas a las membranas del citoplasma, vacuolas, microcuer~—

pos, etc., Luckner (19684}).

Los productos secundarios hidrofilicos, se ha observado que se acumulan e.n -
comparvimentos separados del citoplasma como vacuolas, vesiculas de Golgi, y
en el espacio extraplismico, mientras que los productos secundarios lipoff1li
cos pueden acumularse en las membranas mismas, por ejemplo les carotenoides
en la membrana celular, la clorofila y el "&c. giberético en la membrana de

los cloroplastos, Luckner (1984).
D) Algunas Especulaciones acerca de la Evolucifn y Mecanismo de Control
en el Metabolismo Secundario '

El metabolismo secwndaric, ha sido caracterizado por un alto grado de oxden,

en donde los mecanismos de control mis importante son: Luckner (1984).



2)

3)
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Control estricto cie la biosintysis, degradacidn de metabolitos secun
darjos.

Regulacidn de la actividad enzimdtica.

Comportamentalizacidn de enzimas especializadas.

Transporte de precursores, intermediarios, enzimas y productos secun

darios, a través de Canales intracelulares.

5) Integracidn del metabolismo secundario en los programas de diferen--
ciacifn y desarrolle relacionado con la etapa morfoldgica en la cual
se llava a cabo la formacidn del producto secundario.

Luckner (1980), ~§ropone tres principios fundamentales acerca de la -

evolucién del metabolismo secundario.

a) La formacidn de productos secundarios, es considerada como un medio

.b)

c

de eliminacidn de excesoc de compuestos, al mismo tiempo funciona co-
mo un factor de regulacién fisiol8gica o ecoldgica, creande, por lo

tanto un beneficio para las plantas.

Sin embargo, hay caracteristicas del metabolismo secundaric, que no
han side explicadas ampliamente, como es la utilidad de los compues-
tos formados para la propia planta, asi como _la heterogeneidad de es
tructuras quimicas complejas, asi como sw restriccifn en su distribu
cidn como es el caso de los escezoide; ¥ los alcaloides, e-tc., pre—

sentes solo en algunos géneros.

La capacidad de formacién de productos secundarios, puede ser conser
vada por un largo perfodo, siempre y cuando tales compuestos no sean

utilizados por la planta. Por ello se supone que la sintesis de la

. mayoria de los productos secundarios se considera un recurso metabd-

lico menor.



1.6.5 Cultivo de Tejido Cailoso

El tejido vegetal que mds se ha investigado hasta la fecha es el tejido callo~
so. Los callos se encuentran en la naturaleza como resultado de un dafio meca-

nico o por interferencia de los microorganismos o insectos scbre las plantas.

La induccién de tejido calloso, consiste en la divisidn y proliferacidn celu--
lar, y se puede originar a partir de explantes de corteza, cambium, floema se-
cundario o xilema parenguimatoso,también requiere de un medio ambiente apropia
do, constituido por nutrientes, substancias requladoras del crecimiento auxina/
citocinina y de factores fisicos como la luz y la temperatura, Narayanaswamy -

197,

los cultivos de tejido calloso, se definen como tejidos que proliferan conti--
nuamente de manera desorganizada, dando lugar a una masa amorfa de cflulas, --

Gresshisff (1978).

Los callos de especies diferentes pueden variar en su apariencia exterior, tex

tura, coloracién y friabilidad.

La pigmentacién del tejido calloso, varia alin entre la misma especie. La§ co~
loracicnes que presenta son verde claro (pr.esencia de clorofila), o amarillo -
palide o albinos (presencia de carotenoides, fiavonoides o plirpuras); la pig--
mentacidn puede ser uniforme o moteada y la intensidad de €sta, ;se .ve alterada

por deficiencia en factores nutricionales y del medio ambiente como luz y tem-

peratura, Narayanaswamy (1977).

La diferencia en tipo, tamafo y forma celular, varfa de acuerdo a diversos fac

tores como; el origen, edad de los cultivos y composicidn del medio nutritivo,
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El crecimiento acelerado en los cultivos, premueve ls formacidn de células al
tamente vacuoladas, de formas diversas desde esféricas hasta filamentosas, Na

rayanaswamy (1977).

La organogénesis en tejido calloso se logra mediante la manipulacidn de cons-
tituyentes nutricionales y por la incorporacidén de substancias reguladoras --

del) crecimiento auxina/citocinina, Gresshisff (1978),



1.6.6. Problemas y Perspectivas del Cultivo de Tejidos Vegetales

A fin de que se pueda llevar a nivel industrial, la aplicacifn de cul
tivo de tejidos vegetales, en la produccidn de farmoquimicos, ser& ne
cesario satisfacer una serie de requisitos para lograr este objetivo;
Tabata (1976), Petiard (1979), Staba (1980), Mantell (1983), Robert -

{1985),

1} -la velocidad de crecimiento celular, asf{ como la biosinte-
sis del producto especifico, deberd realizarse en un corto
tiempo y con buen rendimiento. Como las células vegetales-
tienden a proliferar lentamente cuando se producen a gran-
escala, se pretende resolver este problema mediante la im-

plementacién de manipulaciones genéticas.

2) =El producto secundarioc formado, deberd permanecer integro-
sin sufrir accidn catabdlica en el cultivo,y de ser posi -
ble seria adecuado gue una ;ez formado se excretar3 al me-
dio de cultivo, también se tendri que evaluar, s$i no exis<

te efecto de represidn por una alta concentracifn de pro -

ducto acumulado en la célul_a._

3) -lLas células éulcivadas, deberfn ser estables genéticamente,
con el fin de dar siempre la misma calidad y rendimiento -
del producto, se piensa que el método de crioconservacitn-
de células, serf un método itil en la conservacifn de 1f -
neas celulares altamente productozas' y de un alto valor -

econdmico.
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4) ~%e deberin abatir los costos de produccidn relacionados con los
constituyentes del medio de cultivo, los procesos de separaciéa,
as{ como los requerimientos energ@tices, con el fin de que se -

congtdara rentablae para su produccidn.

Los avances de log 8ltimos atios en relacidn a 1a produccidn de famociu_i_
micos, mediante la td@cnica de cultivo de tejidos vegetales, ha sido de~
gran importancia, a continuacidn, se resumen algunes logros, Mantell -~

{1983), Robert (1985):

a

~Encontrar cultivas vegatalas capaces de producir un oroducto se -
cundaric aspecifico, c¢on una similar o superior velocidad de pro-

duccidn, en comparacidn con la fuente vegetal.

b

-~

~-S¢" ha legrade acumulay productes secundarios en cultives de teji-
dos diferanciados, ajemplo en cultivos de brotes o de raiz.asi =

como tambiZn en los cultives no diferenciados (tejide callosa) .

c

~5@ ha demostrado que la actividad biosintética de cultivos celu=
lares, puede ser intensificada gor regulacidn de factores del me
dio ambjente, asi como por la selaceiln artificial o por indy ~=

ccifn de variantes somaclonalaes.

d) -El posihle ugo del cultivo de tejidos wegetales para las biotrang
formaciones especificas de compuestos naturales, ha sido dewmostra

da y e3 uno de los potenciales que mis promete a nivel industrial.

$in embargo, a pasar de los grmandes logros alcanzados, todavia se ten-
dr§ que fortificar algunos aspectos, asi como resolver ain problemas de

tipo bdsico vy practicu antes de lograr la meta.



2) Planteamiento del Problema

1a fuente de obtencién & nivel mundial de los glucBsidos cardfacos, es a par-
tir de las hojas de Digitalis, actualmente a pesar de encontrarse en bajas ~—
concentraciones resulta mis rentable obtenerlos de esta manera, gue a pa’rtir

de métodos sintéticos, ya que &stos son generalmente complejos y Costosos.

Sin embargo, el abastecimiento normal de estos productos naturales se enfren-
ta a graves problemas como son; la explotacifn incontrolada efectuada por el

hombre, disturbios del medio ambiente, cambios de clima, plagas, etc. La téc
-nica de cultivo de tejidos vegetales surge como una alternativa biotecnolbgi-

ca en la solucidén de tales problemas.

La digitoxina es una estructura estratégica en la actividad cardioténica, pore
ello que se considere un intermediario importante en la produccidn de nuevos -

glucbsidos cardiacos.

México cuenta con una alternativa en la produccidn de digitaxina, a partir de
semillas de Thevetia, segin investigaciones realizadas por Cruz (1977) y la —

ENEP Zaragoza, Pérez (1982) y Rodriguez (1982).

Cabe mencionar que los glucdsidos cardiaces,” son un grupo de firmacos que se =
importa en su totalidad en €l pals, Segin informes del IMCE (1983). Ademis, -
de ser los fSrmacos de eleccidn en padecimientos cardiovasculares, enfermedad

que ocupa el tercer lugar de . incidencia en MExico (1974).

En e)l presente proyecto, sé propone inplms;xtar la t&cnica de cultivo de teji-

dos vegetales, con el fin e lograr ob rdiotbnicos biot 18g4 R

a partir de un cultivo de tejido calloso de Thevetia, ginero ampliaments dis—
txibufdo on el pals.
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Es importante mencionar que existen pocaé- tnvestigaciones en relacién al gé-
nero Thevetia mediante la té&cnica de cultivo de cejidps wvegetales, respecto

a la acumulacidn de Thevetdsidos, el inico estudic al respecto es el de Sen

Gopa (1981),

En relacidn a estudios de biotransformacifin sobre estructuras de glucdsidos
card{acos, Doller {1977;1979] y Reinhard (1980}, realizan transformaciones

mediante cultivos de Thavetia .

pPor ello que resulte interesante establecer un cultivo wegetal de tejido ca-
lloso con el género Thevetia, que refina las condicicnes adecuadas para la -~
produccidn de thevetdsidos, lo cual dard la pauta y las bases para pader rea
lizar en una etapa posterior, estudios de biotfﬁsfomaciones sobre las es--
tructuras de lo.s gluchsidos cardfacos, técnica cuyo potencial es uno de los

que mis prometa para campetir a nivel industrial con los procesos tradiciona

les.

por’ §1timo, es importante considerar que el modelo experimental planteado con
el género Thevetia, dard la pauta en el conocimiento de esta nueva Biotecno-
logfa Vegetal, cuyo potancial en la produccidn de farmoquimicos, se contempla

como una importante alternatiwva.



3) Objetivos Especificos

a) -Seleccionar el explante mis adecuado para la induccifn
de tejido calloso de Thevetia thevetioides.

b) =Correlacionar la cinética de crecimiento con la cinéti
ca de contenido de thevetdsidos.

c} -Evaluar el efecto del balance hormonal Auxina/Citocinina
en el crecimiento y contenido de thevetSsidoes.

d) -Evaluar el efecto de las fotocondiciones (luz-ohscuri-
dad-fotoperiodo), respecto al crecimiento y contenido
de thevetésidos.

e}

-Analizar estadisticamente los factores involucrados en
el crecimiento y contenido de thevetdsidos del tejido -

calloso de Thevetia thevetioides.
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VI T g e T

HipStesis

Con la implementacidn de este modalo de cultivo
de tejidos vegdetales se lograri establecer los -
factores involucrados en la induccidn de tejido-

calloso y la presencia de thevetdsidos.

siendo esta informacidn extrapolable al modelo -
de cultivo de'tejidos de otros vegetales como -~

productores potenciales de cardiotdnicos.

57



5.1.3

Materiales y Métodos

Materiales

Equipo .

Autoclave vertical marca AESA Mod. 300; 127 vCA

Campana de flujo laminar marca VECO

Balanza analitica marca BOSH S 2000 capc. 200g Sensibjli-
‘dad 0.1 mg.

Refrigerador marca FRILATIC Mod. RF 200 serie 8505-334,
Estufa con temperatura controlada CASA RIOS marca en tra-
mite 127 volts.

Agitador magnético MAGNESTIR.

Potencidmetro CONDUCTRONIC pH 20

Agitador Vértex SUPERMIXER 129C LAB-LINE Instruments Rota-

vapor Marca Buchi 133833.

Balanza granataria OHAUS Capc. 2160 g.

Material de vidric y otros
Material de vidrio de laboratoric marca PYREX.

Frascos de gerber con tapa de plastico.
Bisturi / navajas X-ACTO 24
Pinzas de diseccién
Algoddn

Gasa

Extractor Soxhlet marca PYREX .

Cromatofolios Pl de gel de sflice &0 Posq MERCK
Material Biolgico

Las semillas de Thevetia thevetioides se recolectaron en la -

localidad de Izficar de Hatmotos; Estado de Puebla, en el Km.
9 de la Carretera Iziicar de Matamoros - Oaxaca, a una altitud
de 1340 Km. sobre el nivel del mar.



Reactivos

Clorurs de Calcio dihidratado R.A.
Nitrato de amonio R.A.

Nitrato de .potasio R.A.

Tatramolibdato de amonio dihidratado R.A.
Sulfato de magnesio heptahidratado R.A.

) Sulfato de manganeso-terrahiidrato RIA:-

Sulfato de cobre pentahidratado R.A.
Sulfato de zinc haptaidratade R.A.
Sulfato ferroso heptahidratadoe R.A.
Etilendianmintetracetato de sodlo R.A.
Clozuro ds cobalto hexahidratado R.A.
rosfate dibfaico de potasio R.A.
Acido pforico R.A.

HideSxide de a0dio R.A.

Acida clorhidrics R.A. .
‘Aloohol atflico R.A.

Cloroformo R.A..

Metanol R.A.

Eter etflico R.A.

bBimetilformamida R.A.

Diclorometano R.A.

Acido nicotfnico R.A.

Cinetina

Acido indol ac&tico *

Acido 2,4 diclore fenoxiacltice
Glicina R.A.

Mio-tnoeitol R.A.

Clorhidrato de piridoxina R.A.
Clorhidrato de tiamina R.A.
Perdxido de hidrSgeno 30% R.A.

Acido Sulfirico concentrado R.A.
Actdo Bdrico R,A.

Ioduro de potasio R.A.

Hipoclorito de sodio comercial

R.A.BAKER J.T.

TECNICA QUIMICA
SCOTT REACTIVO
CLORALEX
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5.2 Metodologia
5.2.3. Preparacién_del Medip de Cultivo
El medio de cultivo que se utiliza es el de Murashige y ~
Skoog MS (1962).
-Preparar las sigquientes soluciones stock:
SOLUCION SOLUCION STOCK s?mi:‘
Ar Caclz .2820 44 440
B: W4N03 165 1650
I(:NO3 130 1900
C: Kl 0.083 0.83
Ct:st:lk.2 .6H20 0.0025 0.025
D: lﬂi2904 17 170
H3303 .0.62 6,2
'Na,‘,!ﬁuﬁ4 'ZHZO 0,025 0.25
E: MgSO, .7H,0 37 370
MﬂSO4 .Qﬂzp T 2.23 22.3 -
(.‘\:lSC)4 .5H20 0.0025 0,025
Zn$0, .7H,0 0.86 8.6
F: E‘eSO4 .7}120 2.78 27.8
NazEDTA 3.73 37.3
G: Glicina 0.2 2
. hc. nicotfnice’ 0.08 0.5
Mio-inositol 10 ) 100
#: Clorhidrato piridaxina 0.05 0.5
Clorhidrato de tiamina 0.01 0.1
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-Pasar todoa lgs compottentes y displyer en agua destilada y desioniza-

da y aforar a un litro.

-Excepto los de la solucidn F, la cual se prepara de la siguiente for-
ma; disolver primerc el EDTA en agua caliente, con agitacidn constan-
te, incorporar lentamente el sulfato ferxoso hasta que la solucidn ad-
quiera una coloracidn amarilla cristalina, En caso de que se presen-
te una solucién turbia o un precipitade, se sugiere volver a preparar

1a solucidn,

=Soluciones de regulddores del crecimiento:
Auxina: Pesar 10 mg del AIA o del 2,4 D y disolverlas en unas gotas -

de hidréxido de sodio 0.5 N, adicionar una poca de agua hasta
que se disuelvan campletamente y aforar a 50 ml. La concen--

tracién final es de 200 mg/l.

Citocinina: Pesar 10 mg de cinetina y disclverla en umas gotas de dci
do clorhfdrico 0.5 N, incorporar un poco de agua destilada y
disionizada hasta que se disuelva completamente y aforar a 50

ml. la concentracifn final es de 200 mg/i.

Lag soluciones de reguladores del crecimiento, deben usarse de preferencia -—

frescas, Las soluciones G y H (vitaminas}, s&lo se conservan por unas tres -

semanas aproximadamente, ya que se d 1o ¥y son ptibles a la conta-

minacidn microbiana.

-En un matriz, adicionar aproximadamente 500 ml, de agua destilada y -
desionizada, adiciopar 10 ml. de las soluciones A a la H en ese or-

den, posteriommente incorporar las solucicnes de las hormonas en la -
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concentracidn que se va ha evaluar y por Gitimo adiconay 30 g. de sa

carosa y se ajusts a pH 5.8.

=-Adicionar 8 gr. de agar, disolver por calentamiento con agitacidn p2

ra evitar formacidn de grumos y enfriar.

-pAforar a un litro, vaciar el medio con una probeta de 20 ml. a cada
fragco gerber, tapar estos y estarilizar a 115°C (315 1bs.) por 15 mi

nutos. Dejar solidificar el medio y se conserva en refrigeracidn.

5.2.2 Preparacifn del material Bioldgico

A) Conservacidn de las.semillas.

Después de la recoleccifn de los frutos de Thevetia theveriocides, se procede

a separar a las semillas, ya que de lo contrario, el frutoc se descompone y -

promueve la contaminacién de la semilla.

Las semillas se ponen a secar en una estufa de 40°C por 2-3 dfas para su con

servacién.
B} Hidratacidn de las semillas de Thevetia s

Las semillas de Thevetia, presenta una cubierta dura (como la nuez}, la-cual
debe de abrirse cuidando de no dafar el tejido. ’ B -

~Colocar las semillas en agua destilada por un dfa.

-Lavar varias veces las semillas y quitar la msmhrana exterior que las

cubren, sin daiiar el tejide.

~Colocar en una solucifn de etanol al 70% por 2 minutos y lavar.

-En wma campana de flujo laminar, lavar las semillas con agua destila-

da estBril 4-5 veces y drenar el recipients.
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«Colocar las semillas sohre yna solucidém de hipoclorito de sodioc al 5%

por 20 minutos.

-lavar las semillas con agua destilada estéril 4-5 veces para eliminar

el exceso de hipoclorito da sodia de la superficie.

~Tomar la semilla con una pinza de disecciln y colocarla sabre una ca~
ja petri, conteniendo papel filtro estlril, para guardar la semilla -
on condiciones estiriles, hasta el momento de la siembra (no debe de

pasar de 1 dfas). i .

Obtencidn dal nplqnéo.

«En condicionas sstéziles, se toma a la.semilla y se procede a reali--
zar cortes cilindricos del cotiledén y el embrién se le aisla comple~

to.

~Reunir estos sxplantes en cajas de petri diferentes.

«Colacar cada aexplante por separado en una solucidn de hipoclorite de

godio al 5% y se deja reposar por 15 minutos.

-~Eliminar el hipoclorito de sodio y realizar varios lavados 4-5 veces

con agua destilada estéril.

~Pasar los axplantes a cajas de petri contehiendo papel filtro estéril

para adsorber &l exceso de agua.

=Los explantes obtenidos de esta manera estdn listos para la siembra.

§5.2.3, Siembra
-En condiciones estériles sn una campana de flujo laminar, se procede

a la siembra;



-Tomar un frasce com medio de cultive, destapar y colocar el explante

con ayuda de unas pinzas de diseccién £l das previ : y se co~

loca en la parte central.

-Flamear las bocas de los frascos, y tapar estos.

5.2.4 Incubacidn
Todos los frascos con tejido ge incuban a 28°C ps 1°C, en fotocandiciones se--
gin se requiera en el experimento.

=Luz (24 hrs.)
~Cbscuridad (24 hrs.)

~Fotoperiddo (16 hr. luz/8 hr. ocbscuridad)

5.2.5 Parfmetros de Crecimiento del Te4ido Calloso

A) Indice de Peso Fresco
-Extraer e) callo del frasco después fe un tiempo (t) de incubacidn.
=Colocar el callo sobre un papel glassine previamente pesado.
-pesar el callo se pesa en una balanza analitica. ..
£l indice de peso fresco se detemina mediante la siguiente £Grmula:

PFD ~PFI

1PF = FFL

dongde:
IPF = Indice de peso fresco

PFD = Peso del callo después de un tiempo (t} de incuba
. cidn.

PFI = Peso del explante inicial.
E1 Indice de peso fresco que se reporta, es el promedic de tres ca-

lios.
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B) Peso Seco

.Extraer el callo del frasco después de un tiempo (t) de incubacién y

se coloca en un tubo de ensaye tarado.

-Introducir el tubo con el callo en la estufa durante 24 horas a una

temperatura de 65°C.

-pesar el tubo con el callo seco y determinar el peso seco por dife--

rencia con el peso inicial.

El peso seco que Se reporta es el pramedio de tres determinaciones.

5.2.6 Porciento de Induccidn de Tejido Calloso

El porciento de induccidn se determina por la cbservacidn de la presencia o =
avgencia de induccién de callo y se calcula por el nimero de frascos incuba--
dos respecto al total que presenta respuesta, a un tiempo (t), se utilizan 20

frascos para cada experimento.

5.2.7 Porciento de Diferenciacidn

El porciento de diferenciacidn se determina por presencia de brotes, raiz o -
tallo. Se calcula por el nfimero de frascos incubades respecto al total que =
presenta respuesta a un tiempo (t), se utilizan20 frascos para cada experi-=-

mento.

5.2.8 Porciento de Contaminacidn

El porciento de contaminacidn microbiana o por hongos se realiza tambifn por
observacidn de la presencia o ausencia de contaminacin. Se calcula por el -

nimero de frascos incubados respecto al total que presenta respuesta a un - -



tiempo (t), se trabaja también con 20 frascos,

5.2.9 Dispersabilidad Celular

Es importante considerar esta variable de :espuesta; la determinacidn se hace
de la siguien':e manera:
-Depositar un callo en un tubo de ensaye de 20 ml. conteniendo 5 ml, -
de agua destilada estéril.
-Disgregar con ayuda de una barra magnética en una placa de agitacién,
~Agitar durante diez minutos y observar si hay dispersidn del tejido =

calloso.

5.2.10 Extraccifn de Thevetdsidos de las Semillas de Thevetia

Método modificado al propuesto por Pérez M. (1982).

-Las semillas de Thevetia se obtienen de frutos verdes,

-Machacar el tejido de la semilla. -

-pesar 100 gr. de tejido fresco y colocar en un equipo de Soxhlet, con
250 ml. de cloroformo-metanol 1;1 como mezcla de extraccibn. .

-A una temperatura de 45-50°C, durante ocho horas.

aad

~Concentrar el extracto a seq en wn r por .

<pel paso anterior, se' obtiene la mezcla cruda de thevetfsidos y. acei-
te de Thevetia el cual se sspara por filtracifn. '

~La mezcla cruda. de thevetésidos se desengrasa con &ter en un Soxhlet.
~Pesar el extracto crudo en una balanza analftica y calcular el rendi-
miento con base en el peso de tejido, del cual se parte. Se hnqu la
‘correccifn con base en el porciento de contenido de humedad del teji-

do inicial.



=Se procede a identificar la mezcla de Thevetdsidos, mediante cromato-
graffa en capa fina comparando con una mezcla tipo de thevetdsidos, =
Obtenida por el M.C. I. Regla en el Laboraf:orio de Quimica Oréinica -
de la ENEP Zaragoza.

" La mazcla de thevetfsidos, separados de las semillas de Thevetia The-

vetioides esta constituida por:

208 de nerifolina 2' -monoacetato

31% de nerifolina

200 de 18,20-5xido-20,22-dihidronerifolina 2'-monoacetato
9% de 18,20-0xide20,22-dihidronerifolina

2.3V de peruvdsido 2'-monoacetato.

Se obtienen por cromatografia en columna de silicagel,segiin la metodologia ~-

descrita por Cruz (1979).

5.2, Extraccifn de Thevetdsidos de Tejide Callasc

-Fesar tres callos y colocar en un tubo de ensaye de S0 ml. con tapén

de baquelita.
-Adicionar 22 ml. de una mezcla de cloroformo-metanol 1;1.

-Diggregar los callos y mantener una agitacidn constante durante 3 —

hrs. con ayuda de una barra magnética de 0.5 cm.

-Filtrar con un embudo de tallo corto y enjuagar el tubo y embudo con

2 nl. de la mezcla de solventes.

-Recibir el filtrado en un matraz de 25 ml. y aforar con la misma mez

cla de disolventes.

-Identificar el extracto de thevetdsidos mediante una cromatograffa -

en capa fina.

~Cuantificar el tha;:to de thevetSsidos por el método de picrato.



5,2.12 Cromatografias en Capa fina para ThevetSsidos

- -Tomar uwa muestra de extracto de thevetdsidos y colocar scbre placas
de silica gel 60!‘254.

-Utilizar como eluyente, una mezcla de diclorometanc-metanol-dimetil-
formamida 90;9;1.

-Utilizar como muestra de referencia se utiliza una mezcla de theverd
sidos tipo.
-Revelar las placas con luz ultraviocleta o com &cido clorhidrico al -

108,

5.2.13 Ensayo Colorimftrico de Picrato para Thevet&sidos

Ricintara (1982)
Preparscidn de reactivos;

SoluciBn (A) 8cido picrico:
Pesar 600mg. de 8cido picrico y disolver en 25 ml de agua destilada caliente,
enfriar y aforar a 100 ml con agua, guardar en frasco ambar.

Solucién (8) hidréxido de sodio al 3t.

Pesar 3gr. de hidrSxido de sodio y disolver con agua destilada y completar a

100ml.
Reactivo Alcalino-picrato °

Transferir 10 ml de (A) a wn matraz aforado de 100ml, adicionar 20m1 'de 1a -3
lucién (B). Mezclar y aforar con agua destilada. Preparar siempre solucién

fresca antes de su uso.
Preparar ' ouestras para cuantificacidn de thevetdsidos;

=Tomar una alicuota de 5ml del extracto de thevetdsidos y colocarlo en

un tubo de ensaye de 20ml.

-Evaporar suavemente en bafio maria. .
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-:nfria,f los tubos a temperatura ambiente.

-Agregar Sml de metanol para redisolver.

~Adicjonar posteriormente Sml de reactivo alcalino de picrato.
‘-i!ezcllr y dejar zt.aposu.' por 3 minutos.

Determinar la absorbancia de estas soluciones a 492 nm.

-Utilizar un blanco (5ml de etanol + 5ml de reactivo alcalino de picra

to}.

-Calcular la concentracion a partir de la curva estindar de una mezcla

de thevetdsidos tipo.

-Curva Estindar de una Mezcla de Thevetdsidos

Se prepara una solucidn estindar de mezcla de thevetdsidos tipo, en etanol a

una concentracidn de 0.25 mg/ml.

~Cada tubo, conteniendo una concentracién dada de mezcla de thevetdsi-
dos tipo en ml, se campleta a Sml com etanol, posteriormente se adi--
ciona el reactivo alcalino de picrate, se mezcla y se deja reposar 30

minutos antes de determinar su absorbancia a 492 nm.
~Cada conoentracidn es por triplicado.

-La absorbancia se indica como el promedic de tres muestras.

Cancentracidn mg/ml Absorbancia
1.25 0.115
2.5 0.225
3.75 0.32
5.0 0.43
6.25 0.535

7.5 0.665
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~Realizar un ajuste de la recta por minimos cuadrados.

-Cads vez que se analicen muestras problemas, utilizar minimo dos con-

centraciones de thevetSsidos conocidas y verificar que se ajustan a -

la curva estandar.
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5.2.14  Andlisis de varianza de dos factores
Hicks (1973), Remincton {1977).

El término “"factor®, aplicado al andlisis de varianza, se refiere a un valor =
utilizado pars clasificar o bien para distinguir unidades experirentales, cuyo

efecto se desea deteminax.

En un experimento de 2 factores, formado por un nivel f_ijo del factor fila y -

un nivel £ijo del factor columna, se llanma una casilla.

£l cbjetivo principal del anflisis de varianza, es determinar la influencia de
cada factor individualments y en combinacifin sobre cierta variable de respues-

.

SeContrastaran tres hipStesis cspc:{!icmmu. para daterminar si hay efecto --

significative, cuando se P 1o hipStesi 'culcuhu con ia hipStesis obser

vada. o
£} factor fila Nr e Xr,
51 factwor columna e ® k"

La interaccion entre

fila y columna Hi s u°

M el contraste de hipStesis se consideran los siguientes supuestos:

1) La varisble de respuesta tiene distribucife normal.

2} Los efactos £ila y coluana socn independientes.

Efemplor In experimento para wnlw ¢l efecto de la variable de res-
puesta Sel peso seco, sn el crecimiento de Tejido cslloso, a

cuatro concsntracionss de ins y * iones de

citocinina y anbos constan de 4 niveles (r=4, c=4), por lo -

tanto es una matriz experimentsl de 4 X 4.
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A ¢ontinuacién se describe la notacidn para el andlisis de varianza de dos -

factores y las férmulas de cKlculo para 12 Gran media cuadrftica y para P -~

{modelo fijo).

ANALIS1S DE L4 VARIANZA DE DOS FACIONLS CON m UISINVACIUNES yOl CASRLA

Gron
nwdiy F
. Grudns cwidio- imodelo,
Fuenie Sumia Jr cvadrados Gron suma de rwodrakes © de fibertod wca®  fyo)
. & N M,
Filas emy G, - P Ln=tSE-T (=1 My ,—”—"
-1 . freey L .
. P . Me
Columnas my (i, - Le=c3C3-10 e~1 Me 5=
1=l . fat . w
') . v Lot My
tnicuccion = mY Y (&, = k. - L 4 8F Ly e ni z r: e -1k My o=
e . "
-vfk‘—rzﬂﬁf’ LT
. ()
m d h » ¢+ -
,::fh: * 35 Stwa - dt Ly =n$ Z $a, relm =1 My
1=l 123 Lad =i mita) X
- .
' PR
tel Sl
Toul SSSm, -8 LreaS3Sa,-m a1
I =l ol dal

* Una gran medhs cusdrduca es wynﬂm cuadrivics dividids por &) comespondxnee numere de grados de Lmerad.

i = indice de fils (nivel del primer factor).

j = indice de columma (nive) del sepundo factor).

& = Indice de )a observacion individua) de una casilla®.

r = nimero de filas {nimero de niveles del primer facior).

¢ = nU de co! (ny de niveles del sepundo facior).
m = nimero de observaciones por casilla (observar que en este estudio es
¢l mismo para cada casilla).
x5 = k-ésima observacidn en Is j-ésima fils y j-4sima columna. ’
£,. = media de Jas obsenvaciones en Is casills (i, ]). esdecir,enhfilsiyenla
columna J.
%,.. = media de Jas observaciones de Ia i-ésima fila.
%4, = media de las observaciones de Ia j-ésima columna.
% = media de todas Jas observaciones.
7, = Ja suma (1otal) de 10das Jas observaciones en 1a casills (i, 7), &s decis,
en la fils i, columna j.
R, = suma de todas las obscrvaciones de 1a fila i. .
C; = suma de 10das las obsesvaciones de Ja columna /.
T = suma de 10das Ias observmana
n = rem = nimero 1otal de obser




6.0 Desarroilo Exparimencal

La secuencia de trabajo propuesta en el presente proyecto se esquematiza en -

1a £ig. 13.

Cunndd ga desea producir metabolitos secundarios a partir de la témmica de =-
cultivo de tejidos vegetales, es muy importante el explante del cual se parte.
Ya que no s3lo es cbtener el tejido calloso, el cual puade cbtenerse de cual-
© quier parte de la planta con base en el principio de totipotencia. Sino que,
adendis, 3¢ requiers de que el explante inicial también contanga al metabolito
secundario para lograr un mayor Sxito en la producci®n, segin lo publicade -

por Hirotani (1977), Karting (1979), Garve (1980} y Vogsl (1981} para culti--

vos de pigitalis.

En relacisn al género Thevetia, sl Gnico estudio publicads para induccidn de

tejido calloso, utiliza al cotiledén por tener un alto contenido inicial de -~

las thevetinas A y B, Sen Gopa (1981).

Por ello la importancia de ssleccionar el explante mis adecuado para la induc

cifn de tejido calloso y que dend con la pr ia de thevetdsidos.

Con el explante seleccionado se plantea realizar un estudio de la cinética de
crecimiento del tejido calloso en relacidn al contenido de thevetdsidos con =

al fin de establacer si existe alguna correlacifn. ’

El efacto del balance hormonal auxina/citocinina, juega un bpapel importane en
los cultivos de tejidos vegetales, por su control en la induccidn de tejido -
calloso, as{ como por su participacién en la biosintesis de metaholitos secun

darios, Gresshoff (1978).
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Se ha observado que el tipo de auxina presenta dependencia ccn 1 produccién
de productos secundarios, Gresshoff (1978), Mantell (1983), por ello se plan
ua un estudio comparativo entre las auxinas AIA y 2,4D, para evnlu.r cual -
da mejor respuesta para la mduci& de ujido calloso de Thevetia y presen~-

cia de thevetbgidos.

Las fotocondiciones son un parfmetro gue influve notablemente en la induccidn
de tejido callosc, asi como en el contenido de metabolitos secundarios, para
este estudic se pretende evaluar el efecto en condiciones de luz, cbscuridad

y fotocondiciones.

Con el fin de evaluar la dependencia del Balance hormonal, Tipo de Auxina y -

fotocondiciones, en relacifn a la velecidad de crecimiento y contenido de the -

vetdsidos se plantea realizar un anflisis de varianza de dos factores.

Con los estudics anteriores, se pretende encontrar las condiciones mis adecua

das, para el crecimiento y contenido de thevettsidos en el tejido calloso de

Thevetia thevetioides.
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7. Resultades y Discusién

7.1 Seleccifn de Localidad de Recoleccifin del Material Biolbgice

En base a la informacidn obtenida de herbarios, México cuenta con seis espe—

cies de Thevetia distribufdas ampliamente en todo el Pafs. Se selecciond la

especie Th. thevetioides, por estar en localidades cercanas al D.F.

Las localidades en donde se recolectd, asi como el contenido de thevetdsidos
totales, ss muestra en la Tabla No. III, el material recolectado fue clasifi
cado botinicamente en el Herbario de 1s ENEP Zaragoza por el B.Mario Ishiki,

ol cual encontrd que todas las localidades tanfan la misma especie de Th. --

ch.cv.utotouu.

Es importante sefialar el problema de variabilidad que nos enfrentamos cuande
se trabaja, con productos naturales obtenidos de manera silvestre, de aqui -

qua se tratd de estandarizar la recoleccidn del munriu.,' ys que este produc

to no con un 1 en los nutrientes y agua pars su cultivo, de - -
aquf la importancis de realitar el trabajo experimental con material de la «
missa zona. Por ello, seleccionamos a las zonas 1 y 2 como las mis adecua--
dag por varias razones; presentan una amplia extensisn de irboles de Theve--
tia, adenis ds que su contenido de thevetSsidos es muy samejante al reporta-

do por Pérez (1982).

Por otra parte, nNO Se cuenta con antededantss, respecto a la dpoca del afio -
mis adecuada para la recolecta en relacitn a su contenido de thevetbsidos, -
por ello se mansjaron dos periodos, de marzo-abril y de septiembre-octubre,-

siempre despuds de su floracidn, para recolectar (inicamente frutos verdes.

Se procede a secar la semilla a 40°C por 3 dias para evitar contaminacifn ==
bacteriana o micStica, o posible degradacisn de los thevetdsidos por acecidn

de enzimas andigenas.

Para la realizacidn del pressnte trabajo, se trabaif axclusivamente con la -

zona No. 2.



T A

L

A 1rIX

LOCALIDADES BE RECOLECCTYON DE Th thevetloides

ZONA LOCALIDAD DISTRIMICION NE ARBOLES | % PE THBVETOSI
. | poSs (en hase -
seca)
1 Km 65 Teloloapan carratefi- AMPLIA | 1.791
51, Edo:.de Gro. ‘ ‘
2 Km 12° 1ficar de Matamoros AMPLIA 1812
carratera a Oaxaca, Edo, '
Pue., .
. ‘ ‘
‘3 El zapote; Km 5 Tonatlco. = ESCASA 1.734
"dasviacifn Grutas de la =-
' gatrella Edo, de néxico.
4 Xn 83 carretera a Taxco, = ESCASA 1.767

Edo, de Gro.
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7.2. Seleccidn de las partes de la semilla con m&s alto conte
nido de Thevet8sidos ’

Para lograr la induccién de teiido calloso; el finico requisi-
to es partir de c8lulas meristemoides, en este estudio como -
adem8s, se desea lograr la produccifn de metabolitos secunda-
rios, la selecciln del explanta, se hace mfs complicada, es -
por ello, que los investigadores que trabajan Cultivo de teji
dos Vegetales prefieren utilizar el axplante que se sabs con
tiene ol metabolito locundafio a estudiar Garve (1980), Hiro-
tand (1977), Kartning (1983}, Tabata (1976).

En la tabla IV, se indica 1as partes de la ssmilla evaluadas,
en donde podemos observar que el cotiledén y embridn son los.

explances mfs adecuados respecto a su contanido de chevetfsie

dos para utilizarlos en la induccisn de tejido calloso.

La semilla completa, en condiciones de dul:iyo tiende a rege~
nerar la planta-y N0 e promusve la induccidn de tejide calle
30, por ello no se utiliza.

T A B L A j &4

SELECCION DE. LAS. PARTES. DE. LA" SEMILLA.CON. MAS. ALTO CONTEUIDO
DE. THEVETOSIDOS.

EXPLANTE PESO FRESCO EXTRACTO CONTENIDO & RENDY
gr. mi. THEVETOSI-  MIEN~-
' " pOS gr. TO %
semilla completa 100 200 6.181 6,18
capa externa 32 75 0.0334 0.12
capa interna 14 75 0.1031 0.73
cotileddn 95 200 1.7798 1.868
embribn 1 75 0.0314 3.14

& Ensayo colorim&trico con picrato.
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STh TESIS NO OEBE
SAE!I E LA BIBLIOTECA

7.3 Seleccilin del tipo, tiempo v concentracifn del agente de-

sinfestante
Para este estudio se trabajd con cortes de 1/4 de semillas de
Thevetia como explante, los cuales deben se sometieron a un -
proceso de hidrataciSn previo como se describe en la2 metodolo

gia.

Zn la cabla Vv, se muestran 1los rasultades de los agentes de--
sinfestantes ensayados, de donde podemos observar que el mis
adecuado es el hipoclorizo de sodio,..

tUna vez a2legido el agente de;inf-ttante. se procede a evaluar
1a_c6ncencgac16ﬂ v el tiempo de exposiciSn. En la tabla b:.
se indican los resultades obtenidos, de donde podemos obser--
var gue la concentracién del 5% en un tntervalo de 15-20 ming
tos, son las condlcicnes,mis adecuadas, de tal modo, que se =
utilizarfn en todo e} desarrollo expe:inentll.v'

T A B LA V2

PORCIENTO -DE CONTBHINAC!ON RBSPECTO A LA CDNCENTRAC!OH Y TIEM-
‘PO DE BXPOSICION DEL- HIPOCLORITO DE SODIO

[ concsnrracion | . TIEMPO min. :
‘ ¥ [ s 10 15 20
Sl as 100’ 100 100 - 100
| . 100 . 80 70 50
i 250 o 35 - 28 5 0

Condiciones: incubacifn a 28°C + 1°C en cbscuiidad
Jariable de respuesta: & de contaminaci®n a los ocho dfas

B

(20 fgascos por tratamiento).
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T A B L AV
EFECTO DEL TIPQ DE AGENTE DESiN'BSTAHfB SOBRE EL EXPLANTE PE SEMILLAS DE THEVETIA
AGENTE TIENPO DE * .
LES INFESTANTE C.ONCEN'I'RA_C I10n EXPOSICION EFECT IV!P_AP VENTAJA | DESVENTAJA
liipoclorito de: } F8cil de | Inestable
Sodio S o 20 win, Muy bueno remover al diluir
' se '
Hipoclorito de sol, saturada 20 win. mieno Fhcil de [Diffcil de
calclo al 10 remover disolvery
inestable
en soluci8n
Agua oxigenada 3 K 20 min, Bueno tdcil de | bafia er te
remover jido. Muy
inestable
Etanol 70% 5 min. tnano Muy esta | Diffci) de
ble remover

08



7.4. SelecciBn del tamziic v forma del explante para _los coti-

ledones

En este estud!o.'se evaluaron diferentes cortes con ¢l £in de

encontrar 1a dependencia respecto a este parfimetro sobre la -

~ inducei8n de tejide calloso, manteniéndose constantes las con

diciones nutricionalies con el medio M5 de Murashige, sin su--
piincnto.hetnonnl. tn 1g'eabln V3: se observan los.resulta--

dos obtenidoes.

T AR L A VII
EFESCTO DEL TAMASO Y PORRA DEL EXPLANTE RESPECTC A LA INDUC- =

CION DE TEJIDO CALLOSO DE Thevetia,

T INDUCCION DE : )
EXPLANTE TIJiDO CALLOSO DIFERENCIACION
Semilla conpleta ) - - regeners la plinté
1/2 cotiledbn horizen ' ’
tal - -t Ralz
1/2 cotiledbn verti== ) B
cal . - - el mate
1/4 cotileddn . BN T . Ralz .

1/8 cotiled8n ' - oo -
embr$bn . , .:v + o -

Condiciones: incubados & 2B°C i_l'c en obscuridad a las tres
T . semanas, . , . .
Variable de respuesta: induccifn positiva (+) (20 frascos.por

induccifn negativa (_} tratamiento)

&1



Da los resultades 32 concluyd que a medida que el explante es
menor, como es al c=aso para el coctiled8n, mayor es la tenden~-
cia a inducir el tejido calleso. La presencia de tejido dife

renciado se observa .en explantes grandes en los cuales se rea -
lizan manos cortes, para obtaner sl explante.

. Considarando a 1/8 de catiicd&n como un explancts adscuado, se
realizé un estudio preliminar en donde se evaluarfa el por- -
ciente de inducciln da te3lido calloso, en un medic de cultive

.gon Balance Hormonal AIA/Cinetina,.en una matriz experimencal
de S » 3. '

B la cabla VIIZ,se indican los resultados obtenidos para el

- poreienta de inducciln de Tejido calloso.

T A 3L A VI

% DE INDUCCLON DE TE£32D0 CALLOSO EN EXPLANTES DE 1/8 DE COTI-.
' LEDON EH RELACION AL BALANCE HORMONAL. '

AlR . (mg/l)
¢ 0.5 1 1.8 2 2.5
x .
Ll :
r Q.29 40 100 100 40 80
T _ '
t Q.3 kT 78 100 85 8
]
A 0.75 ° 20 80 100 28
(mg /1)

Condiciones: incubados a 23°C :‘l'c en obscuridad a las cinco
semanas, (despuds de siste semanas gran-parte del
B cejido se necrosa).
variable de respuessa: % de induccibn de tejido callose.

{ 20 frascos por zratamiento}.



De los resultados se encontrd, que suresnuesta A la induccibn
de tejidc calloso es '‘muy irreqular, Debido tal vez s que la-
superficie de contacto del explante con el medio, nn es gomo-
génea, provocando que después de un tiempo se necrose y por -
lo tanto ie altere su capacidad de jinducciln del tejido callo
0.

En base a esta informacibn, sSe propusc un expsriments en donde
se esstandarice la forma y tamado del explante, para evaluar -
su efecto en z&lle}&n al porciento dt_in#ucci&n de tedido ca-
11080, manteniendose constantes las cohdicioncs nutricionales
con el medio M§ de Murashige, y suplementado con ¢l balance
hormonal auxina/citocinina, en una matriz experimental de 3xJ.

Se utilizd un lblflto mavestreador, el cual nos permite oObte-e
ner exnlantes cilindricos, con un diametro de 0.72cm.. mante-
nisndo de esta manera la forma y el tamafio constante del ex--
plante cotiledSn.

En 1a tabla 1X, se oblorva un 1008 de inducciln de tejido ca-

‘1lleso en todos los ::atnliontal. por” esto se constdcr‘ que -- -

los explantes cilfndricos de cotiledbn, son ldocu.don paca --

zealizar los estudios de velocidad de crecimiento y p:clcnct.
de thovue&ssdos.
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T A B L A X
PORCIENTO DE INDUCCION DE TEJIDO CALLOSO EN 'EXPLANTES DE FOR-
MAS Y TAMARO CONSTANTES, EN RELACION AL BALANCE HORMONAL AIA/
c.

AIA  (mg/l) ,
0.5 1.5 2.5
o;zs 4 100 . 100 100
0.5 _ 100 . 100 ' 100
0.75 100 . 100 ' - Lob
®3/%)

‘Condiciones: incubados a 28°C + 1°C en obscuridad

- » a las cinco semanas.
Variable de raspuesta: \ de induecciSn de tejido calloso
(20 frascos por ‘tratamiento).
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7.5 INDUCCION DE‘TEJIDO CALLOSO A PARTIR DE EMBRIORES DE

Thevetia thevetiocides

En relacisn a este explante embrifn, se plantef§ un estudio ==
para evaluar el porciento de induccifn de tejido calloso y la
presencia de chevetGlidos,-nlnteniindole constantes las condi
ciones nutricionales con el medio MS de Murashige, evalusndo
su efecto del balance hormonal AIR/C, en condiciones de luz y
obscuridad a las cuatro semanas.

En la cabla X, se musstran los resultados obtenidos, de donde
se concluyd que el embrifn utilizado como explants, presenta

problemas para p:onbver 1a inducci8n de tejido calloso, supoe
nemos que tal vez es la hidrataciSn de la semilla de Thevetia,
Y por 1o tanto no se logra romper por coppleto el estado de -

dormancia ‘de este tejido.

otro de los problemas gue se presentS, es que en estos culti-

" vos de-sabrifn se promueve la diferenciacifn del tejido en -~

hojas, rafz y «allo, como se indica en los zipultidos de la
tabla X1, ’ ’

La etapa de difersncliacifn como primera respuesta del tejido,:
no as recomendable para nuestros fines, dcbido a que no se -=
pusde deslindar cual etapa es la renponlnblt de la pzoduc:i&n
del mecnbdlito secundario. En clcudio' al’'respecto Tabata --
(1976) ¢ Lucknur (1980), se ha ptopuelco que es conveniente =
promover un tejido no diferenciado y posteriormente a partir

de &1 indicir una diferenciacibn mediante efectos ffsicos o -
qu!micos; a £in de evaluar cual etapa es la responsable de la

producci8n. de productos secundarios.

En’ la tibura No. 14, se observa el efecto de la diferencia- =«

cidn.
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PORCIENTO DE INDUCCION DE TEJIDO CALLOSO DE EMBRIONES DE

Thevetia thevaetioides.

AIA  (mg/1)

c

T 0.1 1.0 2.5
"

E 0.25 | &1.3 33.4° 86
" .

1 1.0 88.3 97.8 100
)

A 1.3 46,5 35.7 100

ng/1)

AIA  @g/l})

.

1 9.1 1.0 2.5
¥

T 9.25 74.1 9.7 73.2
®

1 1.0 79.1 95.4 100
N : :

A 1.5 6.5 45,7 81.2

(mg /1)

LUz

OBSCURIDAD

Condiciones: incubados a 28°C + 1°C, en luz-obscuridad

a las cuatro

32manas.

Variable de respuesta: 3 de :induccidn de teildo calleso.

{20 frascos por tratamiento).



T A B L A .3

PORCIENTO DE DIFERENCIACION DE TEJIDO QARLLOSO DE EMERIONES
DE Thevetia thevetioides

AIA (mg/1)
c
1 0.1 1.0 2.5
N
E 0.28% 0 57 14 Loz
T
1 1.0 14 28 0
N
A 1.8 28 0 o0
(mg/1)

AT (mg/1)

c
: . 0.1 1.0 2.5
N
£ 0.2% ] 42 0 OBSCURIDAD
T . . -
1 .0 8 28 o
N .
A 1.5 42 ] 14
mg/1)

Condiciones: incubados a 28°C + 1°C en luzsobscuridad,
a las cuatro semanas, .
variable de respuesta: % de diferenciaci8n, se considera
» tallo, hoja o-rafz (20 frascos pot‘
tratamiento). '



Luz

OBSCURIDAD

Fig. 14. Diferenciaci®n en cultivo de embriones de Thevetia

thevetioides.

:X:]



La cuantificacifn de thevecésidos se realiza a las ocho sema=
nas en la tabla XII, sSe muestran los resultados, de donde se
puedes inferir que las mejores condiciones tanto para luz como
' para obscuridad, son el balance hormonal de 1/1,5 de AIA/C en
mg/l,

En relacidn al efecto del contenido de Thevet#sidos respeacto
al balanca hormonal en la figura No. 15, se muestra qr8ficae=
mente esta interrelaciln y la dependencia que prasenta con ==
§ste parimacro, de donde se obsarva que el balance hormonal =
es importante para la’ prnloncia da Thevetf8sidos,

Se puede concluir que para gque el embzi&p, vueda ser conside-
zado adecuados para la induccién da tejido calloso, se tendr}
que aumentar el porciento de induccisa n.&inn:e un tratamiane
to pravio del explance, an donde se Légre romper con la dor--
mancia de .;:. tejido, A diferencia de los cotiladones, en -
ios cuales si se logra un 100% para la inducecifin de Tejido -«
Calloso, seqfin se indica en la tabla IX.

De aqul que se considers a estos explantes, idoneos para rea-
lizar los estudios de velocidad de crecimiento y la p:clcncin
de thavetSsidos.

por Gltimo, el no contar con una tdcnica analftica lo sufi---
cientemente sensible para detectar trazas, limita el estudio
de. la cinStica de contenido de thevetdsidos, dato importante

bplza conocer la etapa idSnea de recoleccién.
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A B L A

LI

PORCIENTO DE CONTENIDO DE THEVETOSIDOS/gxr. DE TEJIDO CA
LLOSO SECO DE EMBRIONES DE Thevetia theveticides

AIA  (mg/1)

[}
1 0.1, 1.0 2.5
N
E | 0.25 0.54 0.21 0.29
T
t{ 1.0 0.11 0.22 0.15
.
A | 1.5 0.16 0.81 0.503
®g /1)

AN (mg/))
c "
T 0.1 1.0 2.5
§
£ | 0.25 0.60 0.28 0.74
. .
1| 1.0 0.38 0.28 0.19
N
A{ 1.5 0.59 0.98 0.42

(mg /1)

Loz

OBSCURIDAD

Condiciones: incubados a 28°C + 1°C en luz-obscuridad a

las ocho gemanas.

'

Variable de respuesta: v de contenido de ThevetSsido/g:.

de tejido calloso seco (promedio

de tres frascos por tratamiento)

920
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7.6 Efecto del balance hormonal AIA/C, respecto a la veloci-

dad de crecimiento y contenido de Thevet8sidos en tejido ca=-~-

lloso de Thevetia thevetioides en condiciones de Luz-Obscuri-

dad.
1) Cinética de Crecimiento

En la produccién de metabolitos secundarios, es importante es
tablecer si existe dependencia entre la formaci8n de thevet8-
sidos, con la velocidad de crecimiento del tejido calloso, ==~
con el fin de poder establecer la etapa de crecimiento mis --
adecuada para subcultivar. '

En relacién a este estudio, se plantef evaluar el efecto del
balance hormonal AIA/C, en una matriz experimental de 2 x 2,
utilizando los cortes cilindricos de cotileddn, manteniendo
constantes los requerimientos nutricionales, en condicicnes -
de luz-obscuridad, incubados a 2B°C + 1°C,

Las variables de respuesta para cuantificar la velocidsad de -
crecimiento son el peso seco y el indice de peso fresco, cu-
yas determinaciones se realizarfn cada dos semanas.

Respecto a la variable de respuesta del peso seco, los :esul;
tados se indican en la tabla XIII. De ahf se concluyd que el
balance hormonal, s{ influye en la velocidad de crecimiento,
encontrande que la relacibn 2.5/1 de AIA/C, fuf la més adecua
da para la velocidad de crecimiento en condiciones tanto de ~
luz como de obscuridad.

La grfica de la velocidad de crecimiento'se observa en la fi
gura No. 16, De ahi se infiere que entre las cuatro a seis -
semanas,‘se obtienen los valores mS8ximos de:.crecimiento para

el peso seco.

En relacifn al fndice de peso fresco, los resultados se mues-
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T A B L A  XIII

CINETICA DE CRECIMIENTO DE TEJIDO CALLOSO.DE COTILEDONES
DE Thevetia thevatieides, CON EL BALANCE HORMONAL AIA/C

S B M A N A 8§

B AIA/C 2 4 6 8
A n ag/1l
L o .1/0.4 4.8 12.36 14.36 17.88
AR
M 1/1 5.0 _  9.16 8.72 7.99 {LUZ
c o
B w | 2.5/0.5 | 11,76  11.68 14.02 12.32

A

L 2,5/t 8.04 24.59 18.66 16.36

'S E M A N A’ S

L] AIA/C 2 4 6 8
A H 2g L1
Lo 1/0.5 1.24 12.25 12.75 14,42
A R . ’
N M 1/1 3.31 8.45 8,03 12.09 | OBSCURIDAD
c o '
E N 2.5/0.5 12,21 14.31 9.21 8,5

A T

L 2.5/1 8.65 29,15  12;10 11.55%

Condiciones: incubados a 28°C % 1°C en luz-obscuridad
Variable de respuesta: Peso saco {gr/frasco) x 10 - 2
(pzomedie de tres frascos por trata-

miento)

23
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Peso Seco (gr/frasc 1102

OBSCURIDAD AA/C my/)

G——6 25/1
&8 25/03
et /1

——a {/0.8

A rl
] +

o

i 4
L) )
semands "

Fisw  CINETICA DE CRECIMIENTO PARA COTHEDONES CON EL BALANCE HORMONAL AIA/C

Condiclones 1 Inoubados o 26°CEIC en lur-ebscurided

Yerloble de respuestar peso seqo
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tran en la tabla XIV. Los datos encontrados son heterSgenos
debido tal vez a la gran capacidad de hidrataciln del tejido -
calloso (98.2%+ 0,33 de contenido de agua).

pe aquif que esta variable de respuesta, presente miximocs de =~
crecimiento hasta las oc¢ho semanas, ocasionando que la infor-

macidn proporcionada sea diffcil de interpretar.

En la figura No. 17, se observa qrificnmenté la velocidad de
crecimiento para el indice de peso fresco. De ahl se infiere

que el m&ximo crecimiento es a las ocho semanas.

Con los resultados obtenidos para las dos variables de res=---
puesta de la velocidad de crecimiento, se concluyd que estos
pardmetros no se pueden correlacionar para definir el maximo
crecimiento, como se puede observar grdficamente en la fig. -
No. 18. De aguf, se propone utilizar el peso seco, cComo va--

riable de respuesta mis adecuada.

Con los antecedentes planteados, Se sugiere que la etapa de =~
cultivo mds adecuada para subcultivar en base al peso seco, -
es a las cuatro semanas, ya que despulfls de dste tiempo, dismi

nuye el crecimiento por un agotamiento de nutrientes.

Por lo que respecta a las condiciones de luz-obscuridad, sus
curvas de crecimiento son muy similares, por ello es gue no -
se puede con aeste experimento definir 'su dependencia con este

parametro. .

En' la figura No. 19, se observa los cambios en el crecimiento

del Tejido Calloso de Thevetia thevetioides en condiciones de

luz~obsclhiridad.
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CINETICA DE CRECIMIENTO DE TEJIDO CALLOSO DE COTILEDONES

DE Thevetia thevetioides CON EL BALANCE HORMONAL AIA/C

Luz-

§ E M A N A S
B AIA/C a s a
A H g/l
Lo
1/0.5 1,804 3.166 2.93 5,996
A R
N 11 1.421 1.163 3.672 4.388
c o
E N Cy
2.8/0,% 1.611 3,933 6,621  7.25
.Y
Lolasn 0.813 5,045 1b.665 9,885
38 B M A N A S
ATA/C 4 6 8
] aall
B
) 1/0.5 0.312 3,114 2.687  7.45
R
N 1/1 2.103 2.1123 2.693 8.01
. ‘
% | 2.5/0.5 0.536 1.603 6.412 8,027
R .
L 2,5/1 0,5%31% 2.687 9.673 10.998

QBSCURIDAD

Condiciones: incubados a 28°C + 1°C en luz-obscuridad

variable de respuesta:

Indice de peso fresco.

(promedio de tres frascos por tra-

tamiento).




0.8

OBSCURIDAD

1LP.F.

MA/C ma/l

-4

Fig.i7

s
o
-

samanas

CINETICA DE CRECWHENTO PARA COTILEDONES CON EL BALANCE HORMONAL AIA/C
Condiclones: incubados o 26°C21°C en luz - obscuridad
variable de respuasia: {ndlce de paso fresco
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Luz

OBSCURIDAD

Fig, 19, Tejido Calloso de Thevetia thevetioides a diferentes

semanas de crecimiento.
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II} Contenido de Thevetbsidos

Se utilizd la misma matrfz experimental ‘que pu:u'el peso seco
y las mismas condiciones de luz y obscuridad, las cuantifica-
ciones de thevet8sidos, se realizaron por el método del picra
to cada cuatro, sels y ocho semanas,En’latabla XV, se indican
los resultados de donde se observa que el valor miximo, es el
de las cuatro semanas. El contenido de thevet8sidos se obser

va que disminuye a.través del tiempo, resultado similar al pu

blicade por Sen Gopa (1981), para un cultivo de Thevetia gezu‘

viana,

En la figura No.20, se muestra gr&ficamente el contenido de =-

thevetdsidos, a través del tiempo, Comparando los m&ximos de

crecimiento y contenido de thevetbsidos, observamos gque son a
las cuatro semanas. De ahf se infiere que esta etapa sea la

mis adecuada para subcultivar. 4

En relacidn al efecto del Balance hormonal, sobre el conteni-
do de thevetdsidos, se encontrd que si tiene efecto, siendo =
la relacidn hormonal de 1/1 de AIA/C _en mg/l, 1la m&s adecuada

en condiciones tanto de luz como de obscuridad.

Comparando el efecto del balance hormonal en relacifn a la ve
locidad de crecimiento y contenido de thevetfsidos, se conclu
ye que los requerimientos hormonales son diferentes para ess-

tos parametros.
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A

xv

CINETICA DE CONTENIDO DE THEVETOSIPQS DE TEJIDQ CALLOSO
DE COTILEDONES DE Thevetia thevetloides CON EL BALANCE

HORMONAL AIA/C

S E M A N A

B AIA/C 4 6 8
A H -7
L Q 1/0.5| - 0.383 0.217 0.156
A R
N M 11 0.695  0.294 0,242
c o ' _
E N 2.5/0.5 0.138  0.081  0.061
A
L 2.5/1 0.372 0.193 0.110
S E M AN A S
B AIA/C 4 6 8
A H ag/l.
Lo 1/0.5 0.417 0,258  0:184
A R
¥ou 11 0.712 0,364  0.295
c o
E N 2.5/0,5 0.123  ©0.052  0.043
A . S
L 2.5/1 0.293 0.127 0.086

Luz

\

OBSCURIDAD

Condiciones; incubados a 28°C + 19C en luz-obscurjidad

Vvariable de respuesta:

% contenido de Thevetdsidos/gr

de tejido calloso sece,

(promedio de tres frascos por tra-

tamiento}
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o7 . AIA/C g/l
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Fb2° CINETICA DE CONTENIDO DE Tl‘EVETOSlDOS FARA COTILEDONES CON €L
BALANCE HORMONAL AlA/C
Condlclonas! Insubados a 28°C1I°C en luz-obacurldad ‘ v
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7.7 Efecto de la auxina AIA, respecto a la velocidad de creci

miente v contenido de Thevetdsidos en tedjido calloso de -

Thevetia thevetioides en condiciones de luz-obscuridad.

Este estudio se realizd con el fin de evaluar a la auxina por
si misma , es importance en la inducci8n de tejido calleso, -
se propone trabajar con cuatro concentraciones del AIA en mg/
1, en condicidnes de iuz y obscuridad incubados a 28°C + 1°c,
utilizando cortes cilindricos de cotiled8n como explantes. Se
evalia cada dos semanas con la variable de respuesta del peso
seco y dnicamence a las cuatro para el contenido de thevet8si

dos.

En la tabla XVI, se muestran los resultados para el peso seco
de donde se infiere que la concentracifn de 1 mg/l de AIA es
la m&s adecuada para obscuridad y 2.5 mg/l de AIM para luz.
Los valores miximos de crecimiento se presentan entre las cua

tro y seis semanas segin se observa en la fig. No. 21.

En relacién al Indice de peso fresco, los resultados se indi-
can en la tabla XVII, de donde se pugde observar gque se pre--
sentan mdximos de srecimiento a las seis y ocho semanas, en =
la fig. No. 22, se muestra grificamente este efecto, cuya in-
terpretacidn es similar al estudio realizado para el balance.
hormonal en donde tambi&n se denota, una gran captacién de ~--
agua por el tejido calloso, y por ello que sea dificil su in-

terpretacidn.

La cuantificacifn de ThevetSsidos, se realiza a las cuatro se
manas, los resultados se presentan en la tabla XVIII, en don-
de podemos observar que la concentraci®n de auxina (AIA) mSs

adecuad§ es de 2.5 mg/1, en condiciones de luz, as{ como tam-
bién de obscuridad. En este estudio también se puede inferir
que los requerimientos de auxina para el crecimiento, son di-

ferentes a los gue necesita para la presencla de thevet8sidos.
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CINETICA DE CRECIMIENTC DE TEJIDO CALLOSO DE COTILEDONES

DE Thevetia

thevetioides CON LA AUXINA AIA

S E M A A
AIA 2 4 ] 8
(mg /1)
A
g | 001 7.66 11.77  8.27  8.40
X e 10.65 11.66 12.86 12.66
1 , .
N | 1.0 8.11  9.92 14.46 12.94
Mlas 12.54 14.0  13.90  9.65
S E M A A
:99:9 2 4 [ 8
A {mg/1}
u | 0.01 8.33 12,20 12.76  11.20
0.1 11.8 11.63  10.84 10.63
I
s |10 8,73 25.0  14.86  13.0
A | 2.5 9.65 13.20 13.22  14.49

. LuZ

OBSCURIDAD

Condiciones: incubados a 28°Ct 1°C en luz-obscuridad.

variable de respuesta: peso seco (gr/frasco) x 10~

(promedio de tres frascos por tra-

tamiento).
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LUz . OBSCURIDAD
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Condiciones! Incubados 028°C11°C en tuz- obecurlded
Vorlabie de respuesta: pess seco
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XVII

CINETICA DE CRECIMIENTO DE TEJIDO CALLOSO DE COTILEDONES
DE Thevetia thevetioides CON LA AUXINA AIA

S E.M A N A S

AIn
{mg /1) 2 4 6 8
A
v 0.01 0.6937 5.1912 7.6412 7.50)
: 0.1 0.6001 2.9575 2.3866 4,.948B6
N 1.0 0.9395 5.,3159 8.2358 5.10
A 2.5 1.1538 3.40 5.110 6.4542
S E M"A N A S
AIA
(mg /1) 2 4 6 8
0.01 0.4875 3.2647 3.;516 4.0226
0.1 0.2530 1.3695 5.,9166 9.9740
1.0 0.9736 4.1625 4,3621 5.7383
2.5 1.5878 4.250 4.101 3.1310

Loz

OBSCURIDAD

Condiciones: incubados a 28°C + 1°C en luz-obscuridad

Variable de respuesta:

Indice de peso fresco

(promedio de tres frascos por trata

miento).
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OBSCURIDAD

-
«
AIA mg/t
23
{0
*—0 0
a0 00
L I +h £ 1 l' 4' 1
L § ' ¢ wmanet ] .

" Fig.22 CINETICA DE CRECIMENTO PARA COTILEDON CON LA AUXINA AIA

Condiclores: noubados # 28°C2I°C en lu- cbscurided
Variobie de tespuestar {ndice de peso fresco

229




T A B L A XVILI

PORCIENTO DE CONTENIDO DE THEVETOSIDOS EN COTILEDONES DE TEJIDO CALLOSO DE
Thevetia thevetioldes, con la auxina AIA.

A U X I N A AIAR (mg/l)

S
0.01 - 0.1 1.0 2.5

Luz 0,113 0,185 0.266  0.297

obscuridad | 0,126 0.214 0.272 0.286

Condic}onesx‘incubados a 28°C + 1°C en Luz-obscuridad a las c¢uatro semanas.

variable de respuesta:; % de contenido de Thevetdsidos/qr, de tejido callo-
so geco,

(promedio de tres frascos por tratamiento)
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Con el fin de poder evaluar si la auxina AIA.Vpa: s! misma -~
presenta efecto sobre la inducci8n de tejido calloso Y presen
cia de thevet8sidos. Se realiza una comparaciBn entre los va
lores mis adecuados del estudio en donde se evalub el efecto

del Balance Hormonal AIA/C, en relacldn con la auxina AIA, ==

los resultados se presentan en la tabla XIX.

Se puede concluir gque el balance hormonal es el que presenta
mayor efecto en relacién al desarrollo del tejide.calloso y -
presencia de thevetfsidos, a diferencia de cuando se utiliza

la auxina sola.
T A B L A XIX

EFECTO COMPARATIVO ENTRE EL BALANCE HORMONAL AXA/C, RESPECTO
ALA AUXINA AIA.

!
Balance Hormonai ! P.E. i % de Thevet8sidos
AIA/C mg /L) i Luz Obscuriiad! Luz Obscuridad
. i .
2.5/1 1 24,59 29.15
1
11 ; 6.695 0.712
. ¢ :
AUXINA AIA P
g /1) | CF
t
1.0 . I 25.0
2.5 ! 14.00 0.297 0.286

Condiciones: Incubados a 28°C+ 1°C en luz-obscuridad a las

cuatro semanas,
Variable de respuesta: Peso seco (P.S.):1 (ar/frasco) x10~2

% de thevetSBsidos/gr de tejido calloso
seco. {promedio de tres frascos por tra

tamiento)
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7.8 Efecto del balance hormonal AIA/C respecto al crecimiento

y contenido de Thevetdsidos an condiciones de luz-obscuri

dad a las cuactro semanas.

con el fin de poder éstablecer la dependencia entre las varia
bles de respuesta para el crecimiento y contenido dé thebe:&-
sidos, se propone utilizar un andlisis de varianza de dos fac
tores para evaluar el nivel de significancia de 8stos pardme-

tros.

Para este estudio se trabajd con una matrfz experimental de -
4 x 4 de balance hormonal AIA/C en condictones de Luz=-obscuri
dad utilizando a los cotiledones como explante ¥ manteniendo

el tiempo de toma de muestras constante (cuatro semanas), los
requerimientos nutricionales y la temperatura de tncubacibn -
28°C + 1°C. En relacién al crecimiento, se elige el peso seco

como variable de respuesta.

Los resultados se muestran en la tabla XX, de donde podemos -
cancluir que el balance hormonal de 2.5/1 de AIA/C mg/l, es =
el pm&s adecuado para el crecimiento, tanto para luz como para

obscuridad,

En la figura No, 23, se describe grdficamente la tnterrela- -
cidn entre el balance hormonal AIA/C respecto al peso seco, -
en donde se obsarsa que 2i hay dependencia, en relacidn al --
crecimiento, Analizando la gri&fica, se observan varios mixi-
mos, lo cual hace suponer que Las hormonas actdlan en un rango
muy estrecho, De ah! que sea diffcil realizar predicciones -
respecto al intarvalo mis adecuado para la inducci8n de teji-

do calloso.

con la variable de respuesta del peso seco, para el crecimien
to, se llevo a cabo el estudio estadfstico, los resultados se

resumen en la tabla XXI. De donde podenos Iinferir que tanto
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T A B L 3 XX

S

EFECTO DEL BALANCE HORMONAL SOBRE EL CRECIMIENTC DE TEJIDO
CALLOSCO DE COTILEDONES DE Thevetia Thevetioides

aIn  {(mg/l)
¢ 0.01 0.1 1.0 2.5
I
] 0.05 9.49 8.3 1.6 10.1
E
T 6.25 | 11.8 12.39 12.36 11.68
I
N 1.0 12.8 ‘14.2 9.15 24.59
a . ’
. 1.5 9.91 12.4 10.61 12.0
mg /1)

AIA  (mg/l)
¢ 9.01 6.1 1.0 2.5
I
o 0.05] 10.3 9.1 13.4 7.10
E .
T 0.25| 9.8 8.5 12.2 14.3
I
N 1,0 | 10.8 12.0 " B.3s 29,15
a .
a1 )L_st 6.74 12.4 7.38 8.75

Luz

OBSCURIBAD

- Condiciones: incubados a 28°C + 1°C en luz-obscuridad. a las

cuatro semanas.

Variablé de respuesta: peso seco (gr./fzasgo) x 1072

(promedio de tres frascos por tratamientol.



g

Wz

aco (gr/tancd) X 1072
K-}

faso §
(3

Q.0 CNETINA (mg/1)

]

0.29

L

AiA img/1)

0BSCURIDAD

B

geco) X 02
K-

a
ME/ *

0.2%

Al (/)

ﬂo-zs INTERRELACION DEL BALANCE HORMONAL AIA/CINETINA
RESPECTO AL PESO SECO
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XX1

ANRLISIS DE VARIANZA DEL CRECIMIENTO DEL TEJIDO CALLOSO DE Thevetla thevetioi-

des RESPECTO ML BALANCE HORMONAL AIA/C

Fuente de M.C. F.C. FO 95
.1, .

variaci8n 9 Luz obscuridad Luz obscuridad

Auxina (A1A) 3 2909.6 4322.7 12,73 13.29 2,92

Cinetina (C) 3 1659.6 3404,8 7.26 10.97 2,92

Interaccibn

Auxina~Cinetina| 9 1704.9 4101,7 7.46 12,61 2,21
L]

Errorxr 32 228,.5 325,1

g.l.= grados de libertad

Fo.o5

Variable de respuesta:

M.,C.» cuadros medios

» F teBrica al 95% de conflanza

Fc = F calculada

Fe > Fo.95 May efecto significativo

P.S.= peso seco.
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la auxina como la cinetina, as! como la interacibn A-C, presen

tan un efecto significativo a un intervalo del 95% de confian

za.,

De aquf que se pueda afirmar que el balance hormonal juega un

§apel importante en el crecimiento de tejido calloso,

Con respecto a los resultados del Indice de peso fresco, no =
se consideran para el andlisis estadistico, por presentar - -
gran variabilidad en relacidn a la hidrataci8n del tejido ca-
lloso, como ya se habla discutido,

Los valores obtenidos para el indice de peso fresco, se indi-
can en la tabla XXII, de donde se observa que el balance hor-
monal m&s adecuado es de 2,5/1 para luz y de 0.1/1.5 para =~--
obscuridad. '

En relacidn al contenido de thevet$sidos en la tabla XXIII, -
se muestran los resultados obtenidos a las cuatro semanas, de
donde se infiere que el balance hormonal 1,71 de AIA/C en mg/l,

es el mis adecuado, tanto para luz como para obscuridad.

En la figura No., 24, se representa grAficamente la interrela-
cibn entre el contentdo de thevet8sidos y el balance hormonal
AIA/C, en donde tambi&n se observa la dependencia entre 8stos
pardmetros y por lo tanto, la dificultad de poder realizar --

predicciones respecto,

En la tabla No, XXIV, se resumen los valores del estudio esta
distico para el contenido de thevet8sidos a las cuatro sema--
nas, en donde se puede inferir que tanto  la auxina como la --
cinetina asf como la interaccifn entre ambas, presentan un -=-.
efecto significativo-al 95% de confianza, con esta informa~ =
cidén se confirma la importancia del bhalance hormonal en el -~
crecimiento celular, asf como en la presencia de thevetdsidos
como ya se habia establecido en otras especies en cultivo de
tejidos vegetales Grasshof¢ (1978), Mantell. (1983},
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EFECTO DEL BRLANCE HORMONAL SOBRE EL CRECIMIERTO DE TEJIDO
CALLOSO DE COTILEDONES DE Thevetia thevetioides ’

AIn  (mg/l)
¢ 0.1 0.1 1.0 2.5
1
¥ lo.os 2.969 0.82 3.487 2.690
B,
T lo.25. ] 1.23 2.516 3.165 3,033
T
¥odie 1.51 4.23 1.162 5.084
. :
o ls 2.709 3.20 1.672 5.214
mg /1)
AIA  (mg/1)
c 0.0l 0.1 1.0 2,5
I -
N 0.05 1.037 ‘0.750 5.309 1.486
E
T 0.25 3.250 4,415 3.113 3.603
T _ .
N 1.0 1,501 4,810 2.112 2,687
A
RN 1,576 5.80 1,278 1,728
(mg /1)

Lu2

ORSCURIDAD

Condiciones: incubados a 28°C+ 1°C en luz-obscuridad a las

‘ cuatro semanas.

variable de respuesta: Indice de peso fresco

{promedio de tres frascos por txatanieqto)'
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XXIII

ils

EFECTC DEL BALANCE HORMONAL SOBRE EL CONTENIDO DE THEVETQO
SIDOS EN TEJIDO CALLOSO DE COTILEDONES DE Thevetia theve-

tioides

AIA  (mg/1} -
c :

0.01 0.1 1.0 2.5

t
. 0105 | 0.113 0.201  0.246  0.342
E 0.25 | 0.217 0.236  0.381  0.149
T 1.0 0.152 '0.473  0.691  0.393
1 ,
N 1.5 0.183 0.247  0:506  0.652
A
{mg/1)

AIA  (mg/l1)
(o]
T 0.01 0.1 1.0 2.5
N 0.05 0.092 0.163 0.272 0.201
E 0.25 | 0.197 0.275  0.414  0.106
T .
. 1.0 | 0,134 0.590  0.719 0,283
X 1.5 } o0.227 0.182 0,568 0,434
(mg/l}

LUz

OBSCURIDAD

Condiciones: incubados a 28°C + 1°C en luz-obscuridad,

a las cuatro semanas.

Variable de respuesta: %contenido de Thevetosidos/gr. de

tejido callosc seco.

(promedio de tres frascos por tra-

tamiento).
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fig2a INTERRELACION DEL BALANCE HORMONAL AIA/CINETINA
"RESPECTO AL CONTENIDO DE THEVETOSIDOS



T A B L A XXIV

ANALISIS DE VARIANZA DEL CONTENIDO DE THEVETOSIDOS DE TEJIDO CALLOSO DE
Thevetia thevetioides RESPECTO AL BALANCE HORMONAL AJA/CINETINA

Fuente de M.C. r.C. F

i g.1. : 0.95
Variacidn Luz obscuridad Luz obscuridad
Auxina (AIA)} 3 790013.5 67984 2.98 . 11,0 2,92

Cinetina (c) 3 12670.4 107901.1 2.74 17,46 2,92

Iuteracciones

Auxina-Cinetinal 9 85907.92 23319 3,23 3.7 2.21
Error ", a2 f26522,7 6179.8

g.l,= grados de libertad M.C, = cuadrados mediocs YceP calculada
Fy g5 F tebrica al 95% de confianza

Fc :> Fu 95 hay efecto significativo
vartable de respuestas % de contenido de thevetB8sidos

811



Con el objeto de evaluar si el factor luz-obscuridad, tiene -
efecto sobre el crecimiento v la presencia de thevetBSsidos, =
se realizd un andlisis de varianza &e dos factores mantenien-
do constante el tiempo de toma de muestra a las cuatro sema=-
nas, en la tahla XXV, se presentan estos resultados de donde
se infiere que el factor luz-obscuridad, no tiene efecto sig~
nificativo al 95\ de confianza, respecto a las variables de -
respuesta del peso seco y contenido de thevet8sidos, a dife--
rencia del balance hormonal AIA/C que si lo presenta,
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ANALISIS DE VARIANZA DEL CRECIMIENTO Y CONTENIDO DE ThevetSsidos de TEJIDO

CALLOSO DE Thevetia thevetioides

RESPECTO AL EFECTO DE LUB-OBS,

FUENTE DE . M.C. F.C.. .95
VARIACION g-1. P.s. VThe e.s, \The
Luz-obscuridad 1 1497 11990 3.42 2,64 | 4.17
Tratamientos

aIa/Cinetipna ~ 15 -0 10962 175640 25.01 38.69 | 2.01
Interaccién

Luz-Obs~AIA/C 15 924.6 9870.4 2.11 2,17 2,01
Ercor 32 438,4 4539.5

9.1.= grados de libertad

P0‘95=F teBrica

Variables de respuesta:

Fey F og

P.S.

M.C.=cuadrados medios

Fc=F calculada

hay efecto significativo

= pegso seco

sthe =% de contenido de
thevet8sidos,

0z1



7.9 Efecte de la auxina 2,4 D y AIA/einetina, vespecto a la -
' inducci8n de tejido ' calloso

En este estudio se plantea evaluar el efecto que tiene el ti-
po de auxina en relaciln a la velocidad de crecimiento y al -
contenido de thevetésidos, se utilizé una matrfz experimental
de 4 x 3 con las auxinas AIA y 2,4 D/cinetina, manteniendo el
tiempo constante a las cuatro semapas y en fotocondiciones de
fotoperfodo {16 hr luz/8 hr obscuridad), las concentraciones
de auxinas utilizadas, no son las mismas en algunos tratamien

tos, debido a que su potencia es diferente.

En la tabla XXVI, se muestran los valores para el crecimiento
en peso seco, de donde se observa gue el balance hormonal nis
adecuado para la auxina 2,4 D/cinetina es de 2/0.5, a difere&
cia del AIA/cinetina en donde el balance hormonal m&s adecua-
do fué el de 2.5/0.5.

Comparando los valores obtenidos para las dos auxinas se pue-
de decir que la auxina AIA° promueve una velocidad de crecimi
wiento mayor, Otro aspecto importante de considerar es que -
la auxina AIA, promueve la formacidn de un tejido calloso m&s
suave y esponjoso a diferencia del aspecto de los callos con

2,4 D que son mis duros, estas observaciones son cualitativas.
Los callos, se someten a una prueba de disgregacibn celular -

en la cual despuds de 10 minutos se disgregan totalmente.

Los tejidos provenientes de AIA/C, se disgregan m&s r&pido, -
que los de 2,4 D/C, este aspecto es importante de considerar
en el caso qiue se piense realizar cultivos en suspensiln.

En la figura No. 25, se presenta grificamente la interrela- -
cifn que existe entre el balance heormonal y'el peso seceo, com
parado el efecto de cada una de las auxinas ensayadas, de don
de se nuede concluir gue efectivamente hay una diferencia en

relacibn al crecimiento.
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T A B L A XXXV

EFECTO DE LAS AUXINAS 2,4,D y AIA/Cinetina RESPECTO AL CRE-
(\TIHIEHTO DE TEJIDO CALLOSO DE COTILEDONES DE Thevetia theve- ‘

tioides

2,4 D {mg /1)
q
1 a.5 1.0 1.8 2.0
N ‘
® 0.25 2.72 3,14 .
T “
1 0.5 8.46 7.89
N _
a 1.0 3.96 5.24 .
(mg/1}

AIR (mg /1)
c
1 1.0 1.5 2.5 3.5
N
£ 0.25 7,32 6.83 2,70 '7.43.
N .
z 0.5 8.17 9.12 19.71 12.01
N
A 1.0 4.68 8,92 “10.71 13.40
(mg /1)

Condiciones: incubados a 288 # 1°C en fotoperfodo (16hr.luz/
.8 hr.obs). a las cuatro semanas.
Variable de respuesta: Peso seco (gr.,/frasco)l x 1072
(promedio de tres frascos por tratamiento)



Pate Seco (r.m-ovhn"
S

AN 000 CHETINA (mg/1)
(3]
.0
o -
L]
2, 4D (mg /1)
20
.
2
flo
X
g
0.00 CINETINA (mg/1)
S
.G 028
3
AIA (mg/1)

Fig2s CURMAS COMPARATIMAS DE LA INTERRELACION DE LAS
AUXINAS AlA Y 2,4D/CINETINA RESPECTO AL PESO
SECO EN FOTOPERIODO (6trs. kiz/8hrs. obscuridad).
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En relaci8n al contenido de thevetdsidos, en la tabla XXVII,

‘se indican los valores encontrados, de donde se puede inferir
que el mejor balance hormonal para el 2,4,D/Cinetina es el de
2/1, a diferencia del AIA/cinetina que es de 1.3/1, Comparan
do de nuevo sus valores, se ohserva gue se obtiene mayor con-

tenido de thevetdsidos para la auxina AIA/cinetina.

Lo cual confirma lo yva publicado, respecto a la importancia -
de la auxina RIA, en relaciln a la nroduccidn de Metabolitos
secundarios Gresshoff (1979) y Mantell (1983).

En la figura No. 26, se muestra-la -interrelacisn del balance

hormonal con al contenido de thevetdsidos, comparado el efee-
to de cada una de las auxinas ensayadas, se observa que tam-=-
bién tiene influencia el tipo de auxina sobre la presencia de

Thevetdsidos.

Con estos resultados, se puede declr que nara estas condicio-
nes ensayadas, la auxina que resulta ser mis adecuada, tante
para el crecimiente, come para el contenide de thevetésidos -
es el AIA.

También se realizd un anilisis de varianza de dos factores, -

para evaluar el efecto de las dos auxinas. En la tabla XXVIII
se presentan los resultados de donde se infiere que si hay ~--

‘efecto signifjicativo por el tipo de auxina al 95% de confian-

za, asl como tambifn para la interaccidm tipo de auxina-balan
ce hormonal, .

En este estudio estadfstico, sdlo se utilizan los tratamien~-
tos en donde las auxinas presentan los mismos balances hormo-
nales, por 1o que la matriz exgefimental se reduce a una de =~
2 x 3.
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T A B L B XXVII

EFECTO DE LAS AUXINAS 2,4,D y AIA/Cinetina RESPECTO AL CON
TENIDO DE THEVETOSIDOS DE TEJIDO CALLOSO DE COTILEDONES DE

Thevetia thevetioides

2,4,D (mg /1)

c
1 0.5 . 1.0 . 1.5 2
N .
E.|.0.25 0.235 0.197 . 0.228 0.452
1 0ls )t Je.182 0.408 . 0.341 0,383
NP )
1o T 0,226 o0.241 0.162 0,456
mg /1)

AlIR (mg /1)
¢ -
1 1.0 1.8 2.5 3.5
¥
E 0.25 0.354 0.226 0.467 0.328
T
1 0.5 0.266 0.376 - 02138 0.289
N .
A 1.0 0.313  0.734  0.367 0.187
(mg /1)

Condiciones: incuba60§ a 28°C + 1°C en totoperipdo
' (16 hr. luz 18 hr. obs).
Variable de respuesta: $ de conteniddb de tﬁevetﬁsidos/gr de
tejido calloso seco. {(promedio de‘tres

frascos por tratamiento).._



% Thevetosidos for. Tejido Callasosace
[~ T,
N

Ouo]

2, 40 (mg /)

E

Y% Thevetosidos /gr. Tejido Cafiose saco

i
H
1
1
]
1
{

1.0 ! e | ——0.00 ctNETINA (g}

s
s \
0.8 5 0.25

1.0
1A {mah)

Fig.26 CURVAS COMPARATIVAS DE LA INTERRELACION DE LAS
AUXINAS AJA Y 2,4D/CINETINA. RESPECTO AL CON-
TENIDO DE THEVETOSIDOS EN FOTOPERIODO
(16hrs. vz / 8iws. obscuridad).

frmmoommmamnat e 0.00 CINETINA (mg/l} -
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B L A XXVIII

ANALISIS DE VARIANZA DEL CRECIMIENTO Y CONTENIDO DE THEVETOSIDOS EN TBJ!bO

CALLOSO DE Thevetia thevetioldes

RESPECTO AL EFECTO COMPARATIVO DE LAS -~

AUKINAS 2,4D,yAIA/CINETINA.

FUENTE DE . N.C. F.C. F

VARIACION Sthe P.5. ‘the P.5. 0.95

2,4D yAIA 1 25217.4 1142 11,74 18,6 9,55

Tratamientos )

Auxina/citocinina 5 92854 745 43.24 12,13} 4.49

Interaccifin

2,4D y AIA

tratamientos A/C 5 23261 284,86 10,83 4,64 4,49

Errox 24 2147 6.4

g,1l.= grados de libertad M.C.=cuadrados medios Fcm P calculada

F0.95= F tefrlca al 95% de conflanza. Pc> F0.95 hay efecto signiti
cativo

Varlables de respuestas P,S.= peso seco sthe= \clnevetdsidos,'
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7.10 Efecto de las fotocondiciones en relacién al crecimiento
y contenido de Thevet8sldos en la inducci8n de tejido --

calloso de Thevetia thevetioides a las cuacro semanas

pPara este estudio se trabaja con una matrfz expverimental de -
J x 2 de AIA/Cinetina en (mg/l), en donde se pretende evaluar
el efecto de la luz-obscuridad~-fotoperlocdo (16 hr luz/8 hr --

obs), a las cuatro semanas.

Para el c¢recimiento se eval@a el peso seco como variable de -
respuesta, los resultados se muestran en la tabla XXIX, de --
donde se observa que las condiciones mis adecuadas del balan-
ce hormonal son 2,5/0,5 de AIA/Cinetinn para el fotoperfodo y
de 2.5/1 de AIA/Cinetina nara luz y obscuridad.

En relacidn del contenido de thevet&sidos en la tabla XXX, se
presentan los resultados de donde se observa gue el mejor ba-
lance hormonal es de 1.5/% de AIA/Clnetina para el fotoperio-
do y de 1/1 de AIA/Clnetina para luz y obscuridad.

Con los resultados cbtenidos se concluye que los requerimien-
tos hormonales son diferentes para promover el crecimiento, =~
que los requeridos para la presencia de thevetd8sidos. También
se puede decir que las condiciones de fotoperfodo, promueven
_un comportamiento diferente al que se logra con la luz vy obs-

curidad.

Para evaluar el efecto siqnificativo de las fotocondiciones,

se realiza un an3lisils de varianza de dos factores, cuyos re-
sultados se indican en la tabla XXXI, donde observamo; que el
factor luze-obscuridad-fotoperiodo no tiene efecto significati
vo para el crecimiento, mientras que para el contenido de the

vetdsidos si lo tiene.

El efecto por balance hormonal AIA/Cinetina, asi como la inte
raccidn fotocondiziones- balance hormonal, s! presentan efec-

to significativo al 95% de confianza.
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T A B L M XXIX

EFECTO DE LA LUZ-0BSCURIDAD-FOTOPERIODO ‘PARA EL AIA/Cinetina RES
PECTO AL CRECIMIENTO DE TEJIDO CALLOSO DE COTILEDONES DE Thevetia

thevetiocides ’
AIA (mg/l)
c
1 1.0 1,5 )
N ;
E 0.5 5.73 8.43 7.42 LUz
T
. 1.0 3.16 14.16 24,59
Bmg/1)
AIA {mq/l)
c
1 1.0 1.5 2.5
N ‘
E 0.5 11,26 7.14 . 6.43 OBSCORIDAD
T
1 1.0 8. 45 13.06 29,15
N
A
(mg /1) b
AR (mg/l)
[of
1 -
N 1.0 1.5 2.5
£ .
T - |o.s5 8.17 . 9.12 19,71 FOTOPERIODO
1 . {i6hr.luz/
N 1.0 4.68 8.92 10.71 8hr.obs)
A
(mg /1)

condiciones: incubados a 28°C # 1°C en luz-obs-fotoperfodo a las
cuatro semanas.
Variable de: .
respuesta pesc seco (gr./frasco) x 10:2 (promedio de tres fras
. cos por tratamiento).
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EFECTO DE LA LUZ-OBSCURIDAD-FOTOPERIODO PARA EL AIA/CINETINA,
RESPECTO AL CONTENIDO DE THEVETOSIDOS DE TEJIDO CALLOSO DE CO
TILEDONES DE Thevetia

PZHAMNZHO

mg /1)

APZHHEAMNZ MO

mg /1)

PZAAMZHNO

(mg/1)

thavetioides.

AIA (mg/1)
1.0 1.5 2.5
0.5 0.314 0.410 0.298
1.0 0.69 0.593 0.37
AIA (mq/1)
1.0 1.5 2.5
0.5 0.271 0.346 0.316
1.0 0.71 0.614 0,291
AIA (mg/1l)
1.0 1.5 2.5
0.5 0.266 0.377 0.138
1.0 0.313 0.734 0.367

LUz

OBSCURIDAD

FOTOPERIODO
(16 hr, luz/
8hr,obs)

130

Condiciones: incubados a 2B°C + 1°C en luz-obscuridad,fotoperfodo

Variable de respuesta:

a lag cuatro semanas.

¢ de contenido de thevetfsidos
. tejido calleso seco
, €0s por tratamiento)

/ qr. de
(promedio de tres fras
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ANALISIS DE VARIANZA DEL CRECTMIENTO Y. CONTENIDO DE THEVETOSIDOS EN TEJIDO CALLOSO
LU%Z - OBSCURIDAD -

XRX1

DE Thevetla thevetioldes RESPECTO AL EFECTO DE

FOTOPERIODO,

PUENTE DE ‘ ©om.c, "_l-‘?c’,‘ B Fu.95
VARIACION g9-1. P.5. sthe pis, ;,_\_cn.e
luz-Obs~Fotoperfoda 2 1569.7 1671.9_‘ ‘;Q:Bi. 3,23
Tratamlentos RIR/C 5 14044 1272.2 | 2,45
Interaccibn

Luz-Obs-Fotoperfodo | 10 5269.4 1906.1 a;é;i : 16.9 2,00
Error i 587.5 112.4

g.l.; grados de libertad M,C.= cuadrados mediod Fe=pP calculada

Fo.05=F tebrica al 95% de confianza

variables de respuesta:

F.S5.= peso seco

Fe) F, . hay efecto slgniticativo

s the = % de thevetbsidos

23



8, CONCLUSTIONES

En la tabla ZXXII, se resume las condiciones mds adecuadas pa

ra La inducci8n de tejido calloso de Thever:ia theverjoides, =

a partir de cotiledones vy embriones,

-~ Todog los axperimentos se llavaron a cabo con una fuente ve
gatal seleccionada y claszificada botinicamente nara evitar
variaciones an los resultados.

- Se determind que el explante m3s adecuado para la induccidn
da tejido calleso, sra a partir de cortes cilindricos de co
tileddn, en donde se logra obcené: un 100% de respuesta a -
la induceidn de tejido calloso, en todos los balances horme
nales ensayados. .

- En relaclsdn a los embriones se encontrd que no se logra ob-

taner un 100% de induccidn de tejido callogo en todos los -

balances hormonales ensavados, es por ello gue suponemos --

que sga necesario realizar un tratamiento previo con el -

£in de aumentar la respuesta del explante,

- En relacién a la capacidad de diferenciacidn de los explan-
tes, se anconcrd qua al enbridén &5 el gue posee mayor capa-
cidad.

- En base a los rasultados anteriores se considera gue los -=-
cortas cilfndricos d4e cotileddn son los mis adecuados para
evaluar la cinética de crecimiento y presencia de thevetésL

dos.,

- Con respecto a la velocidad de crecimiento, se encontrd que
el m8ximo desarrollo celular, se lodra a las cuatro semanas,
En relacidn al contenido de theverdsidos, se encontrd que -
despuds de cuatro semanas, el concenido 3disminuye, es vor -
ello que se recomienda que cada cuatro semanas se subculti-

ve.

rs
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REXIX

CONDICIONES MAS ADECUADAS PARM LA INDUCCION DE TEJIDO CALLOSO DE Thevetla thevetioides

BALANCE

thevet8sidos

VARIABLE DE . TIEMPO
RESPUESTA EXPLANTE HORMONAL FOTOCONDICIONES SEMANAS
I.P.F, cotileddn 2,5/1.5 AIA/C Luz 4
’ cotiled8n 0.1/1.5 MIA/C Obscuridad 4
P.S, cotiledbn "2.5/0.5 AIA)C Luz y obscuridad 4
‘ cotileddn 2.5/0.5 AIn/C Fotoperfodo (16hr luz/ 4
) 8 hr obs,}
cotiledbn 2/0.5 2,4 p/C Fotoperfodo (16 hr luz/ 4
' 8 hr obs,)
‘s contenido de cotlleddn 1/1 AIA/C Luz y obscuridad 4
thevetBaidos
b cotiledfn 1.5/1 AIR/C Fotoperfodo ()16 hr luz/ 4
8 hr obs,)
cotiledfn 2/1 2,4 p/C Fotoperfodo (16 hr luz/ 4
8 hr obs)
% Contenido de embribn 1/1.5 AIA/C Luz y Obscuridad 8

€LY



- En relaci8n al balance hormonal AIA/C, se encontr$ gue pre-
senta un efecto‘significatlvo respecto a la velocidad de -~
crecimiento, én:ontréndose que a una concentracifn de 2.5 -
mg/l de AIA y 1,0 mg/l de cinetina, se logra las mejores =-

condiciones, tanto para luz come para obscuridad.

- Con respecto al contenido de thevetdsidos, se encontrd que
a un balance hormonal de 1 mg/l de AIA y 1.0 mg/l de cineti
na, se obtiene el mayor contenido, tanto para luz como para
obscuridad, siendo el balance hormonal también significaci-'
vo para la presencia de metabolitos secundarios en el culti

vo vegetal.

- Se encontrd que los facores luz-obscuridad, no presentan un
efecto significativo para el peso seco, ni para el conteni-

do da thevetdsidos.

- En el estudio comparativo de auxinas 2,4 D ¢ AlA/cinetina,
se encontrd que la mis adecuada era el AIA, debido a que =-
favorece una mayor velocidad en el crecimiento, asf como =--
también el de lograr una mayor presencia en el contenido de
thevet8sidos.

- Se encontr$ que en condiciones de fotoperfodo-Luz-Obscuri--
dad, no se presenta un efecto significative en relacidn a -
la velocidad de crecimiento. A diferencia del contenido de
thevetfsidos en donde 3! presenta un efecto sianificative -
en las condiciones de luz-obscutiéad-ﬁdtoperlodo en culti--

vos con balance hormonal AIA/cinetina.

El modelo experimental planteado respecto a la inducci8n de =~
tejido calloso de Thevetia cumplid su objetivo respecto al co
nocimiento y adaptacidén de #sta nueva Biotecnologfa vegetal =
’de gran importancia para la Industria Farmacé&utica, ademis, -
de que permiti8 conocer los parimetros que estin involucrados

en el desarrollo de esta Tecnologfa.
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e

Con los resultados encontrados, se considera factible, el con
tinuar con estudios de cultivo en suspensibn, con el obijeto -~
de evaluar la capacidad que posee las c€lulas vegetales de --
Thevetia, para realizar biotransformaciones especlficas de ~-
glucésidos cardfacos que aumentern su actividad, asf como tam-

bién el lograr obtener estructuras de las que no existen en -

la naturaleza y evaluar su actividad farmacol8gica,
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9., PROUPUESTAS Y/O RECOMENDACIONES

= Realizar estudios en donde se utilice Acido giber&lico, co=

mo tratamiento previo en las semillas de Thevetia para EacL'

litar el rompimiento de la dormancia y evaluar 3i egste efec
to presenta efectos positivos respecto a la induccisn de te

jido calloso a partir de embriones,

Realizar estudjos de germinaci8n de semillas de Thevetia, -
para obtener explantes de hipocotilo y rafz y evaluar el --
efecto que tiene sobre la induccidn de tejido calloso y el

contenido de thevetdsidos,

Realizar experimentos, en donde se promueva la diferencita--
cidn del tejido a partir de cultivos de tejide callesoc, --
con el fin de evaluar si el contenido de thevet8sidos es di
ferente al que se encuentra presente en los cultivos no di-
ferenciados (callos), y determinar la importancia que tiene
la diferenciaci8n sobre la producciln de metabolitos secun-

darlos,

Evaluar la dependencla que exliste del 8drganc diferenciado -
por ejemplo, hoja, rafz o rallo, en relacidn al contenido =~

de thevetdsidos,

Efectuar estudios de cultivo en suspensidn, utilizando el -
tejido calloso proveniente de las mejores condiciones encon
tradas para su induccifin, con el objeto. de evaluar su capa-~

cidad de acumulacidn de thevet8sidos.

Realizar un estudio comparativo de cultivo en suspensién --
provenientes de cultivos de tejido calloso v de cultivos di

ferenciados.

Realizar estudios de biotransformacifn (bioreactor vegetall

y evaluar el potencial especifico de c8lulas vegetales de =«

*Thevetia, para llevar a cabo biotransformaciones especffi--

sas de cardtotdnicos. -

136



137

- Llevar a cabo estudios de Inge*ni'et!n Genftica Vegetal, con
el Zin de seleccionar llneas zelulares altamente producto--
ras de metabolitos secundarios o capaces de efectuar bio- -

‘cransformaciones es_pec!ii:ns .

- Implementar un método analltico por cromateografia 1lIquida -
alta presidn o radio-inmunomn@lisis, las cuales mos permi--
‘tan logzar establecer 1a etapa de mayor produccifn del meta
‘bolito secundario wspecifico, as? como tambifn el poder eva
luar 3i we 1levdl m cabo efectivamente una biotransformaciln.



10.

1.

2.

338

Bibliografia.

Aberhart, D.J., J.G.Lloyd-Jones, and E,Caspi.1973.Biosynthesis -

of cardenoiides in Digitalis lanata.phytochemistry.32: 1065-1071.

Aquilar,A.and C. Zol1a.1982.Plantas téxicas de MExico. IMSS. - -

México. 196~196.

Alcintara,P.A.1982.- Desarrollo de una técmica colorimétrica para
la cuantificacifin de thevetBeides caecdiotSnicos,Tesis para obte--~

ner el titulo de Q.F.B. ENEP.Z2aragoza, UNAM. MExico.

Alferman, A.W., B.M. Bay., P.GC. Doller., W.Hagedorn., M.Heins. J.
Wahl., and E. Reinhard. 1977. Biotransformation cardiac qlycosides
by plant cell cultures. Plant Tissue Cult. Its:. Bio-Technol Appl.l
Proc. \!\.nt. Congr. 1Ist. 1976. Ed. by Barz., Wolfgang., Reinhard., »
Ernot., Zenk. Springer -Verlag New York.

5. Alfepman,A.W., l.Shuller, and E.Reinhard. 1980. Biotransformation

'of cardiac glycosides by inmobilized celis of Digitalis lanata. -

planta Medica .40:218-223.

Aana,B.O., L.Bjork, and S.Gatenbeck. 1983, Effect of licht on - -
cardenolide production by Digitalis lanata tigsue cultures. Phyto-

chemistry. 22(11] : 2427-2450.

itd,cn and B.N. Kapur. 1977. Cultivation and utilization of medi
cinal and aromatic plants. Comcil of Scientific and Industrial --
Reserarch, Jmwsutawi:Regional Research Laboratory. New Delhi, India.

568-570.



1.

14,

15.

Balandrin, M.F., J.A.Klock., E.S. Wortele., W.H. Bollinger. 198S.
Natural plant chemicals:Sources of industrial and medicinal mate

rial. Science. 228:1154-116Q.

Bennett, R.D., H.S. Horst., and E.Heftmam.. 1968. Progesterone ==

metabolism in Digitalis lanata, Phytochemistry. 7:41-50'

Bloch, R., S. Rangaswami., and O.shindler. 1960. Diekonstitution
von cerberosid (thevetin B], thevetin A and peruvosid. Hel.Chim.~

Acta. 43(3):652-658.

Brodelius, P.1983, Catalysts for the production and transformation
of natural products having their origin in higher plants, process
for production of the catalysts, and use thereof. FEuropean Patent

Application. No. 80850105.0

Brodelius, P. 1983. Production of biochemicals whith inmobilized
plant cells: Possibilities and problems. Annals New \éozk Academy -~

of Sciences. 383-393.

Buchner, S.A.& E.J. Staba. 1964. Preliminary examination of Digita-
lis tissue cultures for cardenolides, J.Pharm. Pharmacol. 16:733-

735.

Capstack: E., D.J.Baisted., W.W. BNewschwander., G. Blondin., N.L.
Rosin., and W.R. Nes.1962. The biosynthesis of squalene in germina

tins seeds of Pisum satiyum.Biochemistry. 1(61:1178-1183.

Caspi,E., D.O.lewis., D.M. piatak., K.V.Thiwmann, and A.Winter. - -
1966. Biosynthesis of plant sterols conversion of cholesterol to -

pregnenolone in Digitalis purpurea. Experientia. 22:506~507.

339



|
1
i

i
H
i
i

17,

19.

20.

21,

22,

23.

140

Caspi, E.and D.O. lewis. 1967, Progesterone: Its possihle role in
biosynthesis of cardenolides in Digitalis lanata, Science. 156: -

512-516,

Caspi, E. and G.M.Hornby. 1368. Blosynthesis of plant sterols III.
Mechanism of saturation of ring B in pregnenolone during its - -
conversion to digitoxigenin in Digitalis lanata. Phytochemistry.-

7:423-427. c

Castle, M.C. 1375, Isolation and gquantitation of picomole quanti-

. ties of Digoxin, Digitoxin and their metabolites by high=pressure

liquid chromatography. Journal of chomatography.115:437-445.

Cochella, T.1971, Determinacidn cualitativa de los A.A. conteni-=-
dos en semillas de Thevetialg_e_mviana. Raymondiana. 4:73.77. Lima.

’
Cosme, L. 1., J.Murafien., and V.P. Arida, 1958, Distribution of -- °

glycogides in Thevetia peruviana (pers) Merr. and Nerium Indicum -

mill. The Philippine Journal of Science. 87(1):1-6.

Cruz, A., I.Garcfa., J.Iriarte., J.M Muchowski, and I.Regla,l1977.
Seeds of Thevetia Species as an Alternative Source of digitoxigenin

J.0rg. Chem. 42 (22) :3580-3584.

Cruz, A.A.Guzmin, J.Iriarte, R.Medina., and J.M. Muchowski. 1979.-
18-20-oxido-2Q,22-dihidroneriifolin, and unusual exygenated carde-

nolide. J.0rg. chem. 44:(20},351I-3515.

Del Amo,S.197%9.Plantas medicinales del Estado de Veracruz, Inizeb.

México. 217-218.



24.

25,

26,

27.

28.

29.

30.

31,

Diettrich, B., D.Neumann, and M.Luckner. 1960. Protoplast derived
clones from cell cultures of Digitalis purpurea. Planta Medica.--

.38:375-382.

piettrich, B., A.S. Popov., B.Pfeiffer., D.Neumann., R.Butenkoand,
and M.Luckner. 1982. Cryopreservation of Digitalis lanata cell -~

e

cultures. Planta Medica .46:82-87.

Doller, Von. P.C., A.W. Alfermann, and E.Reinhard. 1977. Biotrans

formation Von cardenoliden durch zellsuspensioms kulturen von - «

Digitalis lanata und Thevetia neriifolia. Planta Medica.31:3-6.

Dollexr, P,C.and E.Reinhard. 1979. Biotransformation of cardenoli-
des comparative studies with cell cultures of Thevetia neriifolia

and Dicitalis lanata. Planta Medica. 37:277-288,

ponald, J., D.J. Aberhart., J.G lLloyd-Jones, and E.Caspi, 1973, -
Biosynthesis of cardenolides in Digitalis lanata. Phytochemistry.
12:1065-1071. '

Engel, Ch.R.and G.Bach. 1964. Steroids and related products., - -~
XXII1:+ Cardiotonic steroids. The Synthesis of 14 %-hydmxy carde

nolides part 1°. Steroids. 3(6):593-629.
Estadisticas del Imstituto Mexicano de Comercio Exterior 1974-1983.

Estadisticas del Instituto Nacional de Cardiologfa. 49:)-2, Méxi-

" 1974. .



32,

33

M,

35,

34,

37,

38.

Ferndndez, L. 1379. Metabolismo Nitrogenado de Cultivo de Tejidos

de Bouvardia ternifolia. Tesis para cbtener el grado de Maestria

en Ciencias (Bioquimica) Fac. de Quimica. Divisidn de Estudios de

Posgrado. UNAM.' México.

Garve, R., M.Luckner., E.Vogel., A.Tewes, and L.Nover. 1980. --
Growth, Morphogenesis and cardenolide formation in long-term - -

cultures of Digitalis lanata. Planta Medica, 42:92-103.

Giral, r.1979, Episodios ejemplares en la historia de la Farmacia
X1. Un farmacSutico par{sino, hijo de una Yerbera: Nativille y la

digital Rev. Mx. Ciencias Farm. 5:40-43.

Gocdman, L.S., A. Gilman. 1978, Bases Farmacoldgicas de la tera-

péutica. Ed.Interamericana.

Graves, J.M.H., W.K. Smith, 1967. Transfommation of pregnelcne =-
and progesterone by cultured plant cells, Nature (Lond.} 214:1248~

J2da.

Gresshoff, P.M. 1978, Phytohormones and Growth and Differentiation
of Calls and Tissues Cultured in vitro. In. Phytohormones and Re-

lated Compounds- a Compreh ive Treatise. Vol II. (Lathann, D.S.,

P.8. .Gaodvi.n and T.J.V.Higgins.eds.) Elsevier/North-holland Biome
dical Press. New York. 1-29.

Grunwald,C. 1980. Steroids.In:Encyclopedia of Plant Physiology, -
New Series,Vol B8,Seccion Plant Products (Bell E.A.,and 8.V.Charl

wol, eds), Springer Verlag, Berlin-New York.

Guntertand Linde, B.H.A. 1977. Generalia cardiac glycosides: Pre-

.requisites for the development of new cardiotonic comp. Experien—

tia. 33(61:697-703.

142



Ny

39,

40.

41.

42.

43.

gupta, O.F..K.C. Misra, and R.B. Arora. 1974. Cardiotonic and -
antiveratrinic action of Thevetia neriifolia juss glycosides --
compared woth Ouabain and their structure activity relationship.

Indian Journal of Experimental Biology. 12:399-401.

Hagimori, M., T.Matsumoto, and T.Kisaki. 1980, Studies the pro-
duction of Digitalis cardenolides by plant tissue culture I. =
Determinavion of digitoxin and digoxin contents in first and =-
second passage calli and organ redifferentiating calli of seve-
ral Digitalis species by radioimmmnoassay. Plant and Cell - -

Physiol. 21(81:1391-7404.

Hagimori, N., T.Matsumoto, and Y.Obi. 71982, Studies on the pro-
duction of Digitalis cardenclides by plant tissue culture IIl. -
.sffect of light and plant .growth substances on digitoxin forma~
tion by undifferentiated cells and shoot-forming cultures of ==
Digitalis purpurea L. grown in liquid media. Plant Physiol.69:
653-656. '

Hagimori., M., T.Matsumoto, and Y. Cbi 1982a.Studies on the pro
duction of Digitalis cardenolides My plant tigsue culture IiI.

Effects éf nutrients on digitoxin formation by shoot-forming --
cultures of Digitalis purpurea L. grown in liquid media. Plant

and Cell Physiol. 23(7):3205-1211.

,Hagimozri, M., T.Matsumoto, and Y.Obi. 1982b. Effects of cultural

conditions on digitoxin formation by shoot=-forming cultures of

Digitalis purpurea grown in liguid media. Proc.5Th. Intl. Cong.

Plant. Tissue & Cell Culture. Plant Tissue Culture.349-350.



44,

45.

46.

47.

48,

49,

50.

51,

52,

Hartwell, J.L. L967. Plants used against cancer a suzvey., Lloy

dia. JQ:379-436.

Heins, M., J.Wahl., H.Lerch., F.Kaiser, and E.Reiphard, 1978.-

_ Preparation of Q-methydigox‘m by hyvdroxylation of @-methy-'ldi

gitoxin in fermenter cultures of Digitalis lanata. Planta MEdi

ca, 33:57-62.

Helfenberger, H., and T.Reichstein. 1948, Thevectin I. fHelvetica

Chimica Acta. 31(6 ): 1470-1482.

Helfenberger, H,, and T. Reichstein, 1948. Thevetin II. Helve-

tica chimica Acta. 31(7) :2097-2104.

Helmhold, H., W.Urelter, and E,Reinhard. 1978. Sterols in cell

cultures of Digitalis lanata. Planta Medica., 33:185-187.

Hicks, Ch., R. 1973. Fundamental Concepts in The Design of Expe

riments. Holt, Rinehart and Winston. New York.

Hirotani, M., and T. Puruya. 1977. Restoration of cardenolide-
synthesis in redifferentiated shoots from callys cultures of =

bigitalis purpurea. Phvtochemistry. 16:610-611

Hirotani, M., and T. Furiya. 1980, Biotransformation of digitoxi

genin dy cell suspension cultures of Digitalis purpurea. - - -

e

Phytochemistry. 19:531-534.

Huang, L., and T. Murashige. 1976. Plant Tissue Culture Media:=

Major constituents, their preparation and gome applications. -

TCA Manual. 3:(I} 539-548.



53,

54.

55.

56,

57.

58.

Jacobsohn, G.M., and M.J. Frey. 1967. Biosynthesis of choles-
terol by seedling of Digitalis purpurea. J,Amer. Che, Soc. =~ -

89:3336-3340. -

Jaccbsohn, G.H., and M.J.FPreg. 1968. Sterol cont and metabo—
lism during early growth of Digitalis purpurea. Arch. Biochem.

127:655-652.

Jacobsohn, G.H. 1970. Sterol formation and transformation in
Digitalis. Recent Advances in Phytochenistry. Appleton-Centu

ry-Crofts. 3:229-247.

Jones, A., I.A. Velily, and R.S5.0zubko. 1978, Biotransforma—

tion of cardenolides by plant cell suspension cultures. I. =--
Isolation and identification of periplegenin from cultures of
Daucus carota CA68 incubated with digitoxigenin. Lloydia. 41

(5):476-487.

Kartning, T., V.R. Bheim., G.Trousil, and B.Maunz. 1979. Carde

nolides in callus cultures of Digitalis purpurea and Digitalis

lanata III. Callus cultures derived from roots. Planfa Medica,

35:275-278. .

Rartning, T., G.Jummer-Fustinioni, and B.Heydel 1983. The - -
effect of aging on the-.formation of secundary products by = -

tissue cultures of Digitalis purpurea. Planta Medica. 47:247~
248.

Kaul, B., P. Wells, and E.J. Staba. 1967. Production of cardic—
active substances by plant tissue cultures and their screening

for cardio-vascular activity. J.Pharm. Pharmc. 19:760-766.

145



60,

61,

62,

63.

64.

65.

66,

67.

146

Xurz, W.G.W., and F.Constabel. 1979. Plant cell cultures a -
potential source of pharmaceutical., Advances in Applied Mi--

Crobiology 25:209-240.

tuckner, M., L.Nover, and H. Bohm, 1977. Secondary metabolism

and cell differentiation Springer-Verlag., Berlin -New York.

Luckner, M. 1980. Expression and control of secondary metabo
lism. Encyclopedia of Plant P‘hysiology New Series vol. 8. -
Secondary Plant Products. £d. by E.A.Bell, and B.V. Charlwood

springer-verlag. New York. 23=63.

Luckner,M. 1984, Secondary Metabolism in Microorganisms, Plant

and Animals. 20. Ed. Springer-Verlag. New York. I-65.

Lui. J.H.C., and B.J. Staba. 1979, Effect of precursors on se
rially propagated Digitalis lanta leaf and root cultures. Phy-

tochemistry. 18: 1913-1916.

Mantell, S.H., and H. Smith. 1983. Plant Biotechnology. Ed. =
Cambrige University Press. New York.
Kreig, M.B.1964. Madicina Verde. Ed. Continental, S.A. México

Espafia Argentina. 201-215.

Martinez, M. 1969. las plantas medicinales de México. Imprenta

Aztecas. Méxioco, D.F.

Martfnez, M. and E. Matuda. 1979, Flora del Estado de México.
£dicibén facsimilar de los fasciculos publicados en los afies --
1953 a 1972, Biblioteca Enciclopédica del Estado de México. -

MExico. Tomo I y IIL



©B.

.

e

2.

T4.

~4

mechler, E. 19B2. Quantitative determination of -methyldi~

gexan by HPLE in fermenter broth. Planta Medica, 45:164-166.

mcLaughlin, J.L., b.Freedman., R.G. Powell, and C.R. Smith Jx.
1980. Ner:ifolin and 2'-acetylneriifolin:insecticidaé and «-

syrotoxic acentsof Tneveria thevetipides seeds. J.Econ. Ento-

301 73:396-402.

willeyr, £.0., F.Skooc., F.S. Okumura., M.H. Von Saltza, ané -
F.M. Srronc. 195%. Structura and synthesis of Kinetin. J.AM.-

men. Soc. 7:2661-2563.

Moore, T.Z. 1979, Biochenistry and Phycsiology of Plant Hormo-

nes. 3Spranger- Verlag. hew Yorx.

Murashige, T., ané T. Skooc. 1862. XA Revised medium for rapid
cxowth and bic assays with wbacce tissue cultures. Physiol -
Plant. 15:473-497. -~

Muraspige, T. 1879. Piant tissue culture and its importance to
agricultuye. In Maramorosch, K., &k. Hirumi, eds. Practical -

Coltare Applicatione. Academic press. New York.

Morashige, T. 1980. Plant crowth substances in commercial uses
of zissue culwure. In Skoeg, F., ed., Plant Growth Substances

1879. Springer-Verlag. New York. 426-434.

Nindsi, P, and B.lenkey. 1975. Cardenolide glycoside procuction

in fagitali.
oo teas

lanaza. phvrochemistry. 34:1755-1757.




3.

Bl

e
=
o

Sargymoswmmy, S 1977. Regeneration of plants frum tisspe cul-
tures. In. Applisd and Fmndismemtal RAspacts of Plant 2ell, wW—
zspa, and orzan cultore. (Reinert, and Sajal, 2ds.) Spriaces—

Verlay, Saw ¥oprk 175-24B.

Rizked, 5. @nd T.J.Staba. 1977. Ria-tes of Jdgitalir planms —
md tissoe sultures. Plant Tissoe Calt Its Sio-Tecmol Agwl. -
2ewoe. Int. Tong. Ist, 1376, £4. by Zarz, Welfzan, mzimhavd. --

Zevk. Sprimger-Verlags. New Yok, 275-254.

Tkada, W, xnd 7. Saito. 1985, Stodies Svnthesis of epoxides of

iy 4 lides and an their clexwage III '.Swathesis ol

TzaTiganin acetazve snd 17 g-uzm'ggnu acetate. Stercids. £13):

GEE~E4Y.

Fandey, L0, S-R.Singh, apd 5.T- Dewars, 1977. ase of some —
=iwnt powiess, olls, Ind EXTYASTE 45 STOTETLANS AGAINST DUISe

Seerls, Callpsabrachys shinensis Zism. Indian J. Entomel.

M=%,

Prrefies, L.0. I9B8. la divvocnologia de plantas: Tha harrae -
menta =srratigica en los Drogrmmas acroalinmentarins de M8k so.

Tisnsizn v Desarenlls. So.5d4. 2743,

PErec~Bermudez, P., MJI.Comedo, and J.Segzra. 1883 In vitzo -
wropagetion of IDdeitalis obstura L.Plant Srienre Letwexs., 30:77-

R2.



az.

83.

84.

85.

a7.

as.

Pérez, M.A. 1982. Sintesis de cardiotSnicos modificados. TEsis
para obtener el tftulo de Q.F.8. ENEP-Zaragoza, UNAM. México,-

D.F.

Petiard, V. 1979. Production de mEtabolites parles cellules ve
getales cultivées "in vitro": Exemple de filiére mEtodologique.
in. D.G.R.S.T. Production de dubstances naturelles par culture.
m.‘ vitro de tissus et de cellules de vegetaux. APRIA. Paris.-

5-44.

Pilgrim, H.1977. Sapogeninbilbung in suspension by Digitalis -

purpurea. Phytochemistry. 16:1311~1312

Ramstad, E. and J.L. Beal. 1960. Mevalonic acid as a precursor
in the biogenesis of digitoxigenin.' Chem. Industr. (London). =--

79:177~180.

Reinert, J. and 1.P.S. Bajaj. ¥977. Applied and Fundamental -
Aspects of Plant cell, Tissue, and Organ Culture. Springer-ver~

lag. New York. 668-716. .

Reinhard, E., A.W. hlferman. 1380. Biotransformation by plant
cell cultures. Advances in Biochemical Engineering. 16:49-84.

Ed. Flechter. Springer-verlag. New York

Remington, R.D., and M.A. Schork. 1977. Estadfstica Biomftrica

y Sanitaria. Ed. Prentice Hall Internacional. Madri-MExico.

Robert, M.1981. La modificacién genética de las cflulas vegeta
les en cultivo. Transplante y Movilizacifn de Genes, 2a. Ed. -

CONACYT. Mé&xico, D.F.

149



o,

20,

9.

92.

93.

94.

95.

926,

97.

98.

Robert, M.L. y V.M. Loyola. 1985, El cultivo de Tejidos Vegeta

les en MBxico. CICY y CONACYT. lo. Ed. México, D.F.

Rodrfguez, H.R. 1982. Obtencifn de digitoxigenina a partir de
semilla de Thavetia. Tésis parxa obtener el titulo de Q.F.B. --

ENEPeZaragoza, UNAM. México, D.F.

Rucker, W., K.Jentzsch, and M. Wichtl. 1976. Root differentia-

tion and glycoside formaticn in tissues of Digitalis purpurea

L. cultured in vitro. Z.Pflanzenphysiol. Ba. 80:323-335.

Rzedowski, J. 1978. Vegetacifn de México. Limusa. MExico. 76:

151-158,214

Sen Gopa, and P.C. Datta. 1981, Dedifferentiation and loss of
thevetin in Thevetia peruviana callus. Planta Médica. 41(4): -

415-417

Skoog, F. and S.0.Miller 1957. Chemical regqulation of growth -
and organo formation in plant tissues cultured in vitro Symp.-

Soc. Exp. Biol. 11:118-131.

Sondheimer, F., N.Danjali., Y.Mazur. 1962, The synthesis of ai

gitoxigenin., J. Am. Chem. Soc. B84:875-876.

Staba, E.J, 1962. Production of cardiac glycosides by plant ti

ssue culturs I. Journal Pharmaceutical Science. 53(3):243-254.

Staba, E.J. and S5.S. Lamba. 1963, Production of cardiac glyco~
sides by plant tissue cultures II. Growth of Digitalis lanara

and Digitalis purpurea in suspension culture. Lloydia. 26:29-35.

150



99.

100.

101.

102,

103,

104.

105.

106,

Staba, E.J. 1980, Plant Tissue Cultures as a Source of Bioche-

micals. C.R.C. Press, Inc. Boca Raton, Florida.

Stanley, P. 1920-1926. The trees and shrubs of México. Contr.
U.S. National Herbarium 23, Part. 4 Reimpresidén por Otto - -

Koeltz, 1982, 1151~11563,

Stanley, P., J.Steyermrk, and L. Williams. 1368-1976. Flora -

of Guatemala. Fieldiana, Botany 24,

Stohs, §.J. and E.J. Staba. 1965. Production of cardiac glyco

sidges by plant tissue cultures IV. J,Pharm. Sci. 54(1):56-58,

stohs, S.J. and H. Rosenberg. 1975. Steroids and sterpid meta-

bolism ir plant tissue cultures.iIloydia. 38(3):181-194,

Stohs, S.dJ. 1977, Metabolisw of steroids in plant tissue cultu
res. Plant Tissue Cull Its Bio-Technol. Appl. Prec. Int. Congr.
Ist. 1976, Ed. by Barz. wolfg&lg, Reinhard, Zenk. Springer- -

Verlag. New York. 142-15C.

Stohs, 8.d. 1980. Metabolism of stercids in plant tissue cultu
res. Advances in Biochemical Endineering. 16:85-133. Ed. Fiech

ter. Springer Yerlag. New York.

stmpf, P.K., and E. £. Conn. 1981. The biochemistry of plants,
a comprensive treatise., vol 7 Secundary Plant Products. Acade-

mic Press. New York.

151



1a7.

108,

109,

110,

110,

112,

13,

14,

152

.

Tabata, M. 1976. Recent advances in the production of medicinal
substances by plant cell cultures. Plant Tissue Cult. Its, Bio-
Tachnol Appl. Proc. Int. Congr. Ist. 1976. ed. Barz. Wolfgang,-

Reinhard, Zenk. Springer-Verlag., New York. 3=-17.

Thorpe, T.A. 1978. Frontiers of Plant Tissue Culture, Intl, - -

Assoc, Plant. Tissue Culture. Calgary.

Tschesche, R., R.Hombach., H. Sholten, and M. Peter. 1870. Neve

Beitragezur biog der denolide in Digitalis lanata. Phy-

tochemistry. 9:1505-1515,

Tachesche, R.Zur Biosynthese der cardenolid-und bufadienolidgly-

koside Planta Med. 4:34-39 (1971},

Vogel, B, and M. luckner. 1981, Distribution of cardenolides in

Digitalis lanata. Planta Medica. 41:161-165,

Weiler, E.W. and M.H. Zenk. 1976. Radioinmuncassay for the de-—
termination of digoxin and related compoinds in Digitalis lanata.

Phytochemistry 15:1537-1545.

Went, F.W., and Thieman. 1937. phytohormones. Macmillan Company.

New York.

Wiermann, R. 198l. Secondary Plant Products and Cell and Tissue
Differentiation. The Biochemistry of plants, vol 7 ed Conn E.E.

Academic Press. New York. 85-116.



	Portada
	Contenido
	Introducción
	1. Fundamentación del Tema
	2. Planteamietno del Problemas
	3. Objetivos Específicos
	4. Hipótesis
	5. Materiales y Métodos
	6. Desarrollo Experimetal
	7. Resultados y Discusión
	8. Conclusiones
	9. Propuestas y/o Recomendaciones
	10. Bibliografía



