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RESOl!EN 

La fuente de obtención a nivel mundial de loa glucósidos car­

dracos es a partir de las hojas de E.!.f~, actual~ente, a­

pesar de encontrarse en bajas ~oncentraciones, resulta m&~ 

rentable obtenerlos de esta manera que a partir de métodos 

sintéticos ya que éstos son 9eneralmente complejos y costosos. 

Sin embargo, el abastecimiento.normal de estos productos natu 

rales se enfreta a graves problemas, como son: 

-explotaci6n incontroloda, 

-disturbios del medio ambiente. 

-cambios de clima, 

-presencia de plaqas, etc,. 

La Biotecnología Vegetal surge como una alternativa en la so­

lución de tales problemas. 

La digitoxina es una estructura estratégica en la actividad -· 

cardiotónica, por ello que se considera un intermediario im -

portante en la producción de nuevos 9luc6&idos cardíacos• 

México cuenta con una alternativa en la producci6n de di9it~ 

xina a partir de semillas de Thevetia, 96nero ampliamente 

distribuido en el país. 

En este proyecto se propone implementar un cultivo vegetal -

de Thevetia thevetioides con el fin de establecer los facto­

res involucrados .en la inducci·ón de tejido calloso y el con­

tenido de thevet6sidos. 

Cuando se desea producir metabolitos secundarios es importa~ 

te l~ selecci6n del explante, el cual, debe de contener al -

producto espectfico para loqrar un mayor Exito en su produ -

cci6n. Para ello ae evalu6 el contenido de thevet6aidos de -

varios tejidos d_e la semilla de Thevetia, encontrando que el 

embri6n y el cotiledón oon los que mayor contenido poseen. 



Para la inducci6n de tejido calloso se trabajo con los explan­

tes antes mencionados, encontrando que el m!s adecuado es el -

cotiled6n, por lo tanto, se eli9i6 este explante para realizar 

los estudios de velocidad de crecimiento y su correlaci6n con­

la presencia de thevet6sidos. 

El efecto del balance hormonal auxina/citocinina juega un pa -

pel importante en la producci6n de productos secundarios as! -

como en la velocidad de crecimiento. Para este estudio se uti­

lizó AIA/C, encontrando que para el crecimiento' las condicio -

nes más adecuadas son para un bálance hormonal de 2.S/l y pa­

ra el contenido de thevet6sidos es de 1/1 • De'ah1, concluimos 

que los requqrimientos hormonales para el crecimiento 'son dif!_ 

rentes a los que necesita para la presencia de thevet6sidos. 

También se ha observado que el tipo de auxina influye en la pr~ 

ducci6n de metabolitos secundarios. Para este estudio se utili­

zó 2,4 o y AIA/Cinetina, encontrando que la más adecuada tanto 

para el crecimiento como para un mayor contenido de thevet6si­

dos era el AIA/C. 

En relaci6n a factores ftsicos se evaluaron las fotocondiciones 

(luz-obscuridad-fotoper!odo) respecto a su efecto sobre el cre­

cimiento y contenido de thevet6sidos, encontrando que la l~ y­

obscuridad no presentan un efecto significativo para estas va·­

riables de respuesta a diferencia d.el. fotoper!odo que st l.o pr! 

senta • 

El modelo experimental planteado respecto a la inducci6n de te­

jido calloso de Thevetia cumpli6 su objetivo en el conocimien­

to y adaptaci6n de esta nueva Biotecnologta Vegetal, de gran i~ 

portanc~a para la Industrta FarmacEutica, •i•ndo eata informa -

ci6n extrapolable a otros cultivos.vegetales productor•• poten­

cialmente de gluc6sidoa cardíacos. 



·, SUMMARY 

Cardiac glyco~ides are obtained· from Digitalis leaves in 

which they are found in low levels. Never~heless, it is 

the lesa 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, 

- Chanqes in the natural environment, 

- Chanqes in the weather, 

- Plagues presence, 

amonq others. 

In order to improve. their production and to solve .the -

majority of thesa problema, Plant Biotechnology represent 

a good alternativa. 

Oiqitoxin is conaidered as a strateqic structure in car­

diotonic activity, so it representa the main intermediate 

in new cardiac.qlycosides production. 

Mexico has a natural source in the digitoxin production. 

It is obtained from Thevetia seeds, whose plant is broa~ 

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 tha callus tissue induction -

and its thavetosides content. 

Th• explant choice, is the more important thing to do in 

order to achieve the best production of secondary metab~ 

lites. This mus contain the target product which one's -

mind is interested on. 

~o do this, thevetosides levels were analized from various 

tissua parts of Thevetia seed. Resulta showed that coty­

ledon and ambryon pieces has the major thevetoside content. 

For callus tisaue induction purposes, these parts were -

studiad. It was found that cotyledon is the best explant 



for studyin9 9rown velocity and its correlation with 

thevetoaÍdes preaence. 

-In addition, auxin. /cytokinin h.ormonal balance effect 

ha• an important role in the enhancement of secondary 

product1 achievement aa vell as in qrown velocity. 

In this 1tudy, it vas utilized IAA/C, and the hest -

conditiona vere 2.5/1 for hormonal balance and l/l -

for thevetosides content. So it is concluded that -

hormonal requirementa are dif f erent from those in get­

ting thl major thevetoaidea content. 

It ia obaervBd alao that auxina claas influences the 

11condary metabolite production. In this experimental 

project 2, 4 D and IAA/kinetin vere uaed as parameters 

in 1tudyin9 thav1to1ide1 content and 9rovn velocity. 

Re1ults indicate that IAA/kinetin criteria was the -

beat in shovin9 major thevetosides.content. 

Phyaical factora, auch &1 photoconditiona -light, dar~ 

ne1a, photoperiod• vera analyzed in their influences 

on grovn velocity and thevetoaidea content. Light and 

darkn••• do not 1hov any 1ignificative effect for the 

above meaaure variables mentioned, whereas photoperiod 

does. 

Since the experimental modal plannad on Thevetia callus 

tissue induction 9ets its objectives in knowledqe and 

technique, it i• concluded that this kind of projects 

in Plant Biotechnology haa a great deal with its appli 

cation in Pharmaceutical Industry by h.earing the ex pe-

rience developed in other plant tissu·e which are pote.!! 

tially cardiac qlycosidea suppliers. 
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I N T R o o u e e l o N 

La Biotecnolog!a ha sido considerada en las ~ltimas décadas, 

como una de las al:ernativas de mayor atraccivo y potencial -

en la soluci6n de problemas de alimentaci6n, salud, energía y 

contaminación, cuya complejidad y magnitud crecen d!a con día. 

La producci~n de materia prima de origen natural, posee una -

gran importancia económica a nivel mundial por la gran diver­

sidad de productos que se obtienen a partir de ellos como --­

aceites, resinas, taninos, hule natural, gomas, ceras colora~ 

tes, sabores, fragancias, pesticidas y f1rmacos. 

Sin embargo, la produéciBn de materias primas de oriqen natu­

ral, se enfrenta a graves problemas como son: la explotación 

incontrolada, las dificultades de culeivo por condiciones in~ 

decuadas de suelo, ataque de plagas, así como a los problemas 

técnicos en el cultivo de plantas superiores, lo cual pone de 

manifiesto la importancia en la implementaci6n de alternat~--. 

vas que solucionen o minimicen tales problemas. 

La Biotecnoloq!a mediante la técnica de Cultivo de Tejidos -­

Vegetales, nos brinda una alternativa de un valor incalcula-­

ble en desarrollo de nuevas técnicas en agricultura y en la -

producción de farmoqufmicos. 

Pa!ses en desarrollo como México, podrían obtener grandes be­

neficios con esta nueva técnica, En 1 197~,· se firmd el conve-­

nio de CalaboraciOn Cientffica entre M3xico y JapOn, inici!n­

dose las investiqaciones en este cam90. 

Las aplicaciones más importantes del cultivo de Tejidos Vege­

tales se presentan en la figura No. 1, donde observamos que -

las síntesis de "novo", de precursores, as! como las biotran~ 
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formaciones son las de mayor interés en el campo de la farma­

cia, 

Los glucSsidos cardfacos, se encuentran normalmente en los -­

géneros:· Diqitalis,· Apocynum, Periploca, Strophanthus y !h!!!_ 

·tia, este Gltimo se encuentra ampliamente distribuido de mant;,. 

ra silvestre en nuestro país. 

La producción de cardiotónicos a nivel mundial'se realiza a -

partir del género· Oiqitalis, del cual se aislan la diqitoxina 

y la diqoxina substancias que en México se importan en su to­

talidad, seg~n datos del IMCE (1983}. Es importante mencionar 

que en la actualidad no hay nada que las supere desde el pun­

to de vista farmocolóqico, a pesar de presentar un márgen de 

seguridad muy estrecho. 

La diqitoxina es una materia prima de im,ortancia económica, 

no sólo 9or su utilidad en la clínica, sino adem!s, por ser -

considerada la estructura base, a partir de la cual se obtie­

nen cardiotónicos modificados en la búsqueda para lograr una 

mayor eficacia y un menor efecto tóxi~o. 

Cruz y colaboradores (1977), proponen una fuent·e alterna en -~ 

la proeucción de Oigitoxina, a partir de semillas de Thevetia 

y en la ENEP Zaragoza también se han realizado trabajos al 

respecto Pérez, (1992) y Rodr!guez (1992). 

En el presr·nte trabajo, se eligi6 a la-Thevetia como modelo 

experimental en la implementaci6n del Cultivo de Tejidos Veq'L 

talfs para obtener thevetósidos. 
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l) FUNDAMENTACION DEL TEMA 

1.1 Historia de los Gluc6sidos Card!acos 

La digital o dedalera fue mencionada por médicos galeses en -

1250. Fuchs en 1542 hiz6 la primera descripci6n botánica de -

la planta, el nombre científico de Digitalis purpurea, alude 

al color y a la forma de la flor que semeja un dedal, Goodman 

(1978). 

Fue usada internamen~e· o en aplicaciones locales para diver-­

sas enfermedades no relacionadas entre sí, desde apilepsia -­

hasta Glceras cutánea~ Goodman (1978). 

En 17771 ·withering fue el primero en sugerir el uso terapéuti­

co de la Oigitalis, realizó trabajos incipientes respecto a -

todas las partes de la planta, dió la pauta en la dosifica- -

ción de esta y propuso los primeros usos específicos para cu­

rar la hidropesía Kreig (1967). Ferriar,en 179~ es quien atr~ 

buye a la digital una acción primaria sobre el coraz6n
1

Good-­

man (1978). 

Nativelle, en 1844, aisla la digitalina amorfa, sin embargo, -

Su inquietud por comprobar que la forma Cristalina es más ac­

tiva lo llevo en 1867, a realizar una experiencia comparativa/' 

sobre ranas, Encontrando que la cristalina es, sin lugar a d~ 

das, la mas activa comprobando de esta·manera su teoria
1
Giril 

(1979). 

En el siglo XIX se utilizaron mucho las hojas de Digitalis, -

sin considerar:.los graves transtornos por las d6sis t6xicas -

que .se administraban y _no fué sino hasta 1933 en que Lewis -­

atribuye 'a la digital una acci6n específica .en el tratamiento 

de la fibrilaciéin auricular, Goodman (1978). 

A partir de esta fecha se han incrementado notablemente los··­

estudios cl1nicos sobre diqitálicos, encontr&ndo que la digo-
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xina es el compuesto de elección en los padecimientos de ins~ 

ficienci& c&rd!aca y que aGn, hoy en d!a, no se ha podido en­

contrar otra substancia que sea más activa· a ésta y con un -­

marqen de sequridad 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 atribu!do una acción so-­

bre el corazón, Mart!nez (1969). 

Las semillas de ~mexicana conocidas como yoloxóchitl o 

flor de corazdn, según experiencias del Instituto Médico Na-­

cional, concluye que "la semilla y isobre todo la corteza con-­

tienen una o dos substancias que obran sobre el corazón modi­

ficando su sistema nervioso moderador", Martínez 11969). 

Las hojas de Calea· zacatechichi conocida corno zacate de perro 

contiene un principio activo amargo de función semejante a la 

de los glucósidos cardíacos,Martínez (1969). 

La especie de ChiranthodendYon pentadactylon conocida como -­

flor de manita, se recomienda que "sus flores, frescas o se-­

Cas se preparen en un cocimiento que es adecuado para el co-­

razdn y contra la epilepsia", Mart!nez (1969}. 

A las semillas de Thevetia conocidas como codo de fraile, se 

les atribuye una acción comparable con los gluc8sidos cardÍ!_ 

cos, Mart!nez (1969), 



l. 2. Género" 'rhevetia, ·como·. alt·ernativa .. en la producci.Sn de 

gluc6sidos Cardíacos. 

1,2.1, Caracter!sticas y Distribuci6n del G8nero Thevetia 

tas plantas del g&nero· Thevetia son &rboles o arbustos con las 

flores largas de color amarillo a anaranjado con la corola en 

forma de embudo, con jugo lechoso y un fruto globoso de color 

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 11.920 - 1926), Mart1nez (1969 1 1979) 

Las especies del género Thevetia se localizan en comunidades 

de Bosques en Encino, Selva Baja Caducifolia, Selva secunda-­

rias de los anteriores tipos de vegetación, Del Amo (1979) y 

los Bosques Espinosos secundarios del sureste de San Luis Po­

to.sí, Rzedwski (19781. 

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 t·oda la Repúbl.ica Mexic~ 

na en zonas tropicales y subtropicales: 

l. Th. ~ {L.l A. oc. su área de distribución son los E~ 

tados de Tabasco y Yucatán. El ejemplar tipo fue colect!., 

do en Colombia. 

2. !E_ gaumeri Hemsl. su área de distribuci5n es el Estado de 

Yucatán. El ejemplar tipo fue colectado en la Isla de ce_ 

zumel. 

3.- !!!.· ~ (Cav:) A. DC. su ~rea de distribuci6n es desde 

los Estados de Sinaloa y Jalisco hasta Chiapas, El ejem­

plar tipo fue colectado en Guatemala. 

4. Th. peruviana (Pers.) Schum. su &rea de di&tribuci6n ·es 
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desd'e lo~ Estados de san Luis. Potosi y Veracruz hasta los 

Estados de Y'ucatán, Chiapas y Guerrero. 

S. !h.· plumeriaefolia Benth. su !Írea. de distribuci5n son los 

Estados de Veracruz y oaxaca. El ejemplar tipo -fue colec­

tado en Honduras. 

6. !h_. thevetioides (HBK) K. Schum. su área de distribucian 

es desde los Estados de MichoaCán hasta Tamaulip~s, Vera­

cruz y Oaxaci. E1 ejemplar tipo fue colectado 9erci de ~­

Taxco y Tehuilotepec, Guerrero Stanley (1920-1926) 1 Stan­

ley (1958-1976). 

Flor de T..hevetia theve.tioides. 



.. 
1.2.2 Usos de Tipo·!olkl6rica del género~ 

Por sus propiedades cardiotónicas la ~ peruviana, se asoció desde -

el siglo pasada con Digitalis purpurea Aguilar (1982) 1 en México la espe--

cie ~ thevetioides, se ha propuesto también como un substituto de -

la ~ con el inconveniente de que su empleo es peligroso según los 

datos infor1nadas par Stanley (19261 • 

El Dr. M.Toussaint indica "Las efectos incipientes de la planta (bastante 

semejantes a los de la digital) hacen pensar que en ella se tiene tal vez 

un precioso sucedáneo de tan G.til medicamentoº, Martínez (1969). 

Las aplicaciones medicinales de 'l'hevetia; conocidas por el pueblo mexicano 

se puede mencionar las siguientesJ el jugo lechoso de la planta se emplea. 

para curar la sordera, las úlceras, la sama, roña, etc. Las hojas se ut!_ 

lizan para calmar dolores de los dientes por lo que se atribuye un notable 

poder analghico. 

De la tintura de· las hojas se recomienda para madurar las hinchazones y p~ 

ra. disolver tumores. Respecto a las semillas, el vulgo las amasa con sebo 

para curar las herorroides1 Mart!nez ( 1969) • 

En la India, los extractos de la semilla son utilizados como pediculicida1 

Atal (1977). 

e 



El polvo de las semillas de ~. act!la como un protector para la cai-

servación de las semillas contra las infestaciones ocasionadas por insec--

tos, eandey (1977!. 

oe los usos folklóricos de las especies de ~ como insecticidas y a--

genees antit:UllOrales, Me. Laughlin (1980), realiza investigaciones al res­

pecto, encontrando que la nerifolina y la 2 '-acetil nerifolina son las --

-responsables de esas p%0piedades. 

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

tra que la nerifolina es más tóxica que la 2 '-acetil nerifolina - - - - -

(EDSO 2. 2 X 10-" )19/ml y EDSO J. 3 X 10-
2 

_.Mg/ml respectivamente), compro-­

bando de esta manera su actividad citotóxica. 

En relación a su actividad insecticida, se realiza un ensayo inmzporando 

nerifolina y 2 '-acetil nerifolina a la dieta de larvas del gusano barren!. 

dor del maíz, OStrinia niJbilalis (Hubnerl, cbservando su porciento de mor-

talidad a los 9 d!as, se encontr6 que la nerífolina incorporada a la dieta 

es seis veces más activa que la 2 '-acetil nerifolina (Lo50 30 PJ;lll y 192p¡;m 

respectivamente) • Bajo condiciones similares se realiza el ensayo para 'un 

insecticida comercial para gusanos barrenadox:es del maíz carbofurano, el -

C!llal presenta una CLDsu 1-2 ppml, por ello que se considera que los theve­

tósi:dos podrían utilizarse como insecticidas para la agricultura. 
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Respecto a la actividad farmacol6gica de lo3 thevetósidos, Arora (19671 in-

vestig6 al peruv6sido en ensayos cl!n-icos con pacientes con problemas de i:!!_ 

suficiencia cardiaca, encontrando que si presentan actividad cardiotónica,-· 

pero desafortunadamente, tienen el mismo problema de los glucósidos cardía-

cos, es decir un margen de seguridad muy estrecho, aún menor a éstos. 

GUpa, en 1977, realizó investigaciones con respecto a la actividad cardiotó-

niea comparada ero la ouabaina y a la relación estructura-actividad. En sus 

estudios encontró que el orden de la potencia de los thevetósidos, es el s.!_ 

guiente: ouabaina ( cerl>erina ( cerberósido ( ruv6sido ( nerifolina ( 

peruv6s ido. 

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

siguientes conclusiones; 

-El tipo y número de moléculas de azúcar conectadas al c-3, influye -

en la actividad cardiotónica. 

-La acetilación del -OH en el c-14 reduce la actividad. 

-En relación a la actividad de los grupos presentes en el c-10, se ha 

observado que el orden de actividad es el siguiente: -c1120H (-c11
3 
< 

-ct!O 

-El grupo -OH en el C-14, su importancia radica en que confiere solu-

bilidad al compuesto, en la fiqura No. 2, se muestran las estructu--

ras de estos compuestos. 
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1.2.3, Composicign Qu!mica 

A partir de las últimas décadas mediante lós avances de los -

estudios fitoqu!micos, se ha logrado encontrar los principios 

t6xicos en toda la planta,pero la mayor cantidad se localiza­

en las semillas, de donde se han aislado una gran cantidad de 

triqlucdsidos, los cuales se han logrado hidrolizar mediante­

enzimas end6genas que posee la planta, para dar una mezcla de 

monoglucSsidos de los cuales el más abundante es la nerifoli­

na, Cruz(1977), P6rez (1982), Rodríguez (1982) 

Según los estudios realizados en Thevetia thevetioides , por­

Cruz (1977), se propone que la nerifolina y el monoacetato de 

herifolina pueden ser potencialmente una alternativa importa~ 

te en la obtención de digitoxigenina, fármaco de importancia­

en la terapéutica cardiovascular y como intermediario impar -

tante en la síntesis de cardiotónicos modificados. 

En las semillas de Thevetia oeruviana, se han identificado 

dos glucósidos la thevetina A y la thevetina B o cerberósi-­

dos, Bloch (1960), Cosme (1958). En la figura No. 3, se mues-

tran las estructuras espaciales. 

Mediante la acción de enzimas endógenas que se encuentran en­

la semilla, se logra romper los enlaces ~-glucosídicos de 

las po1Loiones 1-6 y de las 1-4, Cruz(l977). Las estructu -

ras de los thavet6sidos aislados se indican en la figura No.4. 
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l,3, Desarrollo de Métodos Sintéticos_E.~<!!_ucós~_s_~­

~ 

A pesar de los avances en el campo de los esteroides, no es -

hasta 1962 cuando el grupo de Sondheimer logra la síntesis t~ 

tal para la digitoxigenina, la cual consta de nueve ~asos pa~ 

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

Se han publicado otras s!ntesis ·para glucósidos cardíacos --­

Okada (1965), Pérez (1982), uno de los principales problemas 

de todas ellas es la naturaleza l&bil del C·l4 hidroxilado de. 

la genina, el cual es f!cilmente removido en medio ácido, un~ 

do a los rendimientos tan bajos por el gran nGmero d~ pasos -

en la síntesis, estas son algunas razones por las cuales hoy 

en día se obtienen los glucósidos card!acos a partir de fuen­

tes naturales. 

------ _qSP 
\ : 

JJ.sP 

R•H Oi9ll0tlgenlna 
R•Ae Acelil Oi;l!oxlQlrino 

FI;. 5 SINTESIS PROPl.ESTA POR SONDliEIMER 
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l.4 !!J:~ ~ Glucéisidos card!acos 

r.s investigaciones en relación a la biosí.ntesis de qluc6sidos card!acos , 

ae ha enfocado a estudiar la incorporaci6n de un precursor marcado y eva-

lua.r posteriormente si se formó el compuesto esperado, por ello es que en 

la actualidad se conocen los principales intermediarios de la ruta biosi!!, 

t6tica,Grunwald (1980), Lucl<ner (1984). 

La bios!ntesis de eaterolH as una ruta bien conocida, la cual parte de -

la substancia mb limpl• como "" la acetilN CoA, Jacobsohn (1970) , Lu-

ckner (1984). 

Bl &cido meval6nico, es un intermediario importallte en la bios!ntesis de-

esteroln, C&patack (1962). Se han realizado estudios de esta conversión­

an cultivos da O,purpurea, Jacobsohn (1968). Adms se demostró que si se 

incorporaba ácido mevalónico marcado con 14c, en cultivos de ~, -

se obtenia la qenina de los cardenéilidos marcada, Ramstad (1960). 

El escualeno es un intermediario bien conocido en la biosíntesis de cole! 

terol, Grunwald ( 1960) • Este ha sido considerado desde hace muchos años -

COll\O un precursor importante en la biostntesis da asteroides y glucósidos 

card!acos, Grunwald (1960), Luckner (1964) • También se ha logrado aislar 

de las semillas de o.purpurea, saqun las inva::;tiqaciones de Jacobsohn 

(1967). 
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Se ha investigado que cuando se incorpora colesterol a los cultivos de P!l!.­

~· se logra obtener carden6lidos, All>erhart. (1973). En cultivos de D.pur• 

purea se ha identificado la presencia de pregnenolona, Caspi (1966) , en ~ e!. 

tud.io posterior, se investig6 la transformaci6n de ésta en glucósidos cardÍ! 

ces Caspi (1968).. La ruta de biosíntesis de progesterona, a partir de cole!. 

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

El precursor inmediato de los glucósidos cardíacos es la progesterona, se ha 

investigado que cuando se incorpora este precursor en cultivos de ~ -

se logra formar los cardenólidos1 Caspi (1967) y Bennett (1968). 

Techesche (1971),, establece los intermediarios en la biosíntesis de carden&-

lides a partir de progesterona y Nánási (1975) encuentra en cultivos de !l:J..!n 

~ que este precursor se metabOliza más rápido que la pregnenolona para ~or­

ma.r a los cardenólidos. 

LOS dos átomos de carbono adicionados para fo:nnar la lacte.na en la est;uctu­

ra del glucósido cardíaco son provenientes del acetil o malonil rV CoA / Luck-

ner (i984),. 

En la fiqura No. 6, se muestra los principales intermediarios que forman p~ 

te de la bios!ntesis de glucósidos card!acos, en relacilin e las investigaci.!?_ 

nes antes mencionadas. 
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1 .S Metabolismo v Acción lnot.rópica 

Hasta el momento no se ha encontrado ninguna relación entre el metabol~srJO ':f 

e~ mecanismo de acción de cardiot6nicos, ya que el primero ae efectúa en el 

hígado y en su sitio de acción (corazón); no se realiza ninqún cambio,Good--

man (1978) 

Los principales car.iinos del metabolismo son vía hidroxilaciones scbre varios 

centros de la estructura, excepto el anillo de lactona, estas transfonnacio-

nes convierten a los cardiot6nicos en compuestos polares, los cuales son más 

fácilmente excretados generalmente en forma de glucorónidos, Goodma.n(l978) 

Los cardiotónicos sen capaces de aumentar la tuerza de contracción del mio--

cardio y los efectos resultantes son aumento del gasto cardíaco, disminución 

del tamaño del corazón, de la presión venosa y del volumen sADguíneo, diuré­

sis y alivio del edema, Goodma.n (1978). 

Los cardiotónicos presentan un efecto inotr~ico positivo, debido a la preseE., 

cia de un receptor específico en la tnembrana del músculo cardíaco. La.. ATPa"". 

sa, esta' envuelta en el transporte activo de los iones Na+ y K+, los c:uales -

19 

son liberados o retenidos por la célula en cada contracción del corazÓ?3o ~ 

(1978) 

La salida de sodio durante la fase de polarizaci6n de la contracci6n del mÚSCE. 

lo, es lo que permite o facilita la competencia de digit&licos sobre el tran~ 

porte de ATPasa Goodlnan (1978). 
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1.6 Culti~o .'!! tejidos Veqet~les 20 

1.6.1. Antecedentes 

El oriqan del cultivo de tejidos veqetales se estableci6 ;on­

los primeros experimentos de Haberlant en 1902, el cual es ¿0 ! 
siderado el padre de esta técnica, y quien cultivando "in vitro" 

células de mesófilo de hoja de Tradescantia ~tobtuvo crecimie~ 
to indefinido de tejido calloso. 

Postula, adem.Ss, que todas las células jóvenes vegetales y de 

tipo somático, tienen una alta capacidad para poder producir 

una planta id!ntica a la que le di6 oriqen, tal capacidad se 

refiere en la actualidad al concepto de totipotencialidad de 

las células veqetale.s, también predijo que se requerían de -­

hormonas para lograr mejores resultados y propuso que tal vez 

se encontraban en el polen, merístem~ o embri~n,Murashige 

(1979) 

Pero no fue sino hasta 1934 cuando se aisló e identificó la -

primera auxina el Se. indolacético mediante las investigacio­

nes de Kogl y Haagen, Murashiqe (19791 

Miller y Skooq 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 efectúan est~ 

dios· en donde se demuestra la gran importancia que tiene· la -

relaci6n hormonal auxina/citocinina respecto a los cultivos -

vegetales 1 Skooq (1957) 

En las d6cadas pasadas, los grupos más preocupados por inves­

tigar el cultivo de tejidos veqetales, eran los propagadores 

de plantas y los fisidloqos vegetales, y no es, sino hasta el 

decenio pasado en el que la producci6n de farmoqu!micos toma 

un particular inter3s y se realizan un qran nOmero de invest~ 

gaciones al respecto Tabata 11976), Reinert (1977), Thorpe 

(1978), Staba (1980}, Man tell (1983), Rnbert [1985) • 



Las aplicaciones más importantes que presentan los sistemas -

de cultivo de tejidos vegetales res~ecto al cultivo tradicio­

nal, se describen a continuaci6n: 

A) Propagación Clonal ~' la cual consiste en reprodu-­

cir rápidamente grandes cantidades de material genetica­

mente idéntico y comercialmente uniforme {flores, frutos, 

etc.}, mediante el aumento de brotes auxiliares y enrai­

zamiento de brotes 1 Murashige (1979) 

B) Eliminaci6n de Pat6genosr provee de beneficios a las 

plantas, ya que el estar libres de pat5genos, se logra -

recuperar rendimiento y calidad perdida por infecciones. 

Se logra, además minimizar el transporte de proplgulos 

-contaminados y acarrear pestes a otras zonas urbanas, -­

Murashige (1979) 

Cl Técnicas 11 in vitre" como ayuda o alternativa paresexual, 

a mejoradores de olantas; en el desarrollo de plantas 

superiores las técnicas de crioconservación, cultivos de 

embriones, 6vulos de anteras y poten, variantes somaclo­

nales, son capaces d~ lograr cultivos resistentes a con­

centraciones elevadas de sales, toxinas, 

condiciones desfavorables de temperatura, y por dltimo -

los cultivos por fusión de protop;astos, contribuyen d~ 

manera notable al mejoramiento en calidad y rendimiento 

de los cultivos de ~lantas superiores 1 Murashige (1979). 

O) Producción de Farmoqu1micos¡ mediante la técnica de Cul 

tivo de Tejidos Vegetales, se espera que se puedan obt!_ 

ner compuestos al~ededor de un año, bajo condiciones -­

controladas del medio ambiente, indepe~dientemente de -
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·. 
ataque de plagas o condicione~ desfavorables de suelo o -

clima1 1o que asequra una producción cont!nua y estable¡-­

Mantell (1983 J, 

Una de las aplicaciones que más promete en este rubro, es la 

de las biotransformaciones de substratos especlficos, median­

te cultivo de Tejidos Vegetales en suspensian (bioreactores -

vegetales), cuyas modificaciones estructurales se efectdan de 

manera selectiva y especf!ica en un sólo paso, lo que la con­

vierte en más eficiente comparada con los procesos químicos. 

La desventaja principal de esta técnica en la obtenci6n de m~ 

terias primas, es que los cultivos acumulan muy bajas concen­

traciones de metabolitos secundarios y se desconoce los sist~ 

mas enzim!ticos responsables de las biotransformaciones. Sin 

embargo, las nuevas metodoloq!as de Ingenierta Genética, con­

templan a mediano plazo que se podrá producir una mayor cant~ 

dad de metabolitos secundarios, Robert (1985). 

En base a los illtimos informes Reinhard (19801, Robert (1985)
1 

Paredes (1986 J dan bases optimistas a la posibilidad de --

comerc1alizar la producción de materias primas para la Indus­

tria Farmac~utica, a partir de la tAcnica de Cultivo de Teji­

dos Vegetales. 

En la tabla No. I, se muestra una lista de productos de gran 

inter&s en Farmacia, que potencialmente ~~eden ser obtenidos 

por cultivo de tejidos vegetales. 
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T A B L •A 

FUENTES VEGETALES DE IMPORTANCIA ECONOMICA 

FUENTE VEGETAL 

GLUCOSIDOS 1 

Digitalis purpurea, o. lanata. 

Theve tia theve tioidee 

Dioscorea compoeit~ (barbasco) 

ALCALOIDES: 

Atropa bellad~ ~­

at1·a1no11ium 

~U!! .serpentina L, 

Catharanthus .~!!~.!! .... 

Cin«!!!..~ succirubra (quina) 

Strychnos .!2E.J (cura.re) 

fusostisma yenenosum .(haba de 

cal abar) 
'-~~~~~~~~--~--~ 

COMPONENTES ACTIVOS 

digitoxina, diyoxina 

nerifolina, peruv8sido 

atropina, escopolamina. 

reserpina 

Vincristina, vincaleuco· 

blastina. 

quina, qui11idina 

d-tubocurarina 

colchicina 

pilocarpina 

fisostigmina 

USO TERAPEUTICO 

Insuficiencia. cardfaca 

precursor de cardiot6 ... 

nicoe 

precursor de a.nticon .. ,. 

ceptivos,' corticoste" .. 

roldes, etc, 

paraslmpa,ticolfticos, 

Antlpsicetlco 

.antileucSmico 

antimallrico 

relajante muscular 

agente a.ntigotoeo 

parasimpatomimdtico 

paraaiinpa.tomim~ tic o 



l.6.2. Producci6n de· cardiot5nicos a partir de· Cultivo de 

Tejidos Veqetales 

La producci6n de cardiot6nicos mediante la tdcnica de cultivo 

de tejidos vegetal, ha sido investigada ampliamente desde la 

década pasada como alternativa importante en su producci6n.-­

Se han realizado estudios de p~oPagaci6n, morfogénesis y s!n­

tesis de "novo", cuyos resultados desafortunadamente indican 

que no hay producci6n de cardiot6nicos1 Staba (1962¡ 1963), -­

Buchner (1964 l, Graves (1967 l, Hi rotani (1977l1 en cultivos de 

Digi talis. 

Existen otras investigaciones en donde se menciona, que se -­

detecta sólo trazas de cardiot6nicos en los tejidos vegetales, 

como lo indican los trabajos de Lui (1979), Rucher (1976), -­

Grave U9SO) y Kartning (1977¡ 1979).al respecto. 

Uno de los principales problemas que prevalec!a, tanto en cuh 
tivos de tejido calloso come en cultivos en suspensión, era -

el de no contar con una metodologta anal!tica, lo suficiente­

mente sensible para lográr cuantific'lr a los cardenÓlidos, en 

las concentraciones tan bajas en que genera1mente se encueñ-­

tran en los cultivos. 

Tal problema se vió resuelto con la implementaci6n del radio­

inmunoensayo, técnica propuesta por .WeJler (1976), para la -:­

cuantificaci~n de cardenólidos provenientes de cultivos de t~ 

jidos vegetales. Tambié~ con la técnica de cromatograf1a de 

líquidos por alta presión se ha tratado de implementar para -

este fin 1 Castle (1975), Mechler (1982). 

otro gra~e problema a Considerar, es que al parecer el tejido 

calloso no posee la capacidad biosintatica de producir al ca~ 

diatónico, tal aseveración fue propuesta después de efectuar 

varias resiembras de tejido calloso, en donde se evalu6 que -

la presencia de cardiot6n·icos disminu{a hasta desaparecer co'!. 

24 



pletamente. ~n v3rios estudios lleqaron a la misma conclusi6n 

se9Gn lo• experimentos realizados .por Hirotani (l977), ~il- -

9ri11 (1977), llelmbold (1970), Garve (1900) y Kartninq (1983). 

Respecto a Thevetia la Gnica publicación que habla sobre tej~ 

do calloso, hace mención que después de varias resiembras 

también desa~arece el contenido de thevet6sidos, de donde se 

puede inferir que en este aspecto su comportamiento es simi-­

lar al de Di9italis, dicho estudio fue realizado por Sen Gopa 

(1981). 

En publicaciones recientes, se presentan resultados alentado­

res, con respecto a la producci6n de cardiot6nicos mediante -

cultivo de tejidos vegetales, poniéndose de manifiesto que -­

los cultivos diferenciados, juegan un papel importante en la 

acumulacién de metabolitos secundarios en cultivos de Oiqita­

~ segGn se presenta en los trabajos de Garve (1980), lliro­

tani (1977), Hagimori (19801 l982a, 1982b), y Anna (1983 J, -­

los cuales evaluan la producci6n de cardiotónicos de cultivos 

diferenciados con formaci6n de brotes provenientes de tejido 

calloso. 

Sin embargo, es importante mencionar que además de requerirse 

de una etapa diferenciada, se ha·observado que también es im­

portante la morfogénesis presentada, esta teor!a presentada -

es resultado de las investigaciones realizadas por Vogel 

(1~91}, el cual al efectuar cultivos diferenciados, tanto de 

brotes como de ra!z, encontró que el mayor contenido de car~­

diotónicos se encontraba en los brotes mientras que en el cu~ 

tivo de ra!z, salo había trazas, tales.observaciones presen-­

tan un paralelismo con las condiciones naturales en donde se 

encuentra el cardiotónico, que es en las hojas de Digitalis, 

las investiqaciones de Gal!ve (1980), Hirotani (1977} y Kart-­

nin9 (1979) apoyan esta teor!a. 

Reepecto al efecto que tiene la luz sobre la producci8n de m~ 
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tabolitos secundarios 1Garve (1981), apoya la teor!a de que la 

acumulaci6n es el resultado de una diferenciacion morfológica 

1ndependientemente de la formación de clorofila o cloroplas­

tos, se ha observaño que el cardiot6nico se forma en presen-­

cia y ausencia de luz, sin embargo. al parecer la clorofila es 

un estímulo positivo, para la biosíntesis de estos cqmpuestos 

segGn los resultados de Haqimori (19821 quien observ6 que los 

cultivos con brotes verdes presentaban un mayor contenido de 

cardlotónic9s a diferencia de los cultivos s~n pigmento de -­

cloro fila. 

Anna en 1983, ralizó estudios al respecto, evaluando la depe!l 

dencia que existe entre los diferentes rangos espectrales de 

luz, encontrando que con la luz azul se logra un est.Ímtilo mé!._ 

yor con respec~o a la acumulación de cardenólidos, resultado 

de gran interés industrial, debido a que su costo energético 

sería menor. 

En relación a la producción de metabolitos secundarios, exis­

ten aúfi muchos problemas por resolver como son, el evaluar el 

efec~o que presentan los nutrientes, -precursores, sustancias 

reguladoras del crecimiento, debido a que existen pocas inve~ 

tigaciones al respecto. 

Haqimori (1982a; 1982b}, ha investigado respecto a los nu­

trientes, encontrando que el mio-inosi~ol, la tiamina y la s~ 

caresa al 3%, incrementan la producci6n de cardenólidos, tam­

bién encontró que la glicina, el &c. nicot1nico y la piridox~ 

na al parecer, no muestran una dependencia sobre la producci6n 

En lo que respecta a precursores,Lui (1979), realiz6 estudios_ 

en cultiv~s no diferenciados de hoja y ra1z, en donde evalu6 

que no se pueden utilizar indiscriminadamente, ya que presen­

tan un margen estrecho entre su efecto favorable y el t6zico 

para la producción de productos secundari_os, 
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En lo referente a substancias re.quladoras del crecimiento co­

mo son AIA, ANA, 2, 40, e.A., se ha encontrado que dan buenos 

resultados sobre la acumulación, !n relación a la cinetina su 

efecto aún no se ha podido determinar claramente y respect~ a 

la GA
3 

se encontr~ que a concentraciones mayores de o.lmq/l -

reprime la producción de cardiotónicos en cultivos de !Hgita-

~· 

También se han realizado cultivos de fusión de protoplastos -

de o.purpurea por Diettrich (1980), sin embargo,· no menciona 

nada respecto al contenido de cardiotónicos, su aportación es 

importante en la implementación de Técnicas de lnaeniería Ge­

nética. 

tn relaci6n a estudios de conservac~ón de l!neas celulares, 

mediante crioconservación, se han realizado investigaciones -

observando se que no sa pierde la capacidad enzimática, debi.do­

a que esta sique funcionando cuando se vuelve a cultivar 

D.lanata, Diettricn (1982). 
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l.6.3. Biotransformación ~ cardiot6nicos ~ ~ 

~ Tejidos veQetales 

La biouansfoni.ación de substratos específico& en substancias de inte­

rés medicinal mediante la técnica de cultivo de tejidos vegetales, es­

hoy en día una de las aplicaciones que más promete para c<:1npetir econ-ª. 

micamente con los procesos tradicionales en la producción de materias -

primas. 

26 

Las modificaciones estruct=.urales específicas son llevadas a cabo de -

una manera fácil y en un s6lo paso, en comparación con las síntesis ... 

qu!micas que requieren de más de Wl paso. Inclusive pueden canpetir -

con las biotransformaciones realizadas por micrc!>organisinos, por ejemplo, 

en la transformación de esteroides, según lo descrito..: por Stohs (1980) • 

En el grupo de los glucósidos cardíacos, se han realizado importantes 

investigaciones respecto a las biotransformaciones que se pueden reali­

zar a través de los cultivos de tejid;s vegetales, con el objeto de lo­

grar ttansformar compuestos específicos en substa.ncias con mayor activ.f. 

dad farmacológica. 

Ono de los procesos más importantes en Iam biotransformaciones soii las­

hidroxilaciones, debido a que permite convertir la digitoxigenina en d! 

goxigenina, substancia que es más potente en la· cltnica, por ello ae han 

realizado varias investigaciones al respecto, con el objeto de em::ontrar 

las condiciones más adecuadas. 

En la fiqura No. 7, se muestran ejemplos de alqunas biotransfo:maciones 

realizadas en la digitoxigenina, mediante cultivos vegetale& 4e Diqitalis, 

~· ~· Alfe:nnan (1977), de donde ,.. concluye que dependiendo 

del género, la hidroxilaci6n ae rea U.a en diferente · posici6n. 
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tas qlucosilaciones son un patr& de b_ict.ranstorzu.ci~ importante, que se -

lleva a cabo sobre las estructuras de cardiotónicos, mediante cultivos de -

tejidos vegetales de Digitali.s y ~' pero tales cultivos, también po-

seen la maquinaria enzimática para realizar la reacc::i6n inversa. ceno &e ilJ._ 

·dica en la. fiq. No. a, seqún las investiqaciones realizadas por Alferman -

11977) y Doller (1979). 

HO J. 
RI R2 

OIQl!oiJQ<rina H H 
Oó1DJdgeMi OH H 
Gltoxl9"flÍ"' H OH 

1:,.-fifolo 

a-

t- rt-. 
115 115 

'Thloetlna A CHO .......... CIC) 
n-ittt.. Clls-· NlllMlla Clls 
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.. 

En cultivos de tejidos veqetales de~ y~· también se han !.!!_ 

vestiqado las biotransformaciones, en donde se efectúa una reacción de o.xi-

dación en el alcohol C-3 transformándolo en una cetona, el cultivo también 

es capáz de realizar una epimerización, según se muest:ra en la figura No.9, 

Alferman ( l977) • 

n¡. 9 BIOTRANSFORMACION DE CAROIOTONICOS POR OXIOACION Y 
EPIMERIZACION 
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Según los estudios realizados, uno de los principales problemas que se pre­

senta en las biotransformaciones, es la obtenci6n de transformaciones simul 

táneas sobre un in1smo substrato, lo cual ocasiona que los rendimiento& sean 

bajos, además de hacer dificil el proceso de separaci6n por la gran canti -

dad de compuestos formados. 

En la biotransformación de la digitóxina, se llevan a cabo diferentes tran!. 

formac1ones como la hidroxilaci6n, 9lucosilación y acetilaci6n cano se ind,! 

ca en la figura No. 10. 

Por ello es que en la mayoria de las investigaciones se está tratando de e!!. 

centrar las condiciones que logren hacer más selectiva a la ,.. -12-hidroxil.!. 

ción, se han realizado estudios con los géneros Oigitalis y ~, Alfe!. 

man (1977), OOller (1977; 1979) e Hirotani (1980), con el género Daucus, J2_ 

nes (1978), también ha investigado al respecto, sin embargo, en todos los -

trabajos se siguen presen-cando los mismos problemas. 

ffeins en 1978, propone hacer más selectiva la biotransfonnaci6n utilizando 

un derivado de la diqito>C.ina, la ~ -metildiditoxina, con la cual se loqra­

hidroxilar en el c-12 con uná buena selectividad, tal aportaci6n marca la­

pauta de que se pueda llevar a cabo un prsiceso a nivel industrial, sin em­

bargo, aún hay problemas por resolver, como es legrar que el derivado se -

pueda solubilizar en otro disolvente diferente al etanol, el cual se ha o~ 

servado que provoca inhibión sobre la reacción de hidroxilación .. 

Con la técnica de cglulas inmovilizadas, Alj:erman (1980), Brodelius (1983), 

implementan un cultivo de células vegetales de O .. lanata, en donde se e~ 

ra la velocidad de biotran~formación de la · (!> -metildigitoxina de las c<!lJ! 

las libres con las atrapadas, la importancia de este estudio es que tal -

sistema se puede uti 1 izar para realizar varias biotransformaciones de un -

substrato especl'.fico. 

Sin embargo, el gran potencial que representan las biotransfo:raaciones re­

quiere aún de muchos aspectos por resolver antes de que se intente l'~li -

zar a escala industrial, uno de los principales problemas ser& el conoci -

miento de los sist.emas enzimáticos definidos que participan en la biotr&n_!. 

formación de substratos específicos. Ademis de estat>lecer la dependencia -

qu.e existe entre parámetros tales como la. luz, pe, velocidad da aqitaci6n, 

tiempo de incubaci6n y temperatura.etc~ 
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1.6.4 Controles en la Producción de 'Farmoqu!micos mediante 

cultivo de Tejidos Vegetales 

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

plantas, protoplastos, tejidos y órqa.nos, tales cultivos poseen atributos 

. en común, como el requerir condiciones de asepsia, de un medio nutritivo­

se tipo artificial, además de contar con un control de los factores del -

""dio ambiente y de tipo biológico para que se pueda desarrollar adecuad! 

mente. 

Además se deben considerar las condiciones en las que se encuentra la -­

fuente vegetal, ya que existe una gran variabilidad asociada al qeno~ipo­

de las plantas usadas como in6culos, por ello será importante considerar­

los siquientes factores ,Staba (1980), Mantell (1963). 

i) SelecciiSn de Organo/tejido 

El requisito fundamental es que el explante seleccionado Clllllpla 

con la totipotencia, y que sea capaz de responder a un est!mulo 

orqanoqénetico, como es el caso de las substancias reguladoras­

del crecimiento auxina/citocinina, las cuales promueven el cre­

cimiento del tejido vegetal. 

ii) Trata111iento Previo de la Fuente vegetal 

en alqu.nas ocasiones las condiciones en que se encuentra la -

fuente vegetal no $00 las más adecuadas para dar respuesta "in­

vitro", por lo que se pueden implementar tratamientos para obt_!!. 

ner hito en su respuesta. La etiolaciiSn,y el uso de gibereli -

nas, son algunos ejemplos de estos, Staba(l980). 

1.6.4.1 Controles del Medio Ambiente 

A) Asepl1a 

en cultivo de tejidos vegetales un requesito importante es te -

ner un medio de cultivo ,libre de contaminantes, debido a que -
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provoca una competencia metabólica por los substxatos, por ello que la -­

desinfestacién del explante sea una etapa primordial. 

La desinfesuci6n superficial del explante, oe lo<¡ra mediante la exposicUin 

del tejido en soluciones a. una determi~ada concentraci6n de agentes quúni • 

cos cano: el hipoclorito de sodio y de calcio, el agua oxigenada y el eta -

nol. 

Se puede mejorar la efectividad de_estos agentes,utilizando gotas de surfa.s, 

tantes como el tween 20, o aplicando vacio a agitación durante el contacto­

del explante con las soluciones desinfestantes. 

Existen tratamientos para reducir la contaminación microbiana como son¡ el­

uso de antibióticos, anti virales y antimicóticos, los cuales se aplican di­

rec~ete el medio de cultivo, sin embargo, su uso no debe ser indiscrimi­

nado, ya que puede ser tóxico al medio, Murashige (l.9791. 

Bl Condiciones Nutricionales 

Para un desarrollo y funcionamiento óptimo de los cultivos, se requiere de­

medies de cultivo cons-:.ituidos por macrosales y mic%osales, así como tam -­

bién por vitaminas, constituyentes orgánic ... os y aminoácidos, Murashige (1962), 

Huang (197ó), Staba (1900). 

i) M.acrosales 

El efecto de las macrosales es el de promover el crecimiento de teji -

dos vegetales, en investigaciones al respecto, se ha observado que si dism_!. 

nuyen los niveles de nitrato, potasio, amonio y fosfato& se altera el cree,! 

miento, Mantell (l9B3). 

En relación al metabolismo secundario su efecto no se ha logrado establecer 

clarrunent.e por haber pocos estudios al respecto.La~ macrosales son respons! 

bles de reqular la presi6n osmótica y el pH. 
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r.a fuanu ~ nitrlSqeno. en loa cultivos está formada por sales de N0
3 

- y -­

w4 +, H ha observado que •• puede· utilizar una u .otra en los cultivos ~­
ro el balance de ambas da un mejor resultado, Fern.lndez (1979), Mantell -­

(1983). 

La fuente de flSsforo t!pica ·es la sal de PO 
4 

• , y su efecto respecto a la-

. producción de metabolitos secundarias se ha encontrado que si se dimninuye 

su nivel a. un 50' prHenta un efecto positivo sobre l4 estimulación de la­

bios!nteais de productos secundados en cultivos de eeqanum, sin embarqo, -

si se diS111inuye a un 10' provoca una inhibición en la biosíntesis del pro­

ducto, Mantell (1983). 

Sl fierro ea importante, ya uqe promueve fo"1111lción da brotes y raices,Mura­

shiqe (1979). 

íi) Microsales 

son elemento.e catalitícos que actúan en las reacciones metab6lieas y de óx! 

do-reducción en las plantas, y su función es como cofactores en los siste -

mas enzimáticos, Staba (1980). 

iii) Fuente de carbono 

La sacarosa o sus componentes monosacáridos, como la glucosa o fructosa, -­

son fuentes de carbono que dan buenos resultados en el cultivo de tejidos­

veqatales, E:n cultivos de cardiotónicos se ha encontrado que la sacarosa al 

3' flÍnciona adecuadamente, Haqimori (1982). 

iv) Viti!lllinas 

Estas no pueden ser producidas por si mismas en la ciHula veqtal, es por -

ello qua Fillinq, estableció la siguiente mezcla cano adecuada para los -

cultivos, la tiamina 10 mq/l, la piridoxina O.S mg/l y ác.nicótinico 0.5 -

mq/l, se han propuestos otras muelas las cuales se utilú:an dependiendo -

los finH c!All cultivo ,!luanq (1976). 
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El uso de ác. ascórbico es más como antioxidante que cano vitamina y 

en conjunto con el ic. cítrico, hacen ~ se eviten las oxidaciooes 

en los. cultivos Huang (1976). 

v) -Constituventes Oralnicos 

El inositol=mio-inositol, es un ccrnpuesto tnuy importante, no es tóx! 

co y para la mayoría de los cultivos es de beneficio al prcmover el 

crecimiento 1 Huang (1976). 

C) Precursores 

El uso de precursores en cultivo de tejidos vegetales, es cai el fin 

de esttmular la biosíntesis de metabolitos secundarios. 

Existen algunos ejemplos, en donde se ha ev.aluado que la productividad del 

~tabolito secundario, se ve limitada por falta de W'J precursor, como en el 

caso de la biosíntesis de alcaloides del trepano, en donde la adici6n a.;: -
ácido trópico como precursor directo incrementa la acumulaciái del uetabol!. 

to en el medio de cultivo, sin embargo, tambi-én hay investigaciones en· doo.-

de el precursor resulta t6xico, Tabata (1976). 

En culti-.os de Dioscorea deltoida, se ha encontxado c¡ue si se incorpora 100 

-mg/l de colestexol, se incrementa la prod>ectividad de diosgenina en Wl 100' 

l!antell (19831. 
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D) Substancias Reguladoras del crecimiento 

En la actualidad se conocen substancias que actúan en los diferentes esta­

dios oo.toqenéticos de la planta, a los cuales se les denomina hormonas ve­

getales o reguladores del crecimiento. 

\lent y Thieman en 1934, definen COlllO hormonas vegetales a ciertas substan­

cias producidas an ut:ucturaa o tejidos de la planta y posteriormente - -

transferidas a otra• para ejorcer su influencia en procesos fisiológicos -

Hpectfl.cos. 

El tGJ:llÚ.no hor:mon11. propi&m1nt1 corresponde al lenguaje de los fisiólogos -

ani.m.:tlea, ya que (ueron dlos los que desarrollan este concepeo. Definen 

l. la. hormna como una substancia sintetizada en una glándula secretora es­

pecltica, para producir un efecto típico y específico en un punto distante 

ele su origen. 

En el caso de las "Hor:monas vegetales", se pueden definir su sitio de s!n­

tHis, pero su efecto va a dopencler del tipo de tojido u órgano sobre el -

C'Jal actúe , Meare C U791 • 

Poi: otra put.•, •xi.aten substancias sintéticas capaces de causar efectos -

1.i.milue1 a. los provocados por las hormonas veget~les que son sintetizadas 

por la plan ta. 

En la actualidad, se ha preferido denominar como "regulador del ~recimien­

to•, a toda substancia natural o sintética capaz de provocar una respuesta 

fisiológica y morfológica en cualquier etapa ontogenética de la planta, -­

Moore (1979). 
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La interacción hormona-nutrientes, es de vital importancia en la productiv!, 

dad de meubolitos secundarios, Gresshoff (l97B). 

El grupo de substancias reguladoras del crecimiento esta formado por,- las 

auxinas, citocininas, giberélinas, ácido abscísico y etileno. 

i)-~ 

La primera auxina natural encontrada, fue el ácido indolacético en -

1934, y a partir ó.e esa fecha se han encontrado m gran número de -

substancias coo efectos sjmilares a éste. En la figura No. 11, se -

muestran sus estructuras. 

En base a diversas investigaciones, se ha podido establecer su pote~ 

cia, Murashige (1980): 

ÁIA (AIB< ANA( MCPA( 2,40 (2,4,ST (Picloran 

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

las yemas y en las ápices de creciru.eñto de hojas y raíces. 

Algunos de sus efectos más ilnportantes son: Moore (1979) 

1) Inducir wia respuesta fisiológica a concentraciones de 10-6 M. 

2) Presentar un efecto alostérico, que "'activa la biosintesis de cie!. 

tas proteínas. 

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

4) Promover la elongaci6n celular. 

S) PromoVer la presencia del ARN mensajero en, la s!ntesis de prote!­

na.s. 
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En relación al• metabolismo secundario, se ha encontrado que la cantidad y -

tipo de auxina, influye en la productividad de wt compuesto específico, por 

ejemplo en cultivos de Papaver bracteatum, se observó que para la biosínte­

sia de Tebaina, la au.xina AIA, es mas adecuada que el 2,4D o NM, Gresshoff 

(19781. 

En otro estudio, en la biosíntesis de nicotina, se observó que la auxina AIA 

activa la producción del metabolito secunduio, mientras que la auxina, 2,40, 

la suprii>e,Mant<.ll (1983). 

ti t Ci tocininas 

La primera citocinina aislada fue el 6-furfurilamillopurina (cinetinal , 

identificada por Miller en 1955, de esperma de arenque. 

En la actualidad a toda substancia que presen~e la misma acción fisiológica 

a la cine tina,. se le denomina citocinina¡ en la fiq. No.12, se muestran las 

estnicturas de las eitocinas sintéticas y naturales. 

LOS embriones, la raíz y los frutos jóvenes, son la fuente más común de ci­

tocininas, Murashige (19801. 

Algunos de sus efectos uiás importantes son: Moore (1979). 

11 cambios de polaridad en la membrana, que dan cano consecuencia un -

est!l!lulo al crecimiento. 

21 Participan en la !Ullltiplicación celular •. 

31 Están involucrados en los procesos de iniciación y p:r:ollferaci6n de 

bretes. 

41. PrO!lueve el rompimiento de la dormancia en las semillas. 
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Con respecto al mct~olismo secundario, su participación en el balance hor-

monal aux1na/citocinina, se ha obsérvado que es imr.10rt.ante para la biosín1:!. 

sis de compuestos secundarios., Mantell Cl983l. 

iH) Giherelinas 

Las qibere linas san di terpenos, aislados de hoogos y plantas, hasta 

1979 se conocían 39, de las cuales las más abundantes son: 

Gii, Gh3' G1> 4 y GA7 • 

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

aspe etas: 11oore ( 19 79) 

1) Superar la dorrnancia en semillas, mediante la inducción de sínt.e-

sis de enzimas hidrolíticas de tipo mnilasa 

2) Promover la elongación de tallos, ápices o brotes en cultivos "in 

vitre". 

iv) Acido Abscísic:o 

El ác. absc!sico (ABA) , fué aislado de frutos de algodón en 1965. 

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

1) Estimular la abscisión. 

2) Acelerar la caída de las hojas y fruto. 

3) Prolongar la dorinancia en la semilla. 

4) Inhibir la floración de plantas de d!a largo en día corto. 

Sl Inhibir la síntesis de enzimas inducidas por AG3• 

Y)~ 
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El eüleno es un canpuesto gaseoso que regula el crecimiento vegetal, 

que es producido por la misma planta en situaciones de Stress y sus -

efectos son regularmente negativos como: Moore (1979). 
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11 Ser .i:6xico 4 la planta. 

2) Producir hinchazón lateral de tallos.· 

3) Inhibir el transporte de auxinas, provocando pérdida del compor­

tantiento geotrópico normal. 

· El Factores F!sicos 

i)~ 

El efecto de la luz, jueqa un papel importan te en la producción de l11! 

t.ú>olitoa .. CWld&rioa, en diferentes invest:iqaciones se ha tratado de 

•ncont:ar la dependencia con este fact:.or en relación a un producw ª! 

pac!!ico. tlesde el punto de vista econéimico, el poder realizar el 

proceso en obscuridad lo hace más a.tra.cti.vo, sin embargo, esto no es 

siempre p09 ible de re ali •ar, Taba ta ( 1976) , s taba ( 19 80) y Man tell --

(1983) •. 

ii)Temperatura 

Es un factor importante en la velocidad de crecimiento de los tejidos 

vegetales, los cuales se desarrollan adecuada.zente en un rango de 25º 

a 2a•c, Staba (1980) • 



l.ó.4.2 Controles Biol6gicos 

Al Crecimiento 

Existen pocos estudios acerca de la velocidad de crecilniento y su dependencia 

con la formaci6n de productos seCW'ldarios en cultivos de tejidos vegetales. -

Con base en los datos experimentales, se postulan tres mecanismos de produc-­

ción-crecimiento, Ta.bata (1976). 

En el to., la fomación de producto, procede casi siempre en relación parale­

la con el crecimiento celular, la producción de nicotina, así como la de ale~ 

loides del trépano son algunos ejemplos de éste tipo, en otros estudios:, se -

ha observado que la fase logarítmica es en donde se presenta la máx.ilna conce!!. 

tración. 

En el 2o., la producción de productos se retrasa hasta que el crecimiento ce­

lular declina o cesa. 

En el 3er. tipo, la curva de producción es difásica, y la producción se pre-­

senta inÍerior a la curva de crecimiento, como es el ejemplo de la biosíntesis 

de diosgenina. 

Con los postulados propuestos, se propone i.Ílc~ementar la eficiencia de la p~ 

ducción mediante una disminución en la fase lag, antes de que se inicie la -

síntesis del producto. 

BJ Diferenciaciál Morfolócrica 

En las plantas superiores, existen ciertos canpuesto's, los cuales son sintet!, 

zados o acumulados, sólo en un órgano o tejido en particular, por ejemplo, -

compuestos como la nicotina y alcaloides del trepano se localizan en la raíz., 
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Staba (1980), 

se ha demostrado que se puede inducir Wla diferenciación morfológica, medi~ 

te la formación de brot.es en cultivos no diferenciados de tabaco para lograr 1 

la bios!ntesis de nicotina,Tahata (1976), Han tell (1983). 

Por otra parte, también ha logrado inducir la diferenciación química, medi~ 

te medios artificiales, .sin que se presente diferenciación morfológica, en -

la bios!ntesis de canpuestos específicos, un ejemplo al respecto, se presen­

ta en la producci6n de derivados da ~· cuyos compuestos en la planta 

se localizan en las capas del corcno de La ra!z. Se na observado en lll'l cul­

tivo de tejido V•~tal <t>J.e carece da células de corcho, que es capaz de pro­

ducir 101 met&llOJ.itos· Ncundarios, Tabata (1976). 

Cl !l<presión,, del Metaboliamo secundario 

I.a bios!nteail y act.11111la.ción da la mayoría de los productos secundarios esta 

limitada a células especializadas resultado de un proceso de diferenciaci~ -

Luckner tl984l • 

La diferenciación celular es uno de los mecanismos básicos de regulación me­

tabólica en todo ser vivo. Las proteí.nas formadas como resultaó.o de múltiples 

procesos de diferenciación, pueden ser clasificados respecto a su importancia 

biol6qica, en la Tabla n, se indican la1 difaren~ias enue las proteínas del 

metabolismo primario y lu prote!nu especializadas,Lucl<ner (1977). 

En relación a la tabla anterior, se puede decir c¡ue el metabolismo secunda- -

rio, puede ser <W~inido cano la biosí.ntesis, -cransformación y degradación de 

compuesto• producidos endogenamente, mediante proteínas especializadas de 

&cuardo a la clasificación de Luclcner (1977). 



T A B L A No, 11 

PROTEINAS COMO PRODUCTO DE UN PROCESO DE DIFERNCIACION 

LUCKNER (19771 

A PROTEINAS DEL METABOLISMO B PROTEINAS ESPECIALIZADAS 

PRIHAUO 

La formación y función de -

estas proteínas, es de impo~ 

tancia intracelular para su 

mantenimiento, reproducción 

y existencia. 

11 ~ 

Se encuentran envueltas en 

la expreSión genética, en -

el metabolismo de ác. nucl~ 

icos y aminoácidos, también 

son suplementos energético, 

.así "como en la síntesis y -

degradaciSn de ác, gras.os, 

etc. 

21 PROTEINAS NO ENZIMATICAS 

Estructurales de memb.rana -

celular y protoplasma, etc. 

La función de éstas es vital, 

generalmente en conjunto, su 

formación frecuentemente no -

tiene importancia directa pa­

ra la misma eAlula, 

l)~ 

Proporcionan a la c6lula fun­

ciones de especialización, -­

participan en el metabolismo 

secundario, en el catabolismo 

q~e degrada a fármacos, nut -

trientes especiales, etc., y 

también en la morfogénesis. 

2) PROTEINAS NO ENZIMATICAS 

Que tienen una tunci6n espe-­

cial de reserva, regulatoria, 

etc. 
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La regulación de la actividad enzúnática en el metabolismo secundario puede 

ser influída, no solo por la presencia de precursores, sino tanibién por. la -

acU111ulación de productos (inhibición por formación de producto por interac--

ción alostérica o canpetencia con el substrato por el sitio de enlace}. Exi!. 

ten experimentos "in vi tro" en donde se demuestra que las enzimas del me~ 

lismo secundario son responsables de la inhibición por producto, tuckner - -

(1984). 

También se ha especulado en relación a que se requiere de ciertos canales i!!,. 

tracelulares para el transporte de precursores y de enzimas especializadas -

al sitio de biosíntesis de productos secundarios, lo cual hace que en algu--

nos casos se vea litni tada la velocidad de producción. 

El microambiente, así .. como la compartamentalizaci6n al parecer también:· -

juegan un papel importante en la producción- de productos secundarios. Exi!. 

ten estudios en donde se demuestra que muchas enz.imas del metabolismo secun-

dario están asociadas a las membranas del citoplasma, vacuolas, microcuer-

pos, etc., Luckner (1984). 

Los productos secundarías hidrofílicos, se ha observado que se acumulan én -

compart:.ímentos separados del citoplasma como VjlCUOlas, vesículas de Golgi, y 

en el espacio extraplásl:n.Íco, mientras que los productos secundarios lipofíl! 

cos pueden acumularse en las membranas mismas, por ,ejemplo los carotenoides 

en la membrana celular, la clorofila y el · ác. giherélico en la membrana de 

los cloroplastos, Luckner (19841. 

D) Algunas Especulaciones acerca de la Evolución y Mecanismo de Control 

en el Metabolismo Secundario 

El metabolismo secundario, ha sido caracterizado por un alto grado de orden, 

en donde los mecanismos de control lnás impoz;tante san: Luckner (1984). 

48 



49 

·. 
1) Control estricto de la biosíntt•!ds, degradación de metaboli tos secll!?. 

darios. 

2) Regulaci6n de la actividad enzimSti!=ª· 

3) Comportamentalización de enzimas especializadas. 

4) Transporte de precursores, inte.cmeñiarios, enzimas y productos se~ 

darios, a través de Canales intracelulares. 

5) Integración del metabolismo secundario en los programas de diferen-­

ciación y desari;ollo relacionado con la etapa morfológica en la cual 

se lleva a cabo la formación del producto secundario. 

Luckner ( 19 80) , ·propone tres principios fundamentales acerca de la -

evolución del metabolismo secundario. 

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

de eliminación de exceso de compuestos, al mismo tienpo funciona co­

mo un factor de regulación fisiológica o ecológica, creando, por lo 

tanto un beneficio para las plantas• 

b) Sin embargo, hay características del metabolismo secundario, que no 

han sido explicadas ampliamente, como es la utilidad de los compues­

tos formados para la propia planta, así como la heterogeneidad de e~ 

tructuras químicas canplejas, así como .su restricción en su distrib!:_ 

ciál como es el caso de los esteroides y los alcaloides, etc. , pre­

sentes solo en alqunos géneros. 

e) La capacidad de formación de productos secundarios, puede ser conser 

vada por un largo per!odo, siempre y cuando tales compuestos no sean 

utilizados por la planta. Por ello se supone que la s!ntesis de la 

mayoría de los productos secundarios se considera wi recurso metabÓ­

lico menor. 



l. 6. 5 cultivo de Tejido Calloso 

El tejido vegetal que más se ha investigado hasta la fedla es el tejido callo­

so. Los callos se encuentran en la naturaleza como resultado de un daño mecá­

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

La inducción de tejido calloso, consiste en la división y proliferación oelu-­

lar, y se puede originar a partir de explantes de corteza, canbium, floema se­

CWldario o xilema parenquimatoso, también requiere de un medio ambiente apropi!. 

do, constituido por nutrientes, substancias reguladoras del crecimiento auxina/ 

citocinina y de: factores físicos como la luz y la temperatura, Narayanaswamy -

(1977). 

los cultivos de tejido calloso, se definen como tejidos que proliferan conti-­

nuamente de manera desorganizada, dando lugar a una masa amorfa de células, --

Gresshisff (1976). 

Los callos de especies diferentes pueden var~ar en su apariencia exterior, te!_ 

tura, coloración y friabilidad. 

La pigmentación del tejido calloso, varía aún entre la misma especie. LaS co­

loraciones que presenta son verde claro (presencia de clorofila) , o amarillo -

pálido o albinos (presencia de carotenoides, flavonoides o púrpuras); la pig-­

mentación puede ser unifome o m:>teada y la intensidad de ésta, se .ve alterada 

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

pera'tllra, Narayanaswar.rt (1977). 

La diferenoia en tipo, tamaño y fo:cma celular, varía de acuerdo a diversos fa_s 

tores como: el orÍgen, edad de los cultivos y composición del medio nutritivo. 
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El crecimiento acelerado en los cultivos, Promueve la formación de células al 

tamente vacuoladas, de formas diversas desde esféricas hasta filamentosas, Na 

rayanaswomy (1977) • 

La organogénesis en tejido calloso se loq:ra mediante la manipulación de cons­

tituyentes nutricionales y por la incorporación de substancias reguladoras 

del crecimiento auxina/citocinina, Gresshisff [1978). 

o 

• 
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l.6.6. Problemas :i. Perspectivas .2:d. ~ .!!!. Tejidos vegetales 

A fin de que se pueda llevar a nivel industrial, la aplicaci6n de cu! 

tivo de tejidos vegetales, en la producción de farmoqullnicos, será n~ 

cesario satisfacer una serie de requisitos para 109rar este objetivo, 

Tahata (1976), Petiard (1979), Staba (1980), Mantell (1983), Robert -

(1985). 

l) -L~ velocidad de crecimiento celular, as! como la bios!nte­

sis del producto específico, deberá realizarse en un corto 

tiempo y con buen rendimiento. Como las células vegetales­

t.ienden a proliferar lentamente cuando se producen a gran­

escala, se pretende resolver este problema mediante la im­

plementación de manipulaciones genéticas. 

2) -El producto secundario formado, deber& permanecer integro­

sin sufrir acci6n catabólica en el cultivo, y de ser posi -

ble sería adecuado que una vez formado se excretará al me­

dio de cultivor también se tendrá que evaluar, si no ex.is-:: 

te efecto de represión por una alta concentraci6n de pro· -

dueto acumulado en la célula. 

3) -Las células Cultivadas, deberán ser estables genéticamente, 

con el fin de dar siempre la miSl!la calidad y rendimiento -

del producto, se piensa que el método de crioconservación­

de células, serS un método útil en la conservaci6n de u:. -
neas celulares altamente productoras y de un alto valor -

económico. 



4) .. 99 deberán abatir los costos de producción relacionados con los 

constituyen-e.es del medio de cultivo, los procesos de separación, 

as! como los requerimientos enerqéticos, con al fin de que se -

considere rentable para su producción. 

Los avances de los últimos años en relación a la· producción de fa~f 

!llicos, mediante la técnica de cultivo de eejidos vegetales, ha sido de-

9ran importancia, a continuación, se resumen algunos logros, Mantell 

(1983), Robert (1985), 

a) -encontrar cultivos vegetales capaces de producir un 9roducto se ... 

cundario específico, con una s1:n1lar o superior velocidad de pro­

ducción, en comparación con la fuente vegetal. 

b) -se· ha loqrado ac:umular prQductos secundarios en cultivos de te ji· 

dos diferenciados, eJemplo en cultivos de brotes o de ral.z.Así -

ccmo tam.biEn en los cultivos no diferenciados {tejido calloso) 

e) •Se ha demostrado que la actividad biosintética. de cultivos celu ... 

lares, puede ser intensificada por regulación de factores del m!_ 

dio ambiente, asi como por la selección artificial o p<>r indu -­

cción de variantes somaclonales .. 

d) •El posible uso del cultivo de tejidos .vegetales para las biotran~ 

formaciones específicas de compuestos na~urales, ha sido demostr~ 

da y es uno de los potenciales que más promete a nivel indust%ial. 

Sin embarqo, a pesar de los qrandes lo9ros alcanzados, todavía se ten­

drS. que fortificar algunos aspectos, as! como resolver aún problemas de 

tipo básico y práctico antes de lograr la 111eta. 
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2) Planteamiento del Proble1111 

L& fuente de obtenciái a nivel mundial de los 9luc6sidos card:Cacoa, es a par­

tir de las hojas de Digitalis, actualmente a pesar de encontrarse en baja• -

concentraciones resulta más rentable obtenerlos de esta manera, que a pa'rtir 

de métodos sintéticos, ya que éstos son 9eneral11'ente complejos y costosos. 

Sin embargo, el abastecimiento nomal de estos productos naturales se enfren­

ta. a graves problemas como sms la explotación incontrolada efectuada por el 

hombre, disturbios del 1!1edio ambiente, cambios de clima, plagas, etc. La té:, 

nica de cultivo de tejidos .,egetales surge COl!IO 'Ulla alternati.,a biotecnolf'>9i­

ca en la solución de tales problemas. 

- 54 

La digitoxina es una estructura estratégica en la acti'Vidad cardiot6nica, por­

ello que se considere un intermediario importante en la producción de nuevos -

glucósidos cardíacos. 

México cuenta con una altemati.,a en la pr~cci&n de digitaxina, a partir de 

semillas de ~· según investigaciones realizadas por Cruz (1977) y la -

ENEP zaragoza, Pérez Cl982l y Roddguez (1982). 

Cabe mencionar que los g luc&sidos cardiacos; son un grupo de finacos ·que se -

importa en su totalidad en el pab, según informes del IMCE 11983). Memas, -

de ser los fSrmacos de elección en padecimientos cardionscul.uea, enfezmedad 

que ocupa el tercer lugar ele ' incidencia en !lbico (1974) • 

En el prennte proyecto, se propone il!p1-ntar l• tlcnica de culti'VO de teji­

dos vegetales, con el fin <Se lograr obteMr cardiot6nicca biotecnol&gi-te, 

a partir de un cultivo de tejido calloso dll ~· gbro mpli.....,te 4i•­
tribu1do •n el pa!a. 



.. 
Es importante mencionar que existen pocas· investigaciones en relación al gé­

nero ~mediante la técnica de cultivo de tejidos V<19etales, respecto 

a la acwnulación de Thavetósidos, el único estudio al respecto es el de Sen 

Gopa (1981). 

En relación a estudios de biotransfornoactan sobre estructuras de glucósidos 

cardíacos, Doller (197711979] y lleinhard (1980}, realizan transformaciones 

mediante cultivos da ~ • 

Por ello que resulte interesante establecer un cultivo -vegetal de tejido ca­

lloso con el género ~, que reúna las condiciones adecuadas para la -

producción de thevetósidos, lo cual dará la pauta y las bases para poder re~ 

lizar en una etapa posterior, estudios de biotiansformaciones sobre las es-­

tructuras de los glucósidos cardíacos, técnica cuyo potencial es uno de los 

que mis prccnete para cCl!lpetir a nivel industrial con los procesos tradicione 

les. 

Por' último, es importante considerar que el modelo experimental planteado con 

el género Thevetia, dará la pauta en el conocimiento de esta nueva Biotecno­

log!a Vegetal, cuyo potencial en la producción de farmoqu!micos, se contempla 

COlllO una importante alternativa. 
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3) Objeti-vos Espeei!icDs 

al -seleccionar el explante ús adecuado para la inducci&i 

de tejido calloso de Thevetia thevetioides. 

b) -Correlacionar la cinética de crecimiento con la cinét! 

ca de contenido de thevet6sidos. 

c) -Evaluar el efecto del balance hormonal Auxino./Citocini.na 

en el crecimiento y contenido de thevet6sidos. 

d) -Evaluar el efecto de las fotocondiciones (luz-obscuri­

dad-fotoperíodo) , respecto al crecimiento y contenido 

de thevetósidos. 

e) -Analizar estadísticamente los factores involucrados en 

el crecimiento y contenido de thevetósidos del tejido -

calloso de ~ thevetioides. 
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4. Hip6t•ai1 

Con la implamantaci6n da aste mod•lo de cultivo 

de tejidos veqetales se loqrarl establecer los -

factores involucrados en la inducción de tejido-

calloso y la presencia de thevetósidos. 

Siendo esta informaci6n extrapolable al modelo -

de cultivo de'tejidos de otros vegetales como 

producto~es potenciales de cardiotónicos. 



1 

¡ 

5. 

5.1 

5.1.1 

5.l .2 

5.1,3 

Materiales y Métodos 

Materiales 

~ 
Autoclave vertical marca AESA Mod. 3001 127 VCA 

Cmnpana de flujo lmninar marca VECO 

Balanza anal! tic a marca BOSH S 2000 cape. 200g sensibili­

dad 0.1 mg. 

Refrigerador marca FRIIATIC Mod. llF 200 serie 8505-334, 

Estufa con temperatura. controlada CASA RIOS -.rea en trá­

mite 127 volts. 

Agitador magnético MAGNESTIR. 

Potenciómetro CONDUC'l'llONIC pi! 20 

Agitador Vórtex SUPERMIXER 1290 LAB-LINE Ins~nts Rota­

vapor Marca Buchi 133833. 

Balanza granataria OHAOS Cape. 2160 g. 

Material de Vidrio y otros 

Material de vidrio de laboratorio marca ~· 

Frascos de gerber con tapa de plástico. 

Bisturí / navajas X-ACTO 24 

Pinzas de disección 

AlgodÓn 

GaS& 

extractor SOJlhlet marca PYREX . 

Cromatofolios Pl de gel de s!lice 60 F 254 MERCIC 

Material Biol6gico 

Las semillas de ~ thevetioides se recolectaron en la -

localidad de I:túcar de Matainoros, Estado de Puebla, en el J:m. 

9 de la carretera Izúcar de Matamoros - Oaxaca, a una altitud 

de 1340 Km. sobre el nivel del mar. 



~ 
Cloruro de Calcio dihidrat.Ído R.A. 

Nitrato de anw:inio R.A. 

Nitrato de .potasio R.A. 

Tetramolibdato de amonio dihidratado R.A. 

Sulfato de magnesio heptahidratado R.A. 

Sulfato de manqaneso · tetuhidrato R'A'. 

Sulfato de cobre pentahidratado R.A, 

Sulfato de zinc hept&idr&tado R.A. 

Sulfato ferro10 heptahidratado R.A. 

Stil•ndiml.Dtetracetato de 1odio R.A. 

Cloruro de cobalto hexailidratado R. A. 

ra1tato dibllico de pota.to l\.A. 

Acido ptarico R.A. 

Kidmido d• •odio 1\,1\, 

Aoido alorhtdrico R.A. 

'Alcohol at!lico R.A. 

Clorofomo R.A •. 

!!etanol R.A. 

Eter et!lico R.A. 

Di.metilfomamida R. A. 

Diclorometano R.A. 

Acido nicot!nico R.A. 

Cine tina 

Acido indol acético · 

Acido :Z,4 dialo~ tenoxiac:Ctico 

Glicina R.A. 

Mio•tnOlitol R.A. 

Clorhidrato da piridoxina R.A. 

Clorhidrato da tia.mina R.A. 

t>eróXido da hidrógeno 30' R. A. 

Acido Sulflirico concentrado R.A. 

Actdo Bi'>rico R,A. 

Ioduro de potasio !l.A. 

H.tpoclorito da sodio canercial 

R.A.BAKE!l J .T. 

SIGMA Cll!:ll 

MERCK 

TECNICA QUIMICA 

scorr aucTrvo 
.CI.ORALEX 
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5.2 Metodología 

5 .2. l. Preoaraci6n del Medio de CUltivo 

El medio de cultivo que se utiliza es el de !!Urashiqe y -

Skoog MS (1962) • 

-Preparar las siguientes soluciones stock= 

SOLUCION SOLUCION STOCK 
CONCEN"l'RACION 
PINAL (mg/ll 

A: CaCl
2 

.2H
2

0 44 440 

B: NH
4
No

3 
165 1650 

RN0
3 

190 1900 

C: Kl 0.083 0.83 

COCl
2 

.6H
2

0 0.0025 0.025 

O: !a1l04 17 170 

H
3
Bo

3 
0.62 6.2 

·Na~o04 .2H
2

0 0.-025 0.25 

E: Mgso
4 

.7H
2

0 37 370 

Mn504 .4H20 2.23 22.3 

cuso
4 

.SH
2
0 0.0025 0.025 

ZnS0
4 • 7H20 o.86 B.6 

F: FeS0
4 • 7H20 2. 78 27.B 

Na
2

EOTA 3. 73 37.3 

G: Glicina 0.2 

Ac. nicot!nico o.os 0.5 

Mio-inositol 10 100 

H: Clorhidrato piridaxina o.os o.s 

Clorhidrato de tiamina 0.01 O.l 
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-Pesu todo~ lgs componentes. y disolver en aqua des.tilada y des±oniza-· 

da '/ aforar a un Htro. 

-Excepto .los de la solución P, la cual se prepara de la siguiente for' 

ma; disolver primero el EOTA en agua caliente, con agitación constan­

te, incorporar lentamente el sulfato ferroso hasta que la solución ad­

qui8ra una coloración amarilla cristalina. En caso de que se presen­

te una soluci6n turbia o un precipitado, se sugiere volver a preparar 

la solución. 

-Solucimes de roquládores del crecimiento: 

Auxina: Pesar 10 mg del AIA o del 2,4 D y disolverlas en unas gotas -

de hidróxido de sodio 0.5 N, adicionar una poca de aqua hasta 

que se disuelvan canpletamente y aforar a 50 ml. La concen-­

tración final es de 200 mg/l. 

Citocinina: Pesar 10 mq de cinetina y disolverla en unas gotas de áci 

do clorh!drico O.S N, incorporar un pocc de agua destilada y 

disiaiizada hasta que se disuelva completamente y aforar a 50 

ml. La concentraciéri final es de 200 mg/l. 

Las Jolucie11es de reguladores del crecimiento, deben usarse de preferencia -

frescas. Las soluciones G y fl (vitaminas}, sólo se conservan por unas tres -

semanas aproximadamente, ya que se descomponen y son susceptibles a la conta­

minación microbiana. 

-En un matriz, adicionar aproximadamente 500 ml. de agua destilada y -

desionizada, adicionar 10 ml. de las soluciones A a la H en ese or-

den, posteriomente incorporar las soluciones de las hormonas en la -
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concentración que se va ha evaluar y por 6ltimo adiconar 30 g. de 8! 

caresa y se aj11St11 a pe 5. B. 

-Adicicnar a qr. de agar, disolver por calentamiento con agitacién P! 

ra evitar formación de grumos y enfriar. 

-Aforar a un litro, vaciar el 11Edio con una probeta de 20 1111. a cada 

frasco gerber, tapar estos y esterilizar a 115'C (15 lbs.) por 15 m!_ 

OU'tos. Oejar solidificar el medio y se conserva en refrigeración. 

5.2.2 Preparación del material Biológico 

A) Conservación de las. semillas. 

Después de la recolección de los frutos de ~ thevetioides, se procede 

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

promueve la contl!llli.nación de la semilla. 

Las semillas se ponen a secar en una estufa .~e 40°C por 2-3 dÍas para su ~ 

servación. 

B) Hidratación de las semillas de ~ 

Las semillas de ~· presenta una cubiert21 dura (como la nuez), la ·cual 

debe de abrirse cuidando de no dañar el tejido. 

-Colocar las semillas en agua destilada por un dta. 

-Lavar varias veces las semillas y quitar la ll!ld:>rana exterior que las 

""!>ren, sin dañar el tejido. 

-Colocar en una solucién de etanol al 70\ por 2 minutas y lavar. 

-En .., .. campana de flujo lalllinar, lavar las ileloillaa con agua destila-

da estiril 4-5 veces y drenar el recipiente. 

62 



..Colocar las semillas sobre una soluci6n de hipoclorito de sodio al S\ 

por 20 minutos. 

•IAVU las s8111illas con agua destilad& estéril 4·5 veces para eliminar 

el exceso de hipoclorito de sodio de la superficie. 

•Tomar la semilla con una pinza de diaecci6n y colocarla sobre una ca­

ja pet:ri, conteniendo papel tiltro Ht,ril, para quardar la semilla • 

en condicianH Ht,ril••• huta el 11101111nto de la siembra <no debe de 

puar de 3 d!Hl • 

Cl Obtanci&i del explant•. 

~!n ccridicionH Htiril.ea, •• tama a la. semilla y se procede a reali­

Hr coitH cil!ndricos del c;:otiledén y el embri6n se le aisla comple­

to. 

-Reunir estos explantes en cajas de petri diferentes • 

..Colocar cada explante por separado en una soluci6n de hipoclorito de 

sodio al S\ y se deja reposar por 15 minutos. 

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

ccn agua de•tilada eat,ril. 

•Patar loa uplantes a cajas de petri conqmiendo papel filtro estéril 

pera <tdaorl:Jer "1 ax ceso de agua. 

·I.o• explantas obtenidos de esta manera están listos para la siembra. 

s.2.J. ~ 

•En ccndicicnes estériles en una campana ele flujo laminar, se procede 

a la siembra 1 
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-Tomar un frasco coa medio de cultivo, destapar y colocar el explante 

con <1yud<1 de unas pinzas de disección flameadas previmnte y se ca-

loca en la parte central. 

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

5.2.4 tncubaci&i 

Todos los frascos con tejido se incuban a 28ºC ! 1 ºC, en fotocondiciones se-

9ún se requiera en el experimento. 

-Luz (24 hrs.) 

-obscuridad (24 hrs.) 

-Fotoperi6do ( 16 hr. lu:r./8 hr. obscuridad) 

5.2.5 Padmetros de Crecimiento del Tejido Calloso 

A) Indice de Peso Fresco 

-Extraer el callo del frasco después tle un tiempo (t) de incubac16n. 

-Colocar el callo sobre un papel glassine previamente pesado. 

-Pesar el callo se pesa en una balanza analítica. 

El índice de peso fresco se detemina mediante la siguiente f6rmula: 

datde: 

IPF • 
PPD -PFI 

PFI 

IPF • Indice de peso fresco 

PFD • Peso del callo después de un tíenp> (tl de incub!. 

cién. 

PFI "' Peso del explante inicial. 

El Indice de peso fresco que se zeporta, ea el promedi\:> de tres ca• 

llos. 



BI Peso seco 

•Extraer el callo del frasco después de un tiempo (.ti de incubación y 

se coloca en un tubo de ensaye tarado. 

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

teniperatura de 6S•c. 

•Pesar el tubo con el callo seco y detetminar el peso seco por clife-­

renQ!a con el peso inicial. 

El peso seco que se reporta es el pranedio de tres deteminaciones. 

S.2.6 Porciento ds Inducción de Tejido Calloso 

El porciento de inducción se determina por la observación de la presencia o -

ausencia de inducción de callo y se calcula por el número de frascos incuba·· 

dos respecto al total que presenta respuesta, a un tiempo (t) , se utilizan 20 

frascos para cada 9¡>erimento. 

s.2.·1 Porciento de Diferenciación 

El porciento de diferenciación se determina por presencia de brotes, raíz o -

tallo. se calcula por el número de frascos incubados respecto al total que -

presenta respuesta a un tiempo (ti, se utilizan 20 frascos para cada experi·· 

lllBnto. 

5.2. 8 Porciento de COntaminacién 

El porciento de contaminación microbiana o por hongos se realiza también por 

observación de la presencia o ausencia de contaminación. Se calcula por el -

número de frascos incubados respecto al total que presenta respuesta a un - -
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tiempo (t), se trabaja también con 20 frascos, 

S.2.9 Dispersabilida.S Celular 

Es importante cmsiderar esta variable de respuesta, la detenninaci6n se hace 

de la siguiente tnanera: 

-Depositar un callo en un tubo de ensaye de 20 ml. conteniendo S ·1Dl. -

de agua destilada estéril. 

-Disgregar con ayuda de una barra magnética en =a placa ele •\litaci6n. 

-Agitar durante diez minutos y observar si hay dispersión del tejido -

calloso. 

s.2. 10 txtracci6n de Thevet6sidos de las Semillas de Thevetia 

Método modificado al propuesto por Pirez M. ( 1982) • 

-Las semillas de ~ se obtienen de frutos verdes. 

-Macllacar 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 CClbO mezcla de extraccilin. 

-A una temperatura de 45-SOºC, durante ocho horas. 

-Concentrar el extracto a sequedad en un rotavapor. 

~Del paso anterior, se obtiene a· mezca cruda de thevet6aidos y. acei-

te de ~ el cual se Mpara por filtraci6n. 

-La DEzcla cruda ele thevet6aido1 •• desen~asa con 6ter !"" un Soxhlet. 

-~sar el extracto crudo en una balanza anal{tica y calcular el rendi-

miento CCll base en el peso ele tejido, del cual M parte. 5e baCI la 

corrección con base en el porciento de contenido de hu.dad del teji• 

do inicial. 



·, 

~Se procede a identificar la mezcia de Thevetósidos, mediante cromato-

grafta en capa fina. comparando con una mezcla tipo de thevetósidos. -

Obtenida por el M.C. 1·, Regla en el Laboratorio de Quimica Orgánica -

de la ENE!' Zaragoza. 

La mezcla de thevetósidos, separados de las semillas de Thevetia The-

vetioides esta ca\sti tui.da. por: 

20\ de nerifolina 2
1 

-monoacetato 

31\ de nerifolin4 

20\ de 1e,20-6xido-20, 22-dihidronerifolina 2 1-monoacetato 

9\ de 18, 20-6xido20, 22-dihidronerifolina 

2. 3\ de peruvósido 2 1 -mo~oacetato. 

Se obtienen por cromatograf1a en columna de silicagd,seqún la metodología -

descrita por Cruz (1979). 

S.2.ll &xtracci(:n de Thevetósidos de Tejido C~lloso 

-Pesar tres callos y colocar en un tubo de ensaye de 50 1111. ccn tap6n 

de baquelita. 

•Adicia>ar 22 ml. de una mezcla de cloroformo-metanol l; l. 

•Disgregar los callos y mantener una agitaci6n constante durante 3 -

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

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

2 lll. de la -zcla de solventes. 

-llaclbir el filtrado en un matraz de 25 ml. y aforar con la misma me=. 

cla de disolventes. 

•IderÍtificar el extracto de thevet6sidos mediante una crariatograf!a -

en ca~ fina. 

-<:uantiticar el ext1'acto da thewtósidos por el método de picrato. 
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S .2. 12 Cromatoarafía en Capa fina oara The-,,etésidos 

-Tomar una muestra de extracto de thevetósidos y colocar sobre placas 

de sílica gel 60F254 • 

-Utilizar como eluyente, una mezcla de diclorometa..~o-metanol-dimetil­
fo.mamida 901911. 

-Utilizar como muestra de referencia se utiliza Wla mezcla de thevetÉ_ 

sidos tipo. 

-Revelar las placas con luz ultravioleta o con icido clorhídrico al -

10\. 

5. 2. 13 Ensayo Colorimétrico de Picrato para 'l'hevet6sidos 

Al.cántara (1982) 

Preparación de reactivos; 

Solucilin (Al icido pícrico: 

Pesar 600mg. de ácido picrico y disolver en 25 ml de agua destilada caliente, 

enfriar y aforar a 100 ml con agua, guardar en frasco war. 

Solucilin (B) hidróxido ele sodio al 3\. 

Pesar 3gr. de hidr6xido de sodio y disolver con agua destilada y completar a 

100ml. 

Reactivo Alcalino-pict'ato 

Transferir 10 m1 de (Al a m matraz aforado ele 100ml, adicionar 20ml • c1e· la s~ 

lucilin (B) • Mezclar y aforar ca> agua destilada. Preparar si~re soluci6n 

fresca antes de su uso. 

Preparar muestras paza cuantificaci6n de thevetósidos¡ 

-Tomar una al1cuota de Sml del extracto de thevet<isidos y colocarlo ., 

un tubo de ensaye de 20ml. 

-Evaporu suavemente en .tiaño url:a •• 
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-Enfri~; los tubos a temperatura ambiente. 

-Agregar 5ml de metanol para redlsolver. 

•Adicionar posteriormente Sml de reactivo alcalino de picrato. 

-Mezclar y dejar reposar por 3 minutos. 

Dete%'1ninar la absorbancia de estas soluciones a 492 nm. 

-Utilizar un blanco (5ml de etanol + Sml de reactivo alcalino de picr.'!. 

tol. 

-Calcular la cancentracién a partir de la curva estándar de una mezcla 

de thevet6sido1 tipo. 

-Curva Est!ndar de una llllzcla de Thevet6sidos 

s. prepara una _soluci6n estándar de mezcla de theveté5sidos tipo, an etanol a 

una i:oncentracié5n de 0.25 1119/ml. 

-Cada tubo, conteniendo una concentraci6n dada de mezcla de thevetósi­

doa tipo an al, ae cClllpleta a 5ml con etanol, posteriomente se adi­

ciaqa el J:9activc alcalino de picrato, se mezcla y se deja reposar 30 

ainuto1 antH de determinar su absorbancia a 492 nm. 

-Cada canoentraci6n es por triplicado. 

-r.a absorbancia se indica cano el promedio de tres muestras. 

Cancentraci6n mg/llLl. Absbrbancia 

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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r ¡ 
1 

-Realizar W\ ajuste de la recta. por :níni.mos cuadrados. 

-Cada vez que se analicen muestras problemas, utilizar mínimo dos con-

centraciones de tbevetósidos conocidas y verificar que se ajustan a -

la curva estindar. 

o:r. 

e ¡¡º·' z 
e • s :o. 
: 

z • 6 e 
CONCENTRAooN CE THEVETOSIDOS (ll'IQ/lftll 

,= o.oei • o.075a 
,. 0.999 

CURVA ESTANOAR DE THEVETOSIDOS 
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S.2.14 Análisis de \'ar:i an:a de dos factores 

Hi ck• (1973 l , ~emington (l977). 

El término "fac:tor•, aplicado al análisis de var:i anz.a, se yefiere a un valor ~ 

ut.ilÍ.zado para clasificar o bien par1 distinguir unldades experi?"entale_s, cuyo 

efecto se desea deteminar. 

Ell un experimento de 2 factores, fonnodo por un nivel f~jo del factor fila y -

un ninl fijo del factor oolurma, H llama una cosilla. 

El objetivo principal del an•lisia de v.uianza, H deterl!linu la influencia de 

cada fact= individuall!lente f en c:o"*>:i.naci&> sobre cieru vui.al>le de respua-

Se ContrHtarán tres hip6tasia espec!fi c_,.u, para detel!lllinu si hay efecto -­

aignifica~wo. CU411ldo •• campara la· hip6tais calculada cmi 1a Mp6tesis ab••! 

S1 f- fila Ir• 11r
0 

Sl fac:cor col- lle • - ~ 

loa interaccic:m entn 
fila y c:olu=a Hi • lli

0 

D\ el contraste 4e hip6tesis se ccnsideran los siguientea supuutOll s· 

1l La 't'ariabla da respoasta tiene diltribuci&i normal. 

21 Los efectaa tila y col,..• sen indepml4ientes. 

Ejaplo• DI eaper._to para evaluar el efecto da la variable de res• 

puesta del peso seoo, an el creciaie11to da Tejido calloso, a 

cuatn c:cncanuaoione1 da amtina y ·cuatro concent:racionaa de 

citocinin& f aboe canstan 4e 4 ni•la• (r-4, c-4), por lo • 

tanto H una matric u;ien.-.t&l de t .11 t. 



12 

A continuación se describe la notación pua el anilisis de varianz.a ae dos _ 

factores y las féimulas de c.&lculo para la Gran 111edia cuaddtica y para F __ 

(11V>delo fijo). 

CtudnJ 
Grun.umiatlrt"11JJJ111J4/J · d( fif1r11od 

filu tmÍ(i,.. - .il' Ln • ,j: R; - T' r-1 ... ., .. 
C"o!umn•• rmÍ(i.1. -.i>' t.c-d:c:-T' t _, ... ·-· •. ± Í (i,.. - i,.. t:,. + tY. L1•,..ÍÍr,~ Ir- lkt -11 .. . ... ... ,_ . 

-rÍR:-•ÍC:+ T' ... ... 
Dtn1rodc las Í Í i (x,,. - I,.."~ L1r ••Í Í !~,. ,,, .. -1) 

casilll• , ..... , .. ... ,_, ... 

TolJI 

-rrÍ :h:, 
...... 1 

Í Í icx,_ -i'f Lr • • Í ± ir,,. - r •-1 , ........ ... ,. ... , 

i a lndict de fi1I (nivtl del primer factori 
j • indice de columna (nivtl del •cpundo íactori 
k • Indico de la ob•ef\'Oción individual dt una casilla 1 • 

r - número de filas (número de nivtles del pñmer rac1ori 

t • número dt columnas (número de niveles del ~~undo f•C10f~ 
m • número de obsc.-. .. ci onco ro• ca•illa (obscn·ar que en este ntudio es 

el mismo para cada casilla). 
"'" • k-ésima obmvación en la i-ésima fila y j·kima columna. 
i 11• • media de las obscn-acioncs en la casilla (~/).es decir, en la fila i y en la 

columna j. 
i 1 •• • media de las observaciones de la i·Hima fila. 
f,1• • media de lu observaciones de Ja }ésima columna. 

i • media de todas Jas observaciones. 
T,1 • la suma (lotall de 1odas la5 obscrYaciones en la casilla (1, j), es 4ccit, 

en Ja lila f, columna j. 
R, • •uma de lodas las observaciones de la fila i. 
C1 • suma de lodas las observaciones de la columna/. 
T • suma de \odas 111 observaciones. 
n • rcm • nümcro taul de observaciones.. 

Gron 
n11·J11J 

'""'J,,;. 
rico• 

M11 

Me 

.,, 

M1r 

F 
fnwJtlo, 

j;o) 

/>In 
;;;;;: 
Ale . ., ... 
M1 
¡;;;: 
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6.0 Desarrollo Experimental 

La sec:uencia de trabajo propuesta en el presente proyecto se esquematiza en -

la fig. 13. 

Cuando M desea producir metabolitos secundarios a partir de la técnica de -­

culUvo de tejidos veqetales, es muy importante el explante del cual se parte. 

Ya que no sólo es obtener el tejido calloso, el cual puede obtenerse de cual­

quier pcrte de la planta con base en el principio de totipotencia. Sino que, 

ldemb, M requiera de que el explante inicial también contenqa el metabolito 

1ecundario ~ra loqrar un mayor bito en la producci6n, se~ lo publicado -­

por Hirotani {19771, Karting (1979), Garve (1980) y Vogel { 19811 para culti-­

voa de Diqitali1. 

En nlaciSn al 9'nero 'l'hevetia, el Gnico es-.uclio publicado para inducción de 

tejido calloso, utiliza al cot1led6n por tener un alto contenido inicial de -

las tllevetinu A y B, Sen aopa {19811. 

Por ello la importancia de seleccionar el explante mí.1 adecuado para la indu,:. 

ci&l de tejido calloso y que ade..Ss cuente con la presencia de thevetósidos. 

Con al axplante seleccionado se plantea realizar un estudio de la cin&tica de 

crecimiento del tejido calloso en relación al contenido de thevetósidos con -

el fin de establecer si existe alguna correlaci6n, 

El efecto del balance hormonal auxina/citocinina, juega un papel importane en 

los cultivos de tejidos vegetales, por su central en la inducción de tejido -

calloso, as! cano por su participación en la bios!n tesis de metaboli tos seCU!!. 

darios, Gresshoff ( 19781 • 
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Se ·ha observado que el tipo de awcina presenta dependencia con la producci6n 

de productos 1ecundario1, Greoshoff (1978), Mantell (1983), por ello se Pl"!!. 

tea un estudio canparativo entre las awcinas AlA y 2,40, paro evaluar cual -

da 11ejor respuesta para la induci&l de tejido calloso de ~y presen­

cia de thevet61ido1. 

Las fotocondiciones aon un parúetro que influye notal>lelllente en la 1nducci6n 

de tejido calloso, así cOllD en el contenido de 111etat>olitos secundarios, para 

este eotudio M pretende evaluar el efecto en cond:i.cion .. de luz, obseuridad 

y fotocondiciones • 

Con el fin da evaluar la dependencil del BalUloe homcnal, Tipo de Auxina y -

fotocondiciones, en relaci6n a la velocidad de crecilniento y contenido de t."!.· 

vetóaidos se plantea realizar un anlliail de varia1>1:a de dos factores. 

Can los estudios anteriores, oe pretende enCClatrar las condiciones ús adeClJ! 

das, para el crecim1..,to y contenido de the"!t6sidoa en el tejido calloso de 

~ theve1:ioides. 

. 75 



... : 

7. Resultados y Discusión 

7. 1 Selección de Localidad de !lecolecci6n del Ma1:erial Biológico 

En base a la información obtenida de herba:Cios, México cuenta con seis espe­

ciea de~ distril:lu{das ""'Pliamente en todo el.Pais. Se seleccionó la 

Hpecie :!?!.• thevetioides, por estar en localidades cerc411as al D.F. 

Lea localidad•• en donde se recolectó, así como el contenido de thevetósidos 

totalH, n -•tra en la Tabla No. III, el material recolectado fue clasifi_ 

cado bodnic•ente en el Herbario de la ENEP Zaraqoza por el e.Mario Ishiki, 

el cual encantr6 .qutl tOdH lea localidades tan{an la misma especie de !!!.• -­

thevetoioidH. 

!1 iloportante nllalar el prCobltma de variabl.lidad que nos enfrenUllr:>s cuando 

H trabaja, con product.,. natural•• obtenidos de manera silvestre, de aquS: -

que se trat4 de eltandari&ar la racolecci6n del meterial, ya que este produ.:_ 

to no cu.nta can un control en 101 nutrientes y aqua para au cultivo, de - -

aq11l la Uiportanca de reali&ar el trabajo experilltental con material de la • 

lli.- ZOM. Por ello, HleccionC1101 1 las %Cllaa 1 y 2 COlllO las mia ade~-­

daa por varia• razones1 presenean una amplia extensión de irboles de ~­

~· ademá1 de que au contenido de thevet6&ido1 ea muy semejante al reporta­

do por Mnz (1982). 

POI: otra parte, no se cuenca. con antededentes, respecto a la época del año -

mis adecuada para la recolecta en nlaci6n a su contenido de thevet6sidos, -

por ello M llAl\ejaran dos periodos, de marzo-abril y de septie!llbre-octubre,­

•iepre dHpua1 d• su floración, para recolectar Gnicamente frutos verdes. 

se procede a secar 141 semilla a 40ºC por 3 días para evitar contaminación --

INcteriana o micótica, o po1il>le degradación de loa thevet6sido1 por ·acción 

de enzima• endÓqca1. 

Para la reaU.&&ci6n del presente trabajo, se trabajó exclusivamente con la -

zona No. 2. 



T A 11 L 11 111 

Lo.el\ L 1 o 1\ o Es O E ~E e.o LE e e 1 o N O E '!!!.· thevetioides 

ZO!ll\ 

4 

·--~--- --·------------------·--------
(,OCl\LlOAD 

Km 65 Teloloapan carretera 

51, Edo:.,. de Gro. 

Km 12' Iidcar de Matnmoroe 

carretera a oaxaca, Edo. 

Pue. 

El Zapote1°ÍC. TonatleO • 

desviaci&n Grutas de le -­
Estrella Edo, de M8atco, 

KM 83 carretera a T•aco, • 

Edo, de Gr.o. 

DlSTRÚIUCIOH llE l\RllOJ,ES ' llll TllEVETOS!_ 

l\l!PJ,tA 

flMPLlfl 

' ESCASA 

P.SCABA 

DOS (en base -

seca) 

1. 791 

1.812 

l, 734 

1.767 

. ... ... . 



7.2. Selecci6n de las partes de· la semilla con m&s alto conte 

nido de Thevet6sidos 

Para lograr la inducci6n de tejido calloso, el dnico requisi­

to es partir de c81ulas meristemoides, en este estudio como -

ademas, se desea lograr la producci6n de metabolitos secunda­

rios, la aelecci&n del expÚnte, se hace m's complicada, es -

por ello, que loa investiqadores que trabajan Cultivo de tej~ 

doa Vegetal•• prefieren utilizar el explante que 1e 1abe co~ 

tiene •1 aetabolito secundario a estudiar Garve (19801, Hiro­

tani 119771, ltartn.l.ng 11983), Tabata (1976). 

En la tabla tv, •• indica la• partes de la ••milla evaluadas, 

en donde podeao1 observar que el cot1led6n y embri6n ion los. 

explante1 m'• adecuados respecto a 1u contenido de thevée6si•_ 

doa para utiliaarlo• en la inducci6n de tejido calloso. 

La semilla coapleta, an condicione» de cultivo tiende a reqe• 

nerar la planta y n·o •• promueve la inducci6n · d~ tejido call~ 
10, por ello no •• utiliza. 

'l'J\8LJ\ t'T 

SELECCIOll tlF- LAS- PA~&S. D&- Ll\. S&MU.LA- co11-. Ml\S. l\LTO CONTEtl1DO 

DE THEVETOUDOS. 

EXPLllNTE PESO FRESCO EXTRACTO CONTENIDO & R&llD!_ 

gr, ml. THEVETOSI• MIEN• 

DOS gr, TO % 

semilla completa 100 200 6 .181 6, 18 

capa externd. 32 75 0.0394 0.12 

capa interna l4 75 0,1031 o. 73 

cotiled6n 95 200 l. 7798 l. 868 

embri6n 75 0.0314 3.14 

' &nsayo colorim5tr.ico con picrato. 
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ESTA TESIS NO DEBE 
SAUI DE LA BIBUQTECA 

7.3 selecci!n del tipo, tiempo~oneentraeien del aqente de­

sinfest.ant.e 

?ara este estudio se trabaj6 º?" cortes de 1/4 de semillas de 

Thevetia como explan~e, los cuales.deben se sometieron a un -

proceso de hidrataci~n previo como se describe en la metodol~ 

gía. 

tn la ~abla V, se muestran los resultados de los aqentes de-­

sinfes~antes ensayados, de donde podemos observar que el mis 

adecuado es el hipoclorito de sodio •. 

u·na vu: •le.g;l.do el a~ente desinfestante, se procede a evaluar 

la concentr.ac1611 y .. 1 tiempo de exposici6n. En la tabla VI, 

le indican los resul~ados obtenidos., de cionde podemos obser--. . 
var que la concentraci6n del 5\ en un intervalo de 15•20 min~· 

tos, son la• condic::i.ones .mls adecuadas, de tal modo, que •• -

u~ilizarln en todo el desarrollo experimental. 

T A 13 l. A Vl 

?01\CitNTO ·DE COllTAM%NAClON RESPECTO A.. LA CONCENTl\.AClO!l Y T%EM­

PO DE tx1>o's1c1011 Dt'L HtPOC'LOUTO O! SODIO 

1 CONC:!:NTRAC ION . '!'ltM?O min. 

20 'I ! . 
\' 10 15 

1 o.s 
1 

ioo· lOG 100 100 1 
1 

1 

1 2.5 

1 

100 80 70 50 
i 

~~º JS 25 5 o 
1 

Condiciones: incubaci6n a.2e•c ~l"C en obacuridad 

Variable de respuesta: \ de contaminaci&n a loa ocho dfas 

(20 frascos por tratamiento). 



T A 8 L A V 

EFECTO DEL TIPO DE AGENTE DESlNPBBTANTE SOl!RE BL EXPLANTE DE SEMILLAS DE THEVBTlll 

AGENT.E 

UE!; lNFESTANTE 
~---- -- -·---- ---~ ------

lllpoclorito de 

sodio 

Hlpoclorito de 

calcio 

Btauol 

. . 

CONCENTRAC ION 

sol. satura'da 

•l l º' 

70\ 

TIEMPO DE 

BXPOSIC[ON 

20 •in. 

20 alln. 

20 min. 

5 min .. 

EFBC'l'tVlDllD 

-------

Nuy blleUO 

eueno 

Hiten o 

til.ieno 

VENTAJA 

Flcil de 

re1nover 

F&cll de 

ren1over 

DESVENTAJll 

Inestable 

al diluir 

ae 

Dif {cil de 

dls0Jver1 

inestable 

en solucl~n 

jldo, Huy 

111esta,ble 

Hdy eat~ Dlf!cil de 

ble remover 

~-----.. ···-·------·-·-'----------·----·- --------··---···-·· ---·-----------J..-------------

(1) 
o 



7.4. Selecei6n del tameñc v forma del e>;2_lante P.!.~~ 

En este estudie, se evaluaron diferentes corte• con el fin de 

encontrar la dependencia re1pecto a este parlmetro 1obre la -

inducci6n de tejido calloso, manteniéndon con1tantes las co!!. 

dicionea nutricional11 con el medio MS de Murashi9e, sin su--

?l11111nto.hormonal, En la tabla Vll se observan 101.r11ulta•• 

do1 obtenidos. 

T "·e :i. " vn 

EFECTO DEL TJ.MJ.ftO ~ POllllA DEL EXPLANTE ~EIPECTO A LA lllDUC• • 

.C.lON DE TEJtDo CP.Li:.010 DE Theve'tÚ. 

lMDllCClOll DE 
EXPLARU 'HJlDO CJ.LLOSO DlFEllEllCUClON 

Semilla coap1eta - •' rer;¡enera la plan u 

1/2 cotiled6n hori&o!!. 

ta1 - ' llah: 

1/2 cotUed6n verti•• 

cal - llah: 

1/4 cotild&n ·+, - lldz 

1/8 cotiled&n, + -
embrt6n + -
Condicione•• incubados a 2s•c :!:. i•c en obscuridad a 1•• tre~ 

. s~manas, 

Variable de respuesta.: inllucci!ln ::iositiva (+) (20 frascos .por 

·inducci5n ne~atíva L) tratamiento) 

Bl 



De los resultados 3e concluy6 que a medida.que el explante es 

menor, como es el c~ao para el coeiladan, ~ayor es la eend~n­

cia a inducir el tejido callo•O· La presencia de tejiio di:~ 
rancia.do se observa. .en explantes qrandes en los cuales se re~ 

li&an meno• cortes, para obtoner el explanto • 

. Considerando a 1/B de co1:illden como un 11191ante adecuado, H 

realiza un ••1:udio pr•1iminar en donde se evaluarto el por- -
cie~to d• 4nducctan d• t•~ido calloso, en un medio de cultivo 

. con IUal\oe tloraonal A1J./Cinetina, .·en una 111tr1& 111¡>eri.11entll 

d• s ..• l. 

In la tabla V1?1.1• \ndican 101 r1111ltado1 obtenidos para el 
porci.•nto d• inducci&n de Tejido calloso. 

VIU 

\ OE IND!lCClON DE ':'!JIDO cr.Lt.OSO !N EXPI.J\NTES OE l/8 DE COTI•. 

UD~N EN Rtt.AC ION AL llA!.ANCE HORMONA l.. 

Ull. !mg/ll 

e 0.5 1 l.s z J.S 

ti 

1 Q,JS 6Q 100 100 40 10 

T 
1 o.s 38 78 100 85 8 

11 

" 
0.75 o 20 80 lOO 28 

Cm9/1) 

Condiciones1 incubados a 23ºC ~ i•c en obscuridad a las cinco 

se~anas. ~espuis de siete 9emanas gran-~arte del 

tejido se necrosa). 

Variable de r~s9ue3-=a: \de inducci6n 1.e tejido calloso. 

t 20 f:ascos por t.ratanien"Co}. 
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De los resultados se encontr¿, que sures?uesta' la inducci6n 

de tejido calloso es ·muy irreqular. Debido tal vez a que la· 

superficie de contacto del explante con el medio, nn eS homo-

9énea, provocando que después de un tiempo se necrosé y por -

lo tanto se altere su capacidad de inducci6n del tejido call~ 

10. 

En base a esta informaci6n, se propuso un experimento en donde 

•• estandarice la for•a y tamaño del ••plante, para evaluar -

1u efecto ·en relaci6n al porchnto de lnducci6n d• tejido ca­

lloso; manteniéndose constante• las condiciones nutÚcionalH 

con el medio !U de Kiarashiqe, y supl•••nt.ado con •1 balance 

hormonal auxina/cltocinina, en una •at.ria exper!•ental de. lxl·. 

se utiliz6 un apar'ato •u•streador, el cual no• per•it• obte-­

ner ex,lantes cilt~dricos, con un dia••tro de 0.72cm., aante­

ni1ndo de esta manera la for91a y el tama~o constante del ••·­

,1ante cotiled6n. 

En 1a tabla tx, •• observa un 100\ de inducci6n de tejido ca-

11010 en todos 10• trat1•i•ntos, poe esto ae considere qye ·­

los ••plantes ciltndricos de cotiledlln, son adecuados para •• 

realiaar 1os estudios de velocidsd d1 creci•lanto y presencia 

ele tbevet8siclo1. 
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T A 11 !. A IX 

PORCIENTO DE INDUCCION DE TEJIDO CAi.LOSO EN.EXPLANTES DE FOR• 

MAS Y TAMAllO CONSTANTES, EN RE!.AC ION Al. BALANCE HORMONAL AIA/ 

c. 

e 

• 
E 

T 

• 

o.zs 

o.s 

0.7S " <•1/1) 

o.s 

100 

100 

100 

AIA (l!lq/l l 

1.5 2.s 

100. 100 

100 100 

100 100 

·Co11dl.cio11ea1 ·1.11cu11adoa a 2a•c '!. 1•c en obacuri~ad 

a 1•• CltlCO ••••naa. 
variable da reapuaacaa ' da inducci!n de te~ido callo•o. 

(20 fraacoa por 'trataaianco). 
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7,5 INDUCCION DE TEJIDO CALLOSO A PARTIR DE EMBRIONES DE 

Thevetia thevetioides 

En relaci6n a este explante embri6n, oe plante6 un estudio 

para evaluar el porciento de induc.ci6n de tejido calloso y la 

presencia de thevet61ido1, manteniéndoae cbnstantes las cond~ 

cionaa nutricionale1 con el medio MS de Muraehi9e, evaluando 

111 efecto del balance 11.ormo·nal AIA/C, en condiciones de luz y 

obscuridad a 1•• cuatro semanas. 

En la tabla x, ae muestran· los ra•ultadoa obtenidos, de donde 

se concluy6 que el embri6n utilizado como axplante, present• 

problemas para promover la inducci6n de tejido callo•o, aupo• 

namos que tal vez es la hidrataci6n da la aamilla de Thevetia, 

y por lo tanto no se loqra romper por completo al a•tado de • 

dormancia de este tejido. 

Otro de loa problemas que ae pre•ent6, •• que en ••toa culti• 

.vo• de·embri6n 1e promueve la difaren~iaci&n del tejido en•• 

hojas, ratz y tallo, como •e indica en los ra~ultadoa de l.a 

tabla .XL 

La. etapa· de diferenc1aci6n como primara ra•pue•ta 'del tejido, 

no~• recomendable para-nueatroa fines, debido a que no••-~ 

puede deslindar cual etapa as la re1pon1able de la producci6n 

del metab6lito secundario. En estudio! al'reap.,cto Tabata •• 

(19761 y Luckner (1980), se ha propuesto que as conveniente• 

promover un tejido no diferenciado y poeterioraente a partir 

de &l inducir una diferenciaci6n aediante efectos flsico• o • 

qu!micos, a fin de evaluar cual etapa es la respon•able de la 

producci6n de productos secundarios. 

E~ la fi~ura No. 14, se observa el efecto de la diferencia- • 

cióna 

SS 
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T A B L A X 

PORCIENTO DE INDUCCION DE TEJIDO CALLOSO DE EMBRIONES DE 

Thavetia thevotioides, 

AIA (mq/l l 

e 
1 0.1 l.O 2.5 

11 

E o. 25 61. 3 33.4 96 

T 

l.O aa. J 97.8 100 LUZ 

11 

A l. 5 46. 5 95.7 100 

(aq/ll 

AIA (J!lq/ll 

e 
.I '). l l. o 2.s 
11 

& -~.25 74.l 59.7 13.2 

'!' 

I. l.0 7-9. l 95.4 100 OBSCURIDAD 

11 

A l. s 36.5 45.7 Sl. 2 

(lllg/ll 

Condiciones: incubados a 28'C -:. i•c, en luz-obscuridad 

a las cuatro i-:?r:-:anas. 

Variable de respuesta: \ de ::..nducci5n de t:ejido calloso. 

í20 fraScos por t.rat:amiento). 

B& 



T A 8 L A XI 

PORCIENTO DE DIFERENCIACIDN DE TEJIDO QALLOSO DE EMl!RIONES 

DE Thevetia thevetioides 

e 
I 

N 

E 

T 

N 

A 

(ag/ll 

e 

N 

E 

T 

I 

N 

A 

(Jn9/l) 

0.25 

l. o 

l.S 

D.25 

1.0 

1.5 

0.1 

o 

u 

28 

0.1 

o 

28 

42 

AIA (ac¡/l) 

1.0 2.5 

57 14 L1lZ 

28 o 

o o 

"'" Ca9/ll 

1.0 2.5 

42 o OUCUUDAD 

28 o 

o 14 

CondiciÓnes: incubados a 28'C :!:. l'C en luz~obscurtda4. 

a. l_as cuatro semanas. 

variable de respuesta: ' de diferenciaci6n, se conai.dera 

tallo, hoja o··ralz (2 O frascos por 

tratamiento). 
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LUZ 88 

OBSCURIDAD 

Fig. 14. Diferenciacién en cultivo de embriones de Thevetia 
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" 
La cuantificacien de thovetesidos ~e realiza a Las ocho sema­

nas en La tabla XII, se muestran los resultados, de donde se 

puede inferir que las mejores condiciones tanto para luz como 

para obscuridad, ion el balance hormonal de l/1,5 de AtA/C en 

111q/l, 

En relacien al efecto del contenido de Thevetesidos respecto 

al balance hormonsl en la figura ~o. 15, se muestra qr!fica--

111ente esta interre1aci6n y la dependencia que presenta con -­

hte par.tmotro, de donde se obsorva que •1 balance hormonal -

e• importante para le' presencia de Thavet6aidos, 

Se puede concluir que .para quo el embri6n, !,JUeda 1er conside­

rado adecuado para la inducci6n de tejido .calloso, se tendrl 

que aumentar el porciento de inducci6n ••diante un tratamien­

to previo del explane•, en donde se loqre romper con la dor-· 

aancia de eete tejido, A diferencia de loa cotiledones, en • 

101 cuales si· se logra un lOO\ !Jara la inducci6n de Tejido •• 

Calloso, seqdn •• indica en la tabla tx. 

De aqut que se considere a estos explantes, idoneoa para rea• 

lizar los estudio• de velocidad de crecimiento y la presencia 

de thevet6sidoa. 

Par Gltimo, el no contar con una t8cnica ~nalttica lo sufi-·· 

cientemente sensible para detectar traza~, limita el estudio 

da la cin&tica de contenido de thevet6sidos, dato importante 

para conocer la eta:;>a idónea de recolecoi.6n. 
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T P. B L P. XII 

PORCIENTO DE CONTENIDO DE THEVETOSIDOS/9r. DE TEJIDO c~ 

LLOSO SECO DE EMBRIONES DE Thevetia thevetioide• 

c 

N 

E 

T 

N ,. 

0.25 

l.O 

l,S 

(m9 /l) 

e 

N 

E 0.25 

T 

l.O 

N 

A l. s 
(m9 /ll 

¡ 
1 

1 

P.U (m9/ll 

O.l. l.O 2. 5 

0,54 0.21 0.29 LllZ 

O.ll 0.22 0,15 

0,16 o.al o.503 

0.1 l.O 2.5 

0,60 0,28 0.74 OBSCllllIDP.D 

0.38 0.28 0.19 

0.59 0.98 0.'2 

condiciones: incubados a 28°C ~ lºC en lu&-obscuridad a 

las ocho semanas. 

variable de respuesta: ' de contenido de ThevetÓsido/9r. 

de tejido calloso seco (promedio 

de tres frascos por tratamiento) 
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CALLOSO IE EMBRIONES A LAS 8 SEMANAS. 



7,6 Efecto del balance hormonal AIAlSL._respecto a la veloci­

dad de crecimiento y contenido de ThevetBsidos en tejido ca-­

lloso de Thevetia thevetioides en condiciones de Luz•Obscuri-

~· 

ll Cin~tica de Crecimiento 

En la producci6n de metabolitos secundarios, es importante e~ 

tablecer si existe dependencia entre la formaci6n de thevet6-

sidos, con la velocidad de crecimiento del tejido calloso, 

con el fin de poder establecer la etapa de crecimiento mls -­

adecuada para subcultivar. 

En relación a este estudio, se plante6 evaluar el efecto del 

balance hormonal AIA/C, en una matr!z experimental de 2 x 2, 

utilizando los cortes ciltndricos ~e cotiled6n, manteniendo 

constantes los requerimientos nutricionales, en condiciones -

de luz-obscuridad, incubados a 2s•c ~ lºC, 

Las variables de respuesta para cuantificar la velocid&d de -

crecimie~to son el pe10 seco y el !~dice de peso fresco, cu­

yas determinaciones se realizarln cada dos semanas. 

Respecto a la variable de respuesta del peso seco, los resul~ 

tados se indican en la tabla XIII. De aht se concluy6 que el 

balance hormonal, s! influye en la velocidad de crecimiento, 

encontrando que la relaci6n 2, 5/1 de Ail\/C, fuf la m&s adecu!_ 

da para la velocidad de "crecimient.o en condiciones tanto de -· 

luz como de obscuridad. 

La gr!fica de la velocidad de crecimiento·se observa en la f~ 

qura No. 16. De ahí se infiere que entre las cuatro a seis • 

semanas: se obtienen los valores mAximos de.crecimiento para 

el peso ~~co .. 

En relaci6n al !ndice de peso fresco, los resultados se mues-
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T 1\ B L A XIII 

CINETICA DE CRECIMIENTO DE TEJIDO CALLOSO.DE COTILEDONES 

DE Thevetia thevetiOides, CON EL BALANCE HORMONAL AIA/C 

B 

A H 

L O 

A a 

11 " 
c o 
E N 

B 

A 

L 

A H 

L O 

A R 

N M 

c o 
E N 

A 

L 

AIA/C 
--11 

1/0.4 

1/1 

2.5/0.5 

2. 5/1 

AIA/C 

--" 
l/O, 5 

l/l 

2.5/0.5 

2. 5/1 

SEMANAS 

2 4 6 8 

4,8 12.36 14.36 17.88 

s.o 9.16· 0. 12 7.99 LUZ 

ll. 76 11.68 14.02 12.32 

8,04 24.59 ~8.66 16.36 

SEMANAS 

2 4 6 8 

l,24 12.25 12.75 14. 42 

3.31 0. 45 8,03 12.09 OBSCUl'tIDAD 

12. 21 14.31 9.21 0.s 

8.65 29.15 12;10 ll. SS 

Condiciones: incubados a 2e•c + lºC en luz-obscuridad 

Variable de respuesta: Peso se;o (gr /frasco l x ia-: 2 

~romed~ de tres frascos por trata­

miento) 
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tran en la tabla XIV. Los datos encontrados son hete~~genos 

debido tal vez a la qran capacidad de hidratacien del tejido -

calloso (98.21,:_ 0.33 de contenido de aqua). 

De aqu! que esta variable de respuesta, presente mlximos de -

crecimiento hasta las ocho semanas, ocasionando que la infor­

mación proporcionada sea difícil de interpretar. 

En la fi~ura No. 17, se observa gráficament~ la velocidad de 

crecimiento par~ el Índice de peso fresco. ce ah! se infiere 

que el mlximo crecimiento es a las ocho semanas. 

Con los resultados obtenidos para las dos variables de res--­

pue sta de la velocidad de crecimiento, se concluyó que estos 

parámetros no se pueden correlacionar para definir el máximo 

crecimiento, como se puede observar gráficamente en la fiq. -

No. 18. De aqu!, se propone utilizar el peso seco, como va-­

riable de respuesta más adecuada. 

Con lo~ antecedentes planteados, se suqiere que la etapa de -

cultivo más adecuada para subcultivar en base al peso seco, -

es a las cuatro semanas, ·ya que desputs de 3ste tiempo, d.ism!._ 

nuye el crecimiento por un aqoeamiento de nutrientes. 

Por lo que respecta a las condiciones de luz-obscuridad, sus 

curvas de crecimiento son muy similareS, por ello es que no -

se puede con asee experimento detinir 'su dependencia con este 

parámetro· •. 

En" ~a figura No. 19, se observa los cambios en el crecimiento 

del Tejido calloso de Thevetia thevetioides en condiciones de 

luz-obscb.ridad. 
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T A B L A XIV 

CINETICA DE CRECIMIENTO DE TEJIDO CALLOSO DE COTILEDONES 

DE Thevetia thevetioides CON EL BALANCE HORMONAL AIA/C 

B 

A H 

L O 

A R 

N M 
e o 
E N 

11 

" L 

A B 

L O 

A R 

N M 

c o 
E N 

A 

L 

AIA/C 
mq/l 

1/0,5 

1/1 

2.5/0,5 

2. 5/1 

AIA/C ,. 

1/0, 5 

l/l 

2.5/0.5 

2.5/l 

SEMANAS 

2 4 6 a 

1,804 3,166 2.93 5,996 

1.421 1.163· 3. 672 4.388 

1.611 3.933 6,621 7. 25 

0,813 5.045 10,665 9,885 

SEMANAS 

2 4 6 8 

o, 312 3,114 2,687 7.45 

2.103 2 .1123 2.693 8.01 OBSCURIDAD 

o. 536 J,603 6.412 8,027 

0.5531 2.687 9.673 10.998 

Condicione•• incubados a 2BªC !. l'C en luz-obscuridad 

Variable d• respuesta: Indice de peso fresco. 

(promedio de tres frascos por tra­

tamiento). 
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Fig. 19. Tejido Calloso ele Thcveti<J theve~ a diferentes 

semanas de crecimiento. 
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11) Contenido de Thevet6sidos 

Se utilizO la misma matr!z experimental'que para e1 peso seco 

y las mismas condiciones de luz y obscuridad, las cuantifica­

ciones de thevet~sidos, se realiz&ron por el mAtodo del picr~ 

to cada cuatro, seis y ocho semanas.En:~~tabla XV, se indican 

los resultados de donde se observa que el valor mAximo, es el 

de las cuatro semanas. El contenido de thevet~sidos se obse~ 

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

blicado por Sen Gopa (1981), para un cultivo de Tttevetia peru 

~· 

En la figura No.20, se muestra grSficamente el contenido de -

thevetósidos, a través del tiempo. Comparando los m!ximos de 

crecimiento y contenido de thevetósidos, observamos que son a 

las cµatro semanas. De ah! se infiere que esta etapa sea la 

más adecuada para subcultivar. 

En relación al efecto del Balance hormonal, sobre el conteni­

do de thevetósidos, se encontró que si tiene efecto, siendo ~ 

la relacipn hormonal de l/l de A1A/C_en mg/l, la m&s adecuada 

en condiciones tanto de luz como de obscuridad. 

Comparando el efecto del balance hormonal en relaci~n a la v~ 

locidad de crecimiento y contenido de thevet6sidos, se concli:.. 

ye que los requerimientos hormonales spn difere~tes para es~­

tos parametros: 
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TABLA XV 

CINETICA DE CONTENIDO DE TKEVETOSIDOS DE TEJIDO CALLOSO 

DE COTILEDONES DE !.h~ thevetioides CON EL BALANCE 

HORMONAL AIA/C 

B 

A H 

L O 

A R 

N M 

c o 
E N 

B 

A 

L 

A H 

L O 

A R 

N M 

c o 
E N 

A 

L 

AIA/C __ ,, 

l/0.5 

l/l 

2,5/0,5 

2'.5/l 

AIA/C 
-~" . 

1/0.5 

1/1 

2,5/0,5 

2, 5/1 

SEMANAS 

4 6 8 

. 0,383 0.217 0.156 

0.695 0.294 0,242 LUZ 

0,138 o. 081 0.061 

0.372 0.193 O.llO 

SEMANAS 

4 6 B 

0.417 0,258 º'184 

o. 7l2 0,364 o·. 295 OBSCURIDAD 

0,123 0,052 0.043 

0.293 0.127 o. 086 

Condiciones: incubados a 2BºC ~ lºC en luz-obscuridad 

variable de respuesta: \ contenido de Thevetdsidos/qr 

de tejido calloso seco, 

(promedio de tres frascos por tra­

tamiento) 
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7.7 Efecto de la auxina AIA, respecto a la velocidad de creci 

miento v coc~enido de Thevet65idos en tejido calloso de -

Thevetia thevetioi1e5 en condiciones de luz-obscuridad. 

Este estudio se realizó con el f!n de evaluar a la auxina por 

s! misma , es i~portante en la inducci~n de tejido calloso, -

se propone trabajar con cuatro concentraciones del AIA en mg/ 

1, en condiciónes de luz y obscuridad incubados a 2e•c ~ lºC, 

utilizando cortes cilíndricos de cotiled~n como explantes. Se 

evalúa cada dos semanas con la variable de respuesta del peso 

seco Unicamente a las cuatro para el contenido de thevet6s!_ 

dos. 

En la tabla KVI, se muestran los resultados para el peso seco 

de donde se infiere que la concentraci6n de l mq/l de AIA es 

la mgs adecuada para obscuridad y 2.s mg/1 de AIA para luz. 

Los valores m!ximos de crecimiento se presentan entre las cu~ 

troy seis semanas según se observa en la fig. No. 21. 

Sn relación al !ndice de peso fresco, los r~sultados se indi­

can en la tabla XVII, de donde se pu,!?de observar que se pre-­

sentan máximos de =recimiento a las seis y ocho semanas, en -

la fig. No. 22, se muestra gr!ficamente este efecto, cuya in­

terpretación es similar al estudio realizado para el balance~ 

hormonal en donde también se denota, una gran captaci6n de -­

agua por el tejido calloso, y por ellq que sea dificil su in­

terpretación. 

La cuantificaci6n de Thevetósidos, se realiza a las cuatro s~ 

manas, los resultados se presentan en la tabla XVIII, en don­

de podemos observar que la concentraci6n de auxina {AIA) m!s 

adecuad~ es de 2.5 mg/1, en condiciones de luz, as! como tam­

bién de obscuridad. En este estudio tambiEn se puede inferir 

que los requerimientos de auxina para el 'crecimiento, son di­

ferentes a los que necesita para la presencia de thevet&sidos. 

103 



T A B L A XVI 

CINETICA DE CRECIMIENTO DE TEJIDO CALLOSO DE COTILEDONES 

DE Thevetia thevetioides CON LA AUXINA AIA 

A 

u 
X 

I 

N 

A 

A 

u 

X 

N 

A 

AIA 
(mq/l) 

0.01 

O.l 

l.0 

2.5 

AIA 
(mg/l) 

0.01 

O.l 

l.O 

2. 5 

SEMANAS 

2 4 6 

7.66 ll. 77 6.27 

l0.65 ll.66 l2.86 

6. ll 9.92 14.46 

12.54 14.0 13.90 

EMANAS 

2 4 6 

6.33 12.20 12. 76 

ll.6 ll. 63 l0.64 

6.73 25.0 l4.66 

9.65 13. 20 l3.22 

8 

6.40 

12.66 LUZ 

12.94 

9.65 

6 

ll. 20 

lO. 63 OBSCURIDAD 

13. o 

H.49 

condicionest incubados a 28°C+ lºC en luz-obscuridad. 
- - 2 

V&riabla de respuesta: peso seco (gr/f~asco) x 10 

(promedio de tres frascos por tra­

tamiento). 
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T J\ B L J\ XVII 

CINETICJ\ DE CRECIMIENTO DE TEJIDO CALLOSO DE COTILEDONES 

DE Thevetia thevetioides CON LA AUXINJ\ AIA 

A 

a 
X 

N 

A 

J\ 

u 

X 

N 

A 

AIA 
(mg/l) 

0.01 

0.1 

1.0 

2.5 

AIA 
(mg/11 

0.01 

0.1 

l.O 

2.5 

S E M A N A S 

2 4 6 8 

0.6937 5.1912 7.6412 7.501 

0.6001 2.9575 2.3866 4.9486 LDZ 

0.9395 5. 3159 8.2358 5.10 

1.1538 3.40 5.110 6.4542 

S E M A "N A 

2 4 6 8 .. 
0.4875 3.2647 3. 8716 4.0226 

0.2530 l. 3695 5.9166 9.9740 OBSCDRIDAD 

0.9736 4.1625 4.3621 5.7383 

1.5878 4.250 4.10! 3.1310 

condiciones: incubados a 28ºC -:_ lªC en luz-obscuridad 

Variable de respuesta: Indice de peso fresco 

(promedio de tres frascos· por trat!_. 

miento). 
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T A B L A KVIII 

PORCIENTO DE CONTENIDO DE THEVETOSIDOS EN COTILEDONES DE TEJIDO CALLOSO DE 

Thevetia thevetioide!_, con la auxina AIA. 

A U K N A Ali\ (m9/l) 

·~I • 

0.01 0.1 1,0 2,5 

Luz 0, 113 o.1as 0.266 o. 297 

Obscuridad 0.126 0.214 o. 272 0.286 

Condic.ionesi' incubados a 28ºC :t. lºC en Luz ... obscuridad a la.e cuatro eetnanae. 

variable de respuesta; \ de contenido de Thevet&sidoe/qr, de tejido callo-

so seco, 

(promedio de tres frascos por tratamiento) 

::; 
en 



Con el fin de poder evaluar si la auxina AIA, por s! misma -­

presenta efecto sobre la inducci6n de tejido calloso y prese~ 

cia de thevet6sidos. Se realiza una comparaci6n entre los v~ 

lores más adecuados del estudio en donde se evalu~ el efecto 

del Balance Hormonal AIA/C, en relaciOn con la. auxina AIA, -­

los resultados se presentan en la tabla XIX. 

Se pnede concluir que el balance hormonal es el que presenta 

mayor efecto en relaci6n al desarrollo del tejidd~calloso y -

presencia de thevetósidos, a diferencia de cuando se utiliza 

la auxina sola. 

T A B L A XIX 

EFECTO COMPARATIVO ENTRE EL BALANCE HORMONAL A!A/C, RESPECTO 

ALA AUXINA A!A. 

Balance Hormonal ! 
AIA/C (mg /1) Luz 

2. 5/1 24. 59 

1/1 

1 

AUXINA AIA 

1 L:<I» 
2.5 14.00 

? . : . ! 
Obsci.;.!'.:. :5.aC j Luz 

29.15 

0.695 

25.0 

r ,_,,, 

' de Thevet6sidos 

Obscuridad 

o. 712 

0.286 

Condiciones: Incubados a 28ºC~ i•c en luz-obscuridad a las 

cuatro semanas. 

Variable de respue.sta: Peso seco (P. S.) f (gr/frasco) xio-2 

\ de thevet6sidos/gr de tejido calloso 

seco. {promedio de tres frascos por tr!:_. 

tamiento) 
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7.9 Efecto del balance hormonal AIA/~ecto al crecimiento 

y contenido de Thevetésidos en condic1ones de luz-obscuri 

dad a las cuatro semanas. 

cbn el fin de poder establecer la dependencia entre las vari~ 

bles de respuesta para el crecimiento y contenido d~ the~etó­
sidos, se propone utilizar un an!l±sis de varianza de dos fa~ 

tares para evaluar el nivel de significancia de ~stos par!me­

tros. 

Para este estudio se trabajó con una matr!z experimental de -

4 x 4 de balance hormonal AIA/C en condic±ones de Luz-obscur~ 

dad utilizando a los cotiledones como explante ~ manteniendo 

el tiempo de toma de muestras constante (cuatwo semanas), los 

requerimientos nutricionales y la temperatura de incubaci6n -

28ºC ~ lºC. En relaci~n al crecimiene~, se elige el 9eso seco 

como variable de respuesta. 

Los resultados se muestran en la tabla XX, de donde podemos -

concluir que el balance hormonal de 2. 5/l de AIA/C mg/1, es -

el m4s adecuado para el crecimiento, tanto para luz como para 

obscuridad. 

En la figura No, 23, se describe gr4ficamente la interrela- -

ción entre el balance hormonal AIA/C res~ecto al peso seco, -

en donde se obserta que sí hay dependencia, en relación al -­

crecimiento. Analizando la gr!fica, se obse~van varios m!xi­

mos, lo cual hace suponer que las hormona.s actúan en un rango 

MUY estrecho, De ah! que sea difícil re.alizar predicciones -

respecto al intervalo m&s adecuado para la inducci6n de teji­

do calloso. 

con l& variable de respuesta del peso seco, para el crecimie!l 

to, se llevo a cabo el estudio estadfstico, los resultados se 

resumen en la tabla XXI. De donde pode~os inferir que eanto-
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T A B L A XX 

EFECTO DEL 1111LANCE HORMONAL SOBRE EL CRECIMIENTO DE TEJIDO 

CALLOSO DE COTILEDONES DE Thevetia Thevetioides 

e 

N 

E 

T 

N 

A 

(mg/ll 

e 

N 

E 

T 

I 

N 

A 

(mc¡/l) 

o.os 

0.25 

l. o 

l. 5 

o.os 

0.25 

l.O 

2.5 ......._ 

O.Ol 

9.49 

11.8 

12.8 

9. 91· 

O.Ol 

10.3 

9.6 

l0.8 

6.74 

l\IA (mg /l) 

O.l l.O 2.5 

8.3 ll.6 10.l 

12.39 12.36 ll.68 LUZ 

"l4. 2 9.15 24.59 

12.4 10.61 12.0 

Al!\ (me¡ /l) 

O.l l. o 2.5 

. 9.l 13.4 7.10 

B.5 12. 2 Ú.3 OBSCURIÓAD 

12.0 a.4s 29.15 

12.4 7.JS B.75 

condiciones: incubados a 2SºC ±. i•c en luz-obscuridad. 'a las 

cuatro semanas. 

Variable de respuesta: peso seco (gr./fras~o) x 10-2 

lll 

{promedio de tres frascos por tratamiento! 
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T 1\ B L 1\ XXI 

ANALISIS DE Vl\Rll\NZA DEL CRECIMIENTO DEL TEJIDO CALLOSO DE Thevetia thevetioi­

de'S RESPEC1'0 l\L Bl\Ll\!ICE llORMON/\l, 1111\/C 

Fu en te de M,C, F.C. Fo, 95 
variacUin g .1. 

Luz Obscuridad Luz obscuridad 

-
Aux i na (1111\) 3 2909,6 4322.7 12.73 13.29 2. 92 

Cine tina (C) 3 1659. 6 3 404. 8 7. 26 10.97 2,92 

InteraccilSn 

Auxina-cinetina 9 17 04 .;9 4101.7 7. 46 12,61 2,21 . 
Error 32 228,5 325, l 

9.1.~ grados de libertad M.c.~ cuadros medios Feª F calculada 

F 0 • 95~ F te6rica al 95\ de confianza Fe> F
0095 

hay efecto significativo 

variable de respuestai P,S.= peso seco. 

.. .. ... 



la aµxina como la cinetina, asf como la 1nteraci6n A-.c, pres e~ 

tan un 6fecto siqnificativo a un intervalo del 95\ de confía~ 

za. 

De aqu! que se pueda afirmar que el balance hormonal juega un 

Papel importante en el crecimiento de tejido calloso, 

Con respecto a los resultados del !ndice de peso fresco, no -

se consideran para el análisis estadtstico, por presentar - -

gran variabilidad en relaci6n a la hidrataci6n del tejido ca­

lloso, como ya se hab!a discutido, 

Los valores obtenidos para el índice de peso fresco, se indi­

can en la tabla XXII, de donde se observa que el balance hor­

monal mAs adecuado es de 2,5/l para luz y de O.l/l,5 ~ara 

obscuridad. 

En relaci5n al contenido de thevet6sidos en la tabla XXIII, -

se muestran los resultados obtenidos a las cuatro semanas, de 

donde se infiere que el balance hormonal l/l de AIA/C en mg/l, 

es el m!s adecuado, tanto para luz como para obscuridad. 

En la figura No, 24, se representa gráficamente la interrela­

ción entre el contenido de thevet6sidos y el balance hormonal 

AIA/C, en donde también se observa la dependencia entre éstos 

parámetros y por lo tanto, la dificultad de poder realizar -­

predicciones respecto. 

En la tabla No. XXIV, se resumen los valores del estudio est~ 

dístico para el contenido de thevet6sidos a las cuatro se~a-­

nas, en donde se puede inferir que tanto la auxina como la 

cinetina as! como la interacciBn entre ambas, presentan un -­

efecto significativo· al 95\ de confianza, con esta in!orma~ -

ción se confirma la importancia del balance hormonal en el -­

crecimiento celular, ast como en la presencia de thevet6sidos 

como ya se había establecido en otras especies en cultivo de 

tejidos vegetales Gresshoff (19761, Mantell. (1983), 
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T A B L A XXII 

EFECTO DEL BALANCE HORMONAL SOBRE EL CRECIMIENTO DE TEJIDO 

CALLOSO DE COTILEDONES DE Thevetia thevetioides 

c 

N 

E 

T 

N 

A 

(mq/l 

c 

i 

o.os 

0.25 

l.O 

L5 

o.os 

0.1 

2.969 

l.25 

l. 51 

2.709 

0.01 

l.037 

AIA (mg/l) 

O.l l.O 2.5 

0.82 3'. 487 2.690 

2.516 3.165 3.933 LUZ 

4.23 l.162 5.044 

3.20 l. 672 5.214 

AlA (mg/l) 

0.1 ·1. o 2.5 

·o. 1so 5.309 l. 486 

115 

N 

E 

T 0.25 3.250 4. 415 3.113 3. 603 OBSCURIDAD 

N 

A 

(mg/ll 

l.O 

2.5 

.l. 501 

l,576 

4. 810 2.112 2.687 

5.80 l.278 l,728 

Condiciones: incubados a 28QCt lºC en luz-obscuridad a las 

cuatro semanas. 

Variable de respuesta: Indice de peso fresco 

(promedio de tres frascos por tratal!liento) 



.. 
T A B L A XXIII 

EFECTO DEL BALANCE HORMONAL SOBRE EL CONTENIDO DE THEVET~ 

SIDOS EN TEJIDO CALLOSO DE COTILEDONES DE Thevetia ~-

~ 

c 

N 

E 

T 

N 

A 

(1119/l l 

c 
I 

N 

E. 

T 

N 

A 

(1119/ll 

0.01 

0:05 0.113 

0.25 0.217 

1.0 0.152 

1.5 0.183 

0.01 

o.os o. 092 

0.25 0.197 

l. o 0.134 

l.5 0.227 

AIA (Jng/L)· 

0.1 l. o 2. 5 

0.201 0.246 0.342 

0.236 0.381 0,149 LUZ 

0.473 0.691 0,393 

0.247 O;S06 o. 652 

AIA (Jng/l) 

0.1 1.0 2.5 

0.163 o. 272 0.201 

0.275 0.414 0.106 OBSCURIDAD 

o.590 o. 719 o. 283 

0,182 o.568 0.434 

Condiciones: incubados a 2BºC ~ i~c en luz-obscuridad. 

a las cuatro semanas. 

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

tejido calloso seco. 

~remedio de tres frascos por tra­

tamiento). 
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UJZ 

r~z4 INTERRELACION DEL BALANCE HORMONAL AIA/CINETINA 
·RESPECTO Al CONTENIDO ti: THEvEToslDOS 
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T A B L A XXIV 

AHALISIS DE VARIANZA DEL CONTENIDO DE THEVETOSIDOS DE TEJIDO CALLOSO DE 

Thevetia thevetioides RESPECTO AL BALANCE HORMONAL AlA/ClNETINA 

Fuente de M.C. 1'.C. ~ 
Variaclifo 9. l. Luz obscuridad Luz obscuridad 0.95 

···-

Auxina (AIA) 3 79003.5 67984 2.98 11.0 2.92 

Cine tina (C) 3 72670.4 107901. l 2.74 17,46 2.92 

Interacciones 

Auxina-cinetin• 9 05907. 92 23319 3.23 3. 77 2.21 

Error 32 26522.7 6179.8 
.... ... -· ------

9.l,= grados de libertad M~c. Q cuadrados medios l'c=P calculada 

F0 . 95= F te6rioa al 95% de confianza 

Fe) F0 • 95 hay efecto siqniticativo 

Variable de respuestas \ de contenido a~ thevetestdos 

... ... ., 



Con el objeto de evaluar si el factor luz-obscuridad, tiene -

efecto sobre el crecimiento y la presencia de thevet~Bidos, -

se realiz~ un an!lisis de varianza de dos factores mantenien­

do constante el tiempo de toma de muestra a las cuatTo sema-­

nas, en la tabla XXV, se presentan estos.resultados de donde 

se infiere que el factor luz-obscuridad, no tiene efecto si9-

nificativo al 95\ de confianza, respect~ a las variables de -

respuesta del peso seco y contenido ae thevet~sidos, a dife-­

rencia del balance hormonal AIA/C que si lo presenta, 

lU 



T l\ B L A XXV 

ANl\LISIS DE Vl\Rll\NZl\ DEL CRECIKIEHTO y COHTElllDO DE Thevet6sidos de TEJIDO 

CALLOSO DE Thevetla thevetloides RESPECTO AL EFECTO DE LUB-OBS. 

FUENTE DE 

VARil\C 1011 

Luz-obscuridad 

Tratamientos 

l\IA/Cinetina 

Interacci6n 

Luz-Obs-Ail\/C 

Erro.r: 

9. l. 

15 

15 

32 

p .s. 

1497 

1096 2 

924, 6 

439, 4 

~-----------·----- -·-----

ll.C. F.C •. 

\The P. S. \'11he 

11990 l.42 2.64 

175640 25.0l 39,69 

9970. 4 2.11 2,17 

4539.5 

--

F0.95 

··-

4.17 

2. 01 

2,01 

g.l.R grados de libertad M.C.=cuadrados ~edlos Fc=lP calculada 

t'o, 95RF tetlrica hay efecto significativo 

variables de respuestai P,S. = peso seco 'tl1e =I de contenido de 

thevet6eidos, 

... 
"' o 



7.9 Efecto de la auxina 2,4 D y AIA/einetina, respecto a la -

inducci6n de tejido·ca1loso 

En este estudio se plantea evaluar el efecto que tiene el ti­

po de auxina en relaci6n a la velocidad de crecimiento y al -

contenido de thevet6sidos, se utiliz6 una matr1z 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 

fotoper1odo (16 hr luz/8 hr obscuridad), las concentraciones 

de auxinas utilizadas, no son las mismas en algunos tratamie~ 

tos, debido a que su potencia es diferente. 

En la ta~la XXVI, se muestran los valores para el crecimiento 

en peso seco, de donde se observa que el balance hormonal o&s 

adecuado para la auxina 2,4 D/cinetina es de 2/0.S, a diferen 

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 ~ue­

de decir que la auxina AIA· promueve una velocidad de crecimi 

miento mayor. Otro aspecto importan4e de considerar es que -

la auxina AI~ promueve la formaci6n de un tejido calloso m!s 

suave y esponjoso a diferencia del aspecto de los callos con 

2,4 o que son más duros, estas observaciones son cualitativaA. 

Los callos, se someten a una prueba de disgregaci6n celular -

en la cual después de 10 minutos se di~gregan totalmente. 

Los tejidos provenientes de AIA/C, se disgregan mls r&pido, -

que los de 2,4 D/C, este aspecto es im,ortante de considerar 

en el caso qUe se piense realizar cultivos en suspensi8n. 

En la figura No. 25, se presenta grlficamente la interrela- -

ci6n que existe entre el balance hormonal y el peso seco, CDf!. 

parado el efecto de cada una de las auxinas ensayadas, de don 

de se ~uede concluir que efectivamente hay una diferencia en 

relaci6n al crecimiento. 
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'l' A B L A XXXVI 

EFEC'l'O DE LAS AUXlNAS 2,4,D y AIA/Cinetina RESPECTO AL CRE• 

~IMIENTO DE TEJIDO CALLOSO DE COTILEDONES DE Thevetia ~-

~ 

~ 
I 

N 

E 

T 

I 

N 

A 

(mg/ll 

e 

N 

E 

T 

N 

A 

(mg/1-1 

0,25 

o.s 

l,O 

0.25 

o.s 

l.O 

2,4 D (mg/11 

o.s 1.0 

2. 72 3,14 

s. 46. 7.89 

3.96 5.24 

AIA (mg/l) 

l. o 1.5 

7.32 6,83 

8,17 9.12 

4.68 8,92 

l. s 2.0 

2. 53.: 3.41· 

·9, 24. '·ú;.s2 

.· 
-,'.;•'';,,·· 

6,a3· '.6;13 

2.5 3.5 

2.70 7. 43. 

19.11 12. 01 

l0.."71 13. 40 

Condiciones: incubados a 2Be ~ l"C en fotoper!odo 116hr~luz/ 

.8 hr.obs). a las cuatro semanas. 

Variable de respuesta: Peso seco (gr,/frascol K 10-2 
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(promedio de tres frascos por tratamiento) 



0.5 

O 00 CINETtiA {t!IQ/ll 

' h--. .,., """""'"""' 
1.o ~o:zs 

$ 

AIA(•t/ll 

F"-..25 CUR\AS CCMMATl\AS OE LA NTERREl.ACION DE LAS 
AUXINAS AIA Y 2, 40/CINETINA RESPECTO AL PESO 
SECO EN FOTOPERIOOO (16tn.klz/8tn.oblculclad). 
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en relaci~n al contenido de eheveeósidos, en la eabla XXVII, 

·se indican los valores encontrados, de donde se puede inferir 

que el mejor balance hormonal para el 2,4,0/Cinetina es el de 

2/l, a diferencia del AIA/cinetina que es de l.S/l. Compara~ 

do de nuevo sus valores, se observa que se obtiene mayor con­

tenido de thevet6sidos para la auxina AIA/cinetina. 

to cual confirma lo ya publicado, respecto a la importancia -

de la auxin4 AIA, an relaci6n a la ?roducción de Metabolitos 

secundarios Gresshoff (1979) 'f Man tell (1983). 

En la figura No. 26, se muestra ·la 1nterrelaci6n del balance 

hormonal con el conten~do de thevetósidos, comparado el efec­

to de cada una de las auxinas ensayadas, se observa que tarn-­

bién tiene influencia el tipo de auxina sobre la presencia de 

Thevet6sidos. 

Con estos resultados, se puede decir que ~ara estas condicio­

nes ensayadas, la auxina que resulta ser m&s adecuada, tanto 

para el crecimiento1 como para el contenido de thevet6sidos -

es el AIA. 

También se realizó un anglisis 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 significativo por el tipo de auxina al 95\ de con!ian• 

za, ast como también para la interacción tipo de auxina-bala~ 

ce hormonal. 

En este estudio estadfstico, sólo se utilizan los tratamien-­

tos en don.de las a.uxina.s presentan los mismos balances hormo­

nales, por lo que la matr!z experimental se reduce a una de -

2 X J. 
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T A B L A XXVII 

EFECTO DE LAS AUXINAS 2,4,D y AIA/Cinetina RESPECTO AL CO! 

TENIDO DE THEVETOSIDOS DE TEJIDO CALLOSO DE COTILEDONES DE 

Thevetia thevetioides 

c 
I 

N 

E 0.25 

T 

I ·o.·5 

N 

l.O A 

(mg/l) 

e 

N 

E 0.25 

T 

o.s 

N 

A l.O 

(mg/l) 

1 

1 
1 

1 
1 

1 

2, 4,D, (mg/l) 

o. 5 l. o l.5 2 

o. 235 0.197 0.228 0.452 

O.lB2' 0.408 0.341 0.383 

0.226 o. 241 0.162 º· 456 

AIA (mg/l l 

l. o 1.5 2.5 3. 5 

0.354 0.226 0.467 0.328 

0.266 0.376 . O-. l38 0.289 

o. 313 o. 7 34 0.367 0.187 

Condiciones: incubados a 28ºC ~ lºC en fotoperíodo 

(l6 hr. luz l8 hr. obs). 

Variable de respuesta: \ de contenidb de thevet6sidos/gr de 

tejido calloso seco. (promedio de tres 

frascos por tratamiento)., 
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----------- --0.00 CINETINA (mQ/I} 

0.1 

.5 

2, «> (1119/1) 

---------- -0.00 CWETINA (1119/11 

o.e O.Z5 

1.0 
IA ( ... /JI 

Fig.26 ClflVAS COMFMATIVAS DE LA INTERRELACICW 00: LAS 
AUXINAS AIA Y 2,40/CINETINA. RESPECTO AL CON­
TENIDO DE TIEVElOSIDOS EN FOTOPERIOOO 
(161n. luz/81vs. obstll'ldadl 



T A 13 L A XXVIII 

ANALISIS DE VARIANZA DEL CRECIMIENTO Y CONTENIDO DE THEVETOSIDOS EN TEJIDO 

CALLOSO DE Thevetia thevetioides RESPECTO AL EFECTO COMPARATIVO DE Ll\S -­

l\UKINl\S 2,40,yl\IA/CINETINA. 

FUENTE DE M.C. F,C. F 
VARIACION g. l. 

0,95 \the P.S. \the P.S. 
L... _____ 

2. 40 yl\Il\ l 25217.4 1142 11. 74 lB,6 9,55 

'l'ratamientos 

AuKina/citocinina 5 92854 745 43.24 12,13 4.49 

Interacci6n 

2,40 y l\Il\ 

tratamientos A/C 5 23261 264,0 10.83 4.64 4,49 

Error 24 2147 61. 4 
L _________ 

-- ----·--· --.,··-~- ·------ --· ·---~- --·---------------

9, l.i:a grados de libertad M.C.=cuadrados medios Fe"' P ca.lculada 

F 0 • 95= f' te8r!ca al 95\ de conUanza. Pe) !'0095 hay efecto si<JnH!_ 

cativo 

variables de respuestai P.s.c peso seco \the~ \thevetdsidoa,' 



7.10 Efecto de las fotocondiciones en re1ación al crecimiento 

y contenido de Thevet6sidos en la inducci5n de tejido 

calloso de Thevetia ~etio~~ a las cuatro semanas 

Para este estudio se trabaja con una matr!z experimental de -

l x 2 de AIA/Cinetina en úng/l), en donde se pretende evaluar 

el efecto de la luz-obscuridad-fotoper!odo B6 hr luz/8 hr -­

obs), a las cuatro semanas. 

Para el crecimiento se evalúa el peso seco como variable de -

respuesta, los resulta?os se ouestran en la tabla XX!X, de -­

donde se observa que las condiciones más adecuadas del balan­

ce hormonal son 2,5/0,5 de AIA/Cinetina para el fotoper!odo y 

de 2,5/l de AIA/Cinetina ~ara luz y obscuridad. 

En relación del contenido de thevet~sidos en la tabla XXX, se 

presentan ios resultados de donde se observa que el mejor ba­

lance hormonal es de l.S/l de AIA/Cinetina para el fotoper!o­

do y de l/l de AIA/Cinetina para luz y obscuridad. 

Con los resultados obtenidos se concluye que los requerimien­

tos hormonales son diferentes ~ara promover el crecimiento, -

que los requeridos para la presencia de thevetósidos. Tambi&n 

se puede decir que las condiciones de fotoper{odo, promueven 

un comportamiento diferente al que se loqra con la luz y obs­

curidad. 

Para evaluar el efecto sif'lnificativo de yas fotocondiciones, 

se realiza un an!lisis de varianza de dos factores, cuyos re-
' sultados se indican en la tabla XX~!, donde observamos que el 

factor luz-obscuridad-fotoperíodo no tiene efecto significat~ 

va para el crecimiento, mientras que 9ara el contenido de th~ 

vetósidos si lo tiene. 

El efecto por balance hormonal AIA/Cinetina, así como la int~ 

racción fotocondi;iones- balance hormonal, st presentan efec­

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

EFECTO DE LA LUZ-OBSCURIDAD-FOTOPERIODO'PARA EL AIA/Cinetina RE~ 

PECTO AL CRECIMIENTO DE TEJIDO CALLOSO DE COTILEDONES DE.Thevetia 

thevetioides 

c 
I 
N 
E 
T 
I 
N 

1tmg/ll 

c 

N 
E 
T 
I 
N 
A 
(Jng /l) 

c 
I 
N 
E 
T 
I 
N 
A 
(mg/l) 

l. o 

0.5 5. 7 3 

l. o 9.16 

l. o 

o •. s lL26 

l. o 8.45 

l. o 

0.5 8. l 7 

l.O 4. 68 

AIA (Jng/l) 

l.5 

8.43 

l4. l6 

AIA (mg/l) 

l. 5 

7.14 .. 
13.06 

A?A (mg/l) 

l.5 

9.12 

8.92 

2.5 

7.42 

24.59 

2.5 

6.43 

29.lS 

2. 5 

19. 21 

l0.·71 

LUZ 

OBSCURIDAD 

,_ 

FOTOPERIODO 
(l6hr. luz/ 
8hr.obs) 

Condiciones: incubados a 2BºC ~ lºC en luz-ob~·fotoperfodo a las 

variable de: 
respuesta 

cuatro semanas. 

peso seco (gr. /frasco) x lO:-' (promedio de tres fra!!_ 
cos por tratamiento). 



T A B L A XXX 

EFECTO DE LA LUZ-OBSCURIDAD-FOTOPERIODO PARA EL AIA/CINETINA, 

RESPECTO AL CONTENIDO DE THEVETOSIDOS DE TEJIDO CALLOSO DE C~ 

TILEDONES DE Thevatia thevetioides. 

e 

N 
E 
T 
I 
N 
A 
(Jng/l) 

e 
I 
N 
E 
T 
I 
N 
A 
(mg/l) 

e 
I 
N 
E 
T 
I 
N 
A 
(mg/l) 

o.s 

l.O 

o.s 

l.O 

o.s 

l.O 

l.O 

0.3l4 

0.69 

l.O 

0.271 

o. 7l 

1,. o 

0.266 

0.313 

AIA (l!lg/l) 

l. 5 

0.410 

0.593 

AIA (mq/l) 

l. 5 

0.346 

0.614 

AIA (mg/l) 

l. 5 

0.377 

0.734 

2.5 

o. 298 

0.37 

2.5 

0.316 

0.291 

2. 5 

O.l38 

0.367 

LUZ 

OBSCURIDAD 

FOTOPERIODO 
(16 hr, luz/. 
8hr,obs) 
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condiciones: incubados a 2BºC + lºC en luz-obscuridad,fotoper!odo 
· a las cuatro semañas. 

Variable de respuesta: \ de contenido de thevet5stdos / qr. de -
_tejido calloso seco ~remedio de tres fra~ 
cos por tratamiento') 



T A A XXXI 

ANALISIS DE VARil\NZA DE:L eRECTMH:N'i'O Y CONTEUIDO DE 'l'llfJVETOSIDOS EN 1'E.1IDO CALl.OSO 

DE ·rhcvetla ~etio~ H~SPEC'i'O AL EFEC'l'O DE LUZ - OllSC:lll\JllAD - FO'l'OPt:RJOOO. 

t'UEN'l'E DE 

VA,R ll\CION 

lui-Obs-Fotoperfodo 

Tratamientos l\IA/C 

lnteracci8n 

I.uz-Obs-fotoper fado 

Error 

g .1. 

10 

g,l,• grados de libertad 

M.C. t·.c. 

P.S. %the P.s. \the 

1569.7 1671.9 

14044 1272.2 

5269.4 1906.l B. 97 16.9 

5B
1
7. 5 112.4 

M.C.= cuadrados medloS Fc""P calculada 

3. 23 

2.45 

2.0B 

F
0

•
95

•F te6rica al 95\ de co~f lanza Fe) F
0

,
95 

hay efecto significativo 

Variables de respueBtai F.S.m peso seco 

' the ~ ' de thevetósidoe 



a. e o N e L u s I o N E s 

En la tabla &XXII, se resume las condiciones m!s adecuadas ?~ 

ra la inducci!n je ~ejido calloso de Thevet1a theveeioides, -

a partir de cotiledones y embriones. 

- Todos los a~peri~entos se llevaron a cabo con una fuente v~ 

qetal s•loccionid~ y clasificada bocánicamente 'ara evitar 

vari~ciones en los resultados. 

- se determin6 que al explante máa adecuado para la inducción 

de tejido calloso, era a partir de cortes cilíndricos de c~ 

tiled~n, en donde se logra obtener un 100' de respuesca a -

la inducci6n de tej~do calloso, en todos los balances horm~ 

nales ensayados. 

• En relaci6n a los embriones se encontr~ que no se logra ob­

:ener un -100~ de inducci6n de tejido calloso en todos los -

balances hormonales ensayados, es por ello que suponemos --

que sea neces3rio reali:ar ~n ~ratamiento previo 

!in de aumentar la res,uesea del explante. 

con el -

- En relación a la capacidad de diferenciación de los explan­

tes, se encontró que el embrión es el que posee mayor capa­

cidad. 

- Sn base a los r3sultados anteriores se considera que los -­

cort9S cilíndricos de cotiledón son los más adecuados para 

evaluar la cin~tica de crecimiento y pr~sencia de thevet6s~ 

dos. 

- con respecto a la velocidad de cr2cimiento, se encontró que 

el m!ximo desarrollo celular, se lo~ra a las cuatro semanas. 

En relación al concenido de ~heve~ósidos, se encontró que -

después de cuatro semanas, el ~on~eni1o dis~inuye, es 9or -

ello que se recomienda que cada cuatro semanas se subculti-

13:' 



T A B L A KKK II 

CONDIClONES Ml\S ADECUADAS PllRll LA INDUCCION DE TEJIDO CllLLOSO DE Thevetia thevetioides 

VARIABLE DE 

RESPUESTA 
EKPLllNTE 

BALANCE 
HORMONl\L FO~'OCOND IC IONES 

1-----·----------···-··----··--····· -----·-- --·-----·----------------------! 
], P. F, cotiledéln 2,5/l.5 AlA/C Luz 

coti led8n o. 1/L 5 111A/C Obscuridad 

---------
P.S, cotiled6n 2.5/o.5 11111/C Luz y obscuridad 

cotiledón 2. 5/0. 5 1\111/C Fotopertodo (16hr luz/ 

8 hr obs,) 

cotiledón 2/0. 5 2,4 D/C Fotoper!odo (16 hr luz/ 

8 hr obs,) 
-··--------·-·-· 

' contenido de cotiledéln 1/1 11111/C LUZ y obscuridad 

thevetllsidos 

cotiledlln l, 5 /l 11111/C Fotoper!odo (16 hr luz/ 

8 hr obs,) 

cotilediSn 2/1 2,4 D/C Fotoper1odo (16 hr luz/ 

8 hr obs) 

,_ _________________ --------~---------------·-----·--·--------------·-·---·---~ 
Contenido de 

thevet6sidos 

embrilln 1/1. 5 11111/C Luz y Obscur~dad 

-------~-------.,---- .. ·-------····-··-----·-·--·-----·-------------------



·, 

- En relaci6n al balance hormonal AIA/C, se encontrd que pre­

senta un efecto significativo respecto a la velocidad de -­

crecimiento, en~ontrandose ~ue a una concentraci6n de 2.S -

mg/l de AIA y 1,0 mg/l de cinetina, se logra las mejores 

condiciones, tanto para luz como para obscuridad. 

- Con respecto al contenido de thevetósidos, se encontr6 que 

a un balance hormonal de l mg/l de AIA y 1.0 mg/l de cinet~ 

na, se obtiene el mayor contenido, tanto para luz como para 

obscuridad, siendo el balance hormonal tambi~n significati-· 

vo para la presencia de metabolitos secundarios en el cult~ 

vo vegetal. 

- Se encontr& que los ·facores luz-obscuridad, no presentan un 

efecto significativo para el peso seco, ni para el conteni­

do de thevet6sidos, 

- En el estudio comparativo de auxinas 2,4 o y AIA/cinetina, 

se encontr6 que la más adecuada era el AtA, debido a que 

favorece una mayor velocidad en el crecimiento, as! como 

también el de lograr una mayor presencia en el contenido de 

thevet6sidos, 

- Se encontr~ que en condiciones de fotoperfodo-Luz-Obscuri-­

dad, no se presenta un efecto significativo en relaci6n a -

la velocidad de crecimiento. A diferencia del contenido de 

thevetOsidos en donde st presenta un efecto sinnificativo -

en las condiciones de luz-obscuridad-f.oºtoper!odo en culti-­

vos con balance hormonal AIA/cinetina. 

El modelo experimental planteado respecto a la· inducci6n de -

tejido calloso de Thevetia cumplió su objetivo respecto al c~ 

nacimiento y adaptación de ésta nueva Biotecnoloq!a Vegetal -

de gran importancia para la Industria Farmac!utica, además, -

de que permiti6 conocer los parSmetros que estan involucrados 

en el desarrollo de esta Tecnolog!a. 
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Con los resultados encontrados, se considera factible, el co~ 

tinuar con estudios de cultivo en suspensi6n, con el objeto -

de evaluar la capacidad que posee las c6lulas vegetales de 

Thevetia, para realizar biotransf~maciones espec!ficas de 

glucósidos card1acos que aumenten s~ actividad, as! como tam­

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

la naturaleza y evaluar su actividad farmacol6gica. 
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9, PROUPUESTAS Y/O RECOMENDACIONES 

- Realizar estudios en donde se utilice !cido giber4lico, co­

mo tratamiento pre~io en las semillas de Thevetia para f aci 

litar el rompimiento de la dormancia y evaluar 3i es~e efes 

to presenta efectos positivos respecto a la inducci6n de t~ 

jido calloso a partir de embriones. 

- Realizar estudios de germinaci~n de semillas de Thevetia, -

para obtener explantes de hipocotilo y ra!z y evaluar el -­

efecto que tiene sobre la inducci6n de tejido calloso y el 

contenido de thevetósidos. 

- Realizar experimentos, en donde se promueva la diferencia-­

ci8n del tejido a partir de cultivos de tejido calloso, -­

con el fin de evaluar si el contenido de thevet~sidos es d!.._ 

ferente al que se encuentra presente en los cultivos no di­

ferenciados (callos), y determinar la importancia que tiene 

la diferenciaci6n sobre la producci6n de metabolitos secun­

darios, 

- Evaluar la dependencia que existe del 6rgano diferenciado -

~or ejemplo, hoja, ra!z o ~allo, en relación al contenido -

de thevetósidos, 

- ~fectuar estudios de cultivo en suspensión, utilizando el· -

tejido calloso proveniente 1e las mejores condi=iones enea~ 

tradas para su inducci!n. con el objet~ de evaluar su capa­

cidad de acumulación de thevet6sidos. 

- Realizar un estudio com?arativo de cultivo en suspensión 

provenientes de cultivos de eej±do calloso y de cultivos di 
ferenciados. 

- Realizar estudios de biotransformaci6n (bioreactor vegetal) 

y ev5luar el potencial espec~ftco de células vegetales de -

·ThevStia, para llevar· a cabo biotransformaciones espec!!i-­

aas de cardtotón±cos. 
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l.levaT a cabe es·t.udios de 1ngeni.er!a Genl!ti ca Vegetal, con 

el fin de seleccionar lln·eas i:elulares a1"":.amen"t.e produc::to-­

:r&s de ~etabolitos ~ecundarios o capaces de efectuar bio- -

~%ans!oTm&cione~ e5pec!ficas. 

:tmt>1·ementar ·un métoao "nal!tico por cromatoq:raf!a l!quida -

.alta "Presi"&n ·O :radio-i:nmutloa-nilisis., las cuales uos pernii-­

'tll'l\ 1ocµ-&r ·esUb1ecer la etapa ae mayor produccian del. 111et!_ 

·cboa.~:to sei:u'l\aar·io es.pec'!:fico., as! como ta111biln el poder ev!_ 

1uair :sii '" 11•'115 " c&.bo •efecti·11a111ent·e 11na biot.:ansformaci8n. 
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