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RESUMEN

En éste trabajo se incluye una revision bibliografica,
etnobotanica, esconomica s fitoquimicaj cultive de tejidos
vegetales v producci®n de alcaloides del tropanoc; asi como el

siguiente trabajo experimental.

Se indujeron callos de los diferentes Organos de Solandra
nitida =., wusando el medic estandar de Murashige & Skoog (1962
bajo condiciones de iluminacién constante (?O000Lx). Los callos
derivadoas de talle se establecierdn on medioc estandar con muotsu

- -2 -7 -s -7
de ANA y 10 - 10 M de BAP; SX10 M de 24-D y Sx10 ,5x10 M de
K ;los callos derivados de hoja se obtuvierOn en medic con sx10 M
-a -8 -G -7
de ANA v Sx10 |, Sx40 M de BAPS Sx10 M, Sx10 Mde 2,4-D '
-5 -7
Sx10 -  Sx10 M de K. Para el caso de la raiz, no ae Logrd
establecer calles pero cuando los segmenios de raiz de plantllas
-3
generadas: in vitro se sembrarén en medio estandar con Sx10 M de

-8
ANA y 3x10 M de BAFP se logr6 el establecimiento de cultive de

raices in wvitro.

Los andlisis preliminares para alcaloides mostrardn que los
calles derivados de tallo ¥ hoja no presentan alcaloides; mientras
que la rafiz cultivada in vitro sl En cuanto a los Organos

intactos, ol talle ¥ la rafz dierdn positivo ¥ la hoja negative
para la prueba preliminar para alcaloides.

EL andlisis por cromatografia de gases mostro que sOlo la
raiz de la planta completa presenta alcaloides: siendo el
porcentaje de alcaleides totales de 0. 10 *%; de les cuales el
0. 0017 % corresponde a escopolamina; 0. 001288 9% a atropina; 0.012
% a Lla hidroxihiosciamina ¥ mas de diez alcaloides no

vdentificados.



I. INTRODUCCION

Para atender la salud del pueblo mexicano, México importa
muchos farmacos como son: morfina, narcotina, efedrina, alcaloides
del 1indol, de 1la pilocarpina y alcaloides del tropano, estos
altimos incluyen escopolamina, hiosciamina y atropina. (INEGI
1987). México pagd mas de 2 millones de délares en 1989 por estos.
(SECOFI 1987, ver cuadro 1). Los alcaloides del tropano son
utilizados con fines terapéuticos, anestésicos y midriaticos;.
(Martindale 1982: Glasby 1975), ademas de estar incluidos en el
cuadro basico de medicamentos. (CSG, 1984). Estos alcaloides se
obtienen en forma comercial de plantas de la familia Solanacea,
que incluyen a los siguientes géneros: Atropa belladonna, Datura
stramonium, Datura metel var fastuosa, Hyoscyamus niger,
Hyoscyamus muticus Yy Scopolia parviflora (Martindale 19823
Youngken 19515 Tyler Brady & Robbers 1981; Trease % Evans 1973)
ver cuadro 2.

Los alcaloides del tropano importados en 1971 incluian:
atropina, homatropina, bromhidrato de escopolamina, bromuro de
N-metilhioscina, sulfato de atropina, sulfato de hioscina,
metilnitrato de atropina, clorhidrato de escopolamina, nitrato de
metoescopolamina. En 1972 se encontré un comportamiento similar al
de 1971, en cambio para 1973 sé6lo se importé escopolamina y
alcaloides totales del tropano, para 1974 ocurrié lo mismo que el
afio anterior, sélo con la diferencia de que se incluyé atropina: a
partir de 1975 éste comportamiento se ha mantenido hasta 19%0.

(SECOFI 1984 - 1990, INEGI 1970 - 1983).



El presente trabajo incluye una revision bibliografica a
nivel econdmico, etnobotanico, fitoquimico y produccién de
alcaloides del tropano a partir de cultivo de tejidos vegetales en
la familia Solanacea. Esta revisién tuvo la finalidad de reunir
informacién acerca de los géneros de la familia, que se hallasen
en nuestro pais y que pudieran ser potencialmente utiles para la
obtencién de alcaloides del tropano. Asi se encontré que el género
Datura y Solandra tienen amplia distribucién en México.

En el caso de Solandra se sabe que es un género relativamente
grande constituido por 10 6 12 especies. (Evans 1979; Schultes
1979).

La informacién recabada acerca de la produccién de
metabolitos secundarios (alcaloides) a partir de cultivo de
tejidos vegetales, indican que es muy amplia para algunos géneros
de la familia Solanacea (Atropa, Datura, Hyoscyamus, Scopolia,

Duboisia), pero nulos para el género Solandra.



OB JETIVOS

1. Establecer la relacién y concentracién de fitorreguladores
(auxina — citocinina), para la induccién y establecimiento de un
cultivo de callos a partir de los diferentes érganos de Solandra

nitida I.
2. Determinar la presencia de alcaloides del tropano en
cultivo de callos que se obtengan de los diferentes oérganos de

Seolandra nitida 1.

3. Cuantificar e identificar los alcaloides de hojas, tallo y

raiz de Solandra nitida I.
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II. FAMILIA SOLANACEA

La familia Solanacea comprende cerca de 34.géner‘ns y casi 3
mil especies de plantas. Son plantas herbaceas y lefiosas, que se
distribuyén en las regiones templadas y tropicales del planeta.
(Hunziker 1979; D 'Arcy 1979) . Esta familia tiene enorme
importancia mundial, y entre algunos géneros utiles de ella estan:
Solanum (papa), Lycopersicum (tomate), Nicotiana (tabaco) vy
Capsicum ( guindilla, pimienta, pimentén, chile). Otros géneros
son ornamentales, tal es el caso de Petunia, Schizanthus,
Nicotiana, Salpiglossis y Solanum. Pero quiza, los mas importantes
sean aquellos géneros utilizados como materia prima para la
obtencién de farmacos (alcaloides del tropano), estos incluyen
Hyoscyamus (belefio), Atropa (belladona), Datura, (estramonia),
Duboisia y Scopolia.( Evans 1979; Schultes 1979; Mehra 1979).

En el contienente Américano, principalmente en Sudamérica se
sabe que existe la mayor diversidad de especies; de acuerdo con lo
cual, se a considerado que este sitio pudo haber sido el origen
de la familia Solanacea (Hunziker 1979). En este continente
existen se géneros, 28 son endemicos de Sudamérica y las
galapagos; i1e géneros estan restringidos a las zonas templadas y
las restantes a las tropicales ( D'Arcy 1979).

De acuerdo con el sistema de clasificacién de MWettsten
(Wettsten 1891, citado por Hunziker 1979) 3 Y tomando en
consideracién las caracteristicas de la semilla, tipo de e ' y
cariotipos, la familia Solanacea se ha dividido dos

-

subfamilias:
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1. Subfamilia SOLANOIDAE: coﬁpuesta por 2z tr‘xbus,.sd géneros Yy
aproximadamente 1400 especies.

2. Subfamilia CESTROIDAE: compuesta por s tribus, 24 géneros y 413
especies.

En cuanto al género Solandra, nombre que fue dado a estas
plantas por 1los discipulos de Linneo, en honor a Daniel C.
Solander, naturalista y viajero del siglo xvii, se sabe que es un
género perteneciente a la subfamilia Solanoidae. Son plantas
arbustivas trepadoras. Sus caracteristicas generales son: corola
grande de 10 - 36 cm de largo, excediendo el caliz, androceo
zigoméorfico, filamentos inclinados, insertados en la base de las
anteras, entre la teca, anteras de 7 - 11+ mm de largo. El1 ovario
esta ligeramente hundido en el receptaculo, bicarpelar,
tetralocular; estilo inclinado, semillas de 4.2 - 3.2z mm de largo
y de z.6 - 3.5 mm de ancho (Martinez 19663 Matuda 197235 Schultes
1979; O 'Gorman 1963). Se les considera un género tropical, aungue
existen algunas espcies que se desarrollan en zonas templadas. En
el continente Américano se reportan las siguientes especies:
Solandra boliviana, S. grandiflora, S. guerrerese, S.guttata, S.
hartwegii, S.hirsuta, S. longiflora, S. macrantha, S. paraensis,
S. brevicalyx, S. nitida y S. nizandensis; el rango de
distribucién de éste género abarca desde México, Centroamérica y
Sudamérica, a altitudes entre los 1300 a 2500 m (Hunziker 1979;
Martinez 196465 Matuda 1972; D'Arcy 1979).

En México se sabe existen s especies y son: Solandra guttata
Don., S. brevicalyx Standley., S. guerrerese sp. nov.,S. nitida.,
S. nizandensis Matuda. (Matuda 1972; Martinez 194646; Herbario del

Instituto de Biologia UNAM 1989). Las 4 primeras especies
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reportadas por Martinez (1966) son plantas que generalmente se
encuentran vegetando en lugares de clima templado y hamedo, y la
ultima especie reportada por Matuda (1972) en lugares mas bien
secos y calidos.

Varios grupos étnicos en nu.e-;'.tr'u pais desde épocas remotas
han utilizado estas plantas en actividades religiosas y para curar
algunas de sus enfermedades. Por ejemplo, el hueipatli ( Martinez
1966) Solandra guerrerense, en el estado de Guerrero, Solandra
brevicalyx en el estado de Jalisco ( Knab 1977 ). En general éstas
plantas poseen propiedades alucinégenas, provocadas por la

presencia de alcaloides del tropano.
III. ALCALOIDES

Los alcaloides son wun grupo de compuestos organicos
nitrogenados, que tienen accién sobre la fisiologia de distintos
animales. El1 nombre de alcaloides fue dado porque son basicos, y
forman sales con acidos, como lactico, malico, tartarico vy
citrico. Algunos alcaloides en Solanum y Veratrum se encuentran
como glicésidos de ramnosa, galactosa y glucosa; en otros los
alcaloides estan libres. (Robinson 1981; Dominguez 1973;
Martindale 19813 Cordell 19813 Fodor 1979). La mayor fuente de
alcaloides han sido sin duda alguna las plantas superiores. No
obstante, en afios recientes se a incrementado el namero de
alcaloides obtenidos de animales, insectos, érganismos marinos,
microérganismos y plantas inferiores. ( Pelletier 1983).

De las plantas superiores, en las gimnospermas se han aislado

115 alcaloides, de las angiuspermas (monocotiled6neas) se han
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reportado 488 alcaloides y de las dicotiledOneas unos 3coo
(Dominguez 1973).

En el sistema de clasificacién de las plantas superiores de
Engler (Engler 1945 citado por Cordell 1980) hay oo 6rdenes, de
estos 34 especies presentan alcaloides. 40% de todas las familias
vegetales presentan alcaloides. Sin embargo de los 10 mil o mas
géneros que existen sélo el ox presentan alcaloides.

Las familias que se caracterizan por la presencia de
alcaloides estan: Apocynacea (quebracho, matacan), Papaveracea
(amapola, y quelidonium), Rubiacea (cinchona, e ipecacuanha)l,
Fapilonacea (lupino), Ranunculacea (aconitina, delifinium), Rutacea
(auvaciacea) y Solanacea (tabaco, tomate, belladona, manzano
espinoso). (Felletier 19725 1983; Cordell 1981). Los alcaloides
estan localizados en determinados 6rganos de la planta: por
ejemplo en semillas (fisostigma, areca), en frutos (cicuta), en
hojas (belladona), en tallos subterraneps (sanguinarinal, en raiz
(belladona, coca), en rizoma y raiz ( ipecacuanha, hidrastis ), y
tallo (cinchona). (Tyler, Brady & Raobbers 1?81; Youngken 1951;
trease % Evans 1973). Aunque esto no significa que el lugar en el
cual se encuentran sea el sitio de su biosintesis, por ejemplo los
alcaloides de los géneros Datura y Nicotiana son producidos en la
raiz y luego transportados a las hojas. (Waller & Newacki 1978;
Cordell 1981; Robinson 1981).

Otra variable observada es que 1los alcaloides sélo se
sintesizan en alguna etapa del crecimiento o epoca del afio, y bajo
determinadas condiciones ecolédgicas (Waller & Newacki 1978;

Cordell 19813 Pelletier 1983).
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A) a. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS ALCALOIDES

1. Contienen carbono, hidrégeno, nitrégeno vy oxigeno.
Frecuentemente el nitrégeno forma parte del anillo heterociclico,
ésto le confiere propiedades de basicidad. (Tyler, Brady & Robbers
1981; Martindale 1981).

2. Muchos son sélidos, otros son liquidos volatiles y éstos
frecuentemente no contienen oxigeno en su estructura (Tyler, Brady
% Robbers 1981; Cordell 1981; Martindale 1981).

3. En general son cristalizables, aunque algunos son amorfos
o liquidos, como la nicotina (Martindale 1981; Tyler, Brady %
Robbers 1981; Pelletier 1972; Dominguez 1973).

4. Son incoloros, aunque hay excepciones como la berberina,
que es amarilla y sanguinarina roja (Martindale 1981; Dominguez
1974; Pelletier 1972).

3. Son insolubles o ligeramente solubles en agua, como la
colchicina, pero solubles en solventes organicos como alcohol,
cloroformo, benceno y algunos en éter, sus sales son solubles en
agua (Martindale 1981; Tyler, Brady & Robbers 1981; Robinson 1981;
Pelletier 1972).

s. Muchos de ellos son fisinlégicamente activos, algunos son
extremadamente venenosos a bajas concentraciones (Martindale 1981;
Dominguez 19725 Pelletier 1972; Cordell 1981; Tyler, Brady &
Robbers 1981).

7. S5e wunen con &acidos para formar sales de amonio
sustituidas. La estabilidad de éstas sales a la hidrélisis varia

con la potencia de la base del alcaloide y de la naturaleza del
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acido us;dn. Con excepcién del grupo de la xantina, los alcaloides .
tienen L::n pK menor de 7. Los alcaloides son liberados de sus sales

por la adicién de alcali (Martindale 1981; Tyler, Brady % Robbers

1981; Pelletier 1972; Cordell 1981; Robinson 1981).

B. Son precipitados por uno o mas de los siguientes
reactivos, con algunos de ellos forma un compuesto quimico
definido el cual es usado para su identificacién: o reactivo de
Mayer, =2 reactivo de Marme, = reactivo de Dragendorff, o
reactivo de Sonnenschein, = reactivo de Wagner, o reactivo de
Scheiber, & cloruro &urico, 7 acido tanico y e acido picrico
(Martindale 1981; Dominguez 1973: Cordell 19813 Tyler, Brady &
Robbers 1981).

b. CLASIFICACION DE ALCALOIDES

Los alcaloides pueden ser clasificados de varias formas: en
base a la estructura molecular y la ruta metabolica gque interviene
ﬁara su biosintesis en alcaloides verdaderos, protoalcaloides y
pseudoalcaloides. Los alcaloides wverdaderos se caracterizan por
ser extremadamente téxicos, muestran un amplio rango de actividad
fisiolégica, son casi siempre basicos; comunmente preséntan
nitrégeno en un anillo heterociclico, son derivados de los
aminoacidos, y tienen una distribucién limitada en las diferentes
familias de plantas, aunque hay algunas excepciones. Los
protoalcaloides son aminas relativamente simples, en las cuales el
nitrégeno del aminoacido no esta incluido en un anillo
heterciclico, son biosintetizados a partir de aminoacidos y son
basicos. Los pseudoalcaloides no snn_derivadns de los aminoacidos,
comunmente son basicos, hay dos series importantes en esta clase:

los alcaloides esteroidales y las purinas (Vickery & Vi:kery 19813
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Cordell 19815 Waller & Newacki 1978).

De acuerdo a su procedencia botanica estos compuestos se
pueden clasificar en: alcaloides del opio, de la cinchona, del
tropano, de la xantina, del ergot, de wvinca. También se puede
clasificar de acuerdo a la naturaleza de la estructura quimica de
la cual se derivan: por ejemplo la nicotina contiene piridina,
mientras que la piperina contiene hexahidropiridina. También
algunos presentan mas de un nacleo, por ejemplo la quinina
contiene quinolina y quinuclidina ( Martindale 1981).

c. NOMENCLATURA

Debido a que los alcaloides son un grupo de compuestos con
una enorme variedad estructural, no hay un sistema general de
nomenclatura, la wunica caracteristica en comin que tienen los
nombres de los alcaloides es la terminacion —-ina. En cuando a sus
nombres triviales, éstos son obtenidos de varias formas: o« del
nombre genérico de la planta que lo produce (atropina de Atropa
belladonna), 2. del nombre especifico de la planta (cocaina de
Erythroxylon coca), 3 del nombre coman de la droga producida por
la planta (ergotamina del ergot), « de su actividad fisiolégica
(emetina un emetico), L del nombre de su descubridor
(pelletierina). ( Pelletier 1970; Tyler, Brady% Robbers 1981;
Cordell 1981).

d. FUNCION DE LOS ALCALOIDES EN LA PLANTA

En cuanto a los alcaloides en el metabolismo, catabolismo y
en la fisiologia vegetal se ha propuesto que podrian ser: o
productos terminales del metabolismo (Waller % Newacki 19783
Luckner 1985), 2 reservorios de nitrégeno (Luckner 1984; Vickery

& Vickery 1981), =a agentes protectores de la planta contra el
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ataque de sus predadores (Whittaker & Feeny 1971; Waller % Newacki
1978), 4 reguladores del crecimiento, la estructura de algunos de
ellos se asemeja a la de los fitorreguladores del crecimiento, o
por su capacidad para formar quelatos o intervenir en fendmenos de
6xido-reduccién (Waller & Newacki 1978; Luckner 1984; Whittaker %
Feeny 1971).

B> a’ ALCALOIDES DEL TROPANO.

Los alcaloides del tropano estan presentes principalmente en
la familia Solanacea, auque también se han reportado en utres
familias tales como Erythoxylacea y Convolvulacea ( Romeike 1978;
Evans 1979; Cordell 1980; Pelletier 1970, 1983).

En la familia Solanacea se encuentran géneros importantes
desde el punto de vista terapéutico Datura, Atropa, Hyoscyamus,
Duboisia y Scopolia. (Cordell 1981, Pelletier 1970, 1983; Glasby
1975; Fodor 1970; Robinson 19813 Kumar et al 1984).

Una particularidad de 1la familia Solanacea es que los
alcaloides, por ejemplo hiosciamina estan esterificados con acido
tréopico u otros acidos relacionados con los aminoalcoholes
(Romeike 1978). Los alcaloides del tropano son divididos en
alcaloides relacionados con o la atropina y b®) la cocaina. Estos
z grupos son incluidos dentro de los alcaloides del tropano debido
a que son derivados del tropano ( Martindale 1982; Pelletier 1970,
1983). Los alcaloides del ¢tropano mas conocidos por Su uso
terapéutico son la «»-hiosciamina, «)-escopolamina y cocaina
(Robinson 1981; Pelletier 1970, 1983; Martindale 1981; Youngken
1951; Tyler, Brady % Robbers 1981).

El esqueleto basico de éstos alcaloides es el

nortropano(azabiciclo-s,zi-octano ), y son ésteres de un acido
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organico y un tropan-i-ol teniendo la configuracién a o (3. Los
ésteres de la tropina son llamadas tropeinas. Los acidos que
esterifican al tropano, varian desde acidos alifaticos de s
carbonos, por ejemplo el a4cido z-metilbutirico, acido
s-metilbutirico y Acido tiglico, o los acidos aromaticos como el
&acido benzoico, veratrico, vanillico, trépico y cinamico (
Pelletier 1970, 1983; Martindale 1982; Fodor 1970).

La atropina es la forma opticamente inactiva de la
l-hiosciamina. La hiosciamina es raramente aislada comercialmente,
pero se produce por racemizacién de la atropina en el proceso de
extraccién (Cordell 198153 Pelletier 19703 Fodor 1970). La
hidrélisis de atropina produce tropina y acido (+)-trépico. La
tropina es 6ptic mente inactiva, fuertemente basica y contiene un
grupo ~N—metilo.

La escopolamiﬁa es una base un poco mas fuerte que la
hiosciamina.La hidrélisis alcalina de ésta produce acido trépico y
oscina. En cambio cuando la escopolamina es hidrolizada con
lipasa pancreatica produce escopina. La escopina es facilmente
convertida a oscina, bajo condiciones basicas suaves ( Cordell

1981; Pelletier 1970, 1983; Fodor 1970).0

b’. BIOSINTESIS DE ALCALOIDES DEL TROPANO
Los experimentos con ornitina radiocactiva han establecido que
este aminoacido es precursor del anillo de pirrolidina encontrado
en los alcaloides del tabaco (nicotina, nornicotina), de la
pirrolizidina (retronicina), de la fenantroindolizidinas
(tiloforinas) y del tropano ( Leete 1980, 1979; Vickery &% Vickery

19815 Fodor 1970).
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Del mismo modo se sabe que el acido glutamico y la prolina
intervienen en la biosintesis de los alcaloides del tropano via
ornitina, ademas de que esta incorporacién en la estructura del
alcaloide es asimetrica. En la biosintesis de los alcaloides del
tropano Leete (1979) considera que la ornitina es incorporada via
&—-n-metilornitina, a pesar de que este no ha sido detectado
todavia en algdan género de la familia Solanacea.

En seguida la descarboxilacién de &—wn-metilornitina, para
formar la nN-metilputresina fig 1, un precursor identificado de la
tropina en Datura metel y Scopolia lurida (Liebisch % Schutte
1966, 1969, citado por Leete 1979), asi como de los derivados de
la higrina, cuscohigrina y de otros alcaloides del ¢tropano en
Atropa belladonna (Fodor 1970; Vickery & Vickery 1981).

Posteriormente ocurre la oxidacién del grupo amino de 1la
N-metilputresina para formar la s4-metilaminobutal fig 1. La farma
ciclica de este ultimo conduce a la formacién de la w-metil-
—pirrol . Se sabe que los carbonos 2z 3 4«4 de la tropina son
aportados por el acido acético; se asume que éste es incorporado
via acido acetoacético o alguan otro derivado activado, como por
ejemplo el éster de la coa. El resultado de la condensacién entre
la n—metil-A-pirrol y el acetoacético es el acido
higrino-a—carboxilico, el cual puede descarboxilarse para rendir
hidrina ( Kaczkowski, Schutte & Mothes 1961; Liebsch, Radwan &
Schutte 1969; 0’'Donovan % Keogh 1969, citado por Leete 1979). En
seguida la (+)—(zr)-higrina pasa a traves del intermediario
deshidrohigrina fig 1, para formar finalmente la tropinona la cual
por medio de una reaccién estereoespecifica da lugar a la tropina

( Leete 1979, 1980). La oxidacién del anillo de tropina conduce a
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la formacién de escopolamina, dicha reaccién transcurre via
o-hidréxihiosciamina y e¢,7-deshidréhiosciamina mediado por una
deshidratacién syn. Se asume que esta reaccién se puede llevar a
cabo también de la siguiente forma: la os-hidroxihiosciamina es
fosforilada en el oxigeno de la posicién o, este carbono es
atacado posteriormente por un agente nucleofilico y producir un
intermediario a partir del cual puede generarse un doble enlace,
por medio de una eliminacién anti en la posicién e y 7, para
rendir e¢,7—deshidrohiosciamina y finalmente escopolamina fig 1.
(Leete 1979, 1980)

En cuanto a la ecgonina que forma parte de la cocaina, se
propone que esta se forma por una simple modificacién de la ruta
biosintetica de la tropinaj en la cual el grupo carboxilo del
acido higrina-a—carboxilico es retenido, este pasa por algun
intermediario para formar finalmente la cocaina ( Leete 1980).

La meteloidina se asume que se forma por hidréxilacién del
3-a—tigloiltropano, probablemente via a-atigloiloxitropan—-z73-ol.
Después la hidroxilacién en la posiciéon ¢ y 7 forma la
meteloidina, dicha reaccién transcurre con retencién de
configuracién ( Leete 1979, 1980).

Se ha encontrado que los acidos que esterifican al anillo de
tropina es el acido trérico y algunos acidos aromaticos. Se sabe
que el aAcido trépico se forma a partir de la fenilalanina por
migracién del grupo carboxilo y desaminacién de éste aminoacido
(Leete, Kowanko % Newmark 1975 citado por Leete 1980). Ademas se
ha demostrado que el acido fenilpirdvico y el acido fenilacético
son también usadas en la biosintesis del &acido trépico (Leete %

Kyrven 1974 citado por Leete 1979, 1980).
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El benzoilo de la cocaina utiliza también a fenilalanina como
lprecursor, éste se forma por rompimiento de la cadena entre el
carbono z y 3 de la fenilalanina. El acido tiglico esterifica a la
meteloidina y otros alcaloides, se forma a partir de Ila
L-isoleucina, como se ha demostrado en algunas especies de Datura
(Groos % Schutte 1963, Leete & Murrill 19467; Robinson, Bachhawat %

Coon 1956; Woolley 1966 citados por Leete 1979).

IV.FITOQUIMICA DEL GENERO Solandra.

Petri fue uno de los primeros en reportar la presencia de
alcaloides del tropano en hojas de Solandra longiflora (sinomia
Solandra laevis Hook), como norhiosciamina o l-tropilnortropeina
(conocida inicialmente como solandrina), noratropina, hiosciamina
y atropina (Holmes 1950; Henry 194%9; Willaman & Schubert 1961).

Por otro lado Evans, Ghani y Woolley (1972) encontrarén en
Solandra grandiflora Sw, S. guttata d. Don ex Lindley, &S.
hartwegii N. Br, S. hirsuta Don, ¥y S. macrantha Dun los
siguientes alcaloides: atropina, hiosciamina (como principales),
litorina, hioscina, norhioscina, tigloidina, sa-tigloiloxitropano,
sa—acetoxitropano, wvaltropina, tropina, y—tropina, cuscohigrina
como secundarios. Estos alcaloides fueron aislados tanto de partes
aéreas como de subterraneas. En el cuadro 4 se muestran los
alcaloides encontrados en cada especie, asi como el érgano en el
cual se detecté. Finalmente Rosales (1981) reportéd la presencia de
atropina y escopolamina en raiz de Solandra nitida ZI. (ver cuadro
4). .

Es importante seflalar que éstos alcaloides también han sido

aislados de varias especies del género Datura, en concentraciones
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muy semejantes; a diferencia del género Seolandra, no presenta
monotigloil éster y ditigloil éster de tropanodiol y tropanotriol,
en cambio si presenta valtropina un alcaloide no detectado en
ningun género de la familia Solanacea, a excepcién de Duboisia
leichhardtii. Por lo que al género Solandra se lel considera
quimiotaxonémicamente uniforme (Evans 1979; Evans, Ghani & Woolley

1972) wver cuadro .

VY. CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

C). Caracteristicas generales de la técnica de cultivo de
tejidos y sus aplicaciones. Se define como una técnica que nos
permite el mantenimiento de tejidos o células de una planta
donadora y su desarrollo en un medio bien definido. La composicién
del medio varia de acuerdo a la especie en particular, pero en
general los componentes del medio de cultivo se divide en o
grupos: macronutrientes inorganicos, elementos traza, fuente de
hierro, suplementos organicos (vitaminas), fuente de carbono y
reguladores del crecimiento vegetal (Dixon 1985; Fossard 1?85;
Staba 1980).

El conocimiento exacto de los constituyentes del medio de
cultivo para el desarrollo celular es muy imperfecto para un gran
numero de especies vegetales. Sin embargo, existe un gran numero
de formulaciones para la induccién de callos; cuando no existan
estos medios algunos autores recomiendan iniciar el experimento
usando algun medio de cultivo estandar tal como el MS, SH y
variando las concentraciones de fitorreguladores (Dixon 1983).
Ademas, se ha encontrado que los medios mencionados anteriormente

son muy ‘efectivos para el desarrollo de una gran variedad de
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plantas monocotiledéneas y dicotiledoneas (Fossard 1985; Dixon
1985).

En cuanto a la utilidad que tiene esta técnica de cultivo de
tejidos, de manera precisa podemos mencionar tres:

1. Util en la investigacién basica, como por ejemplo en el
entendimiento de la fitoquimica, fisiologia, enzimologia,
fenémenos de diferenciacién y desarrollo de células vegetales y
organelos, ya que con esta técnica se pueden controlar parametros
tan importante como son el nutricional y ambiental (Ellis 1984;
Tabata 1977; Misawa 1985; Loyola 1987; Lozoya 19853 Shiwei 1982).

z.Preservaci6on de germoplasma y micropropagaciéon. Es atil en
la propagacién masiva, inter_‘cambio de germoplasma, induccién de
variabilidad g-enéti.ca y recuperacién de plantas en peligro de
extincién (Fossard 1985; Shiwei 1982; Blanco 1985; Rubluo 1985;
Loyola 1987).

3. Obtencion de sustancias utiles a partir de cultivo de
células vegetales. A finales de 1940 Bonner reportd que el tejido
de guayule cultivado in vitro podia producir goma. En 1950 Tuleke
y Nickell demostrarén que se podia producir biomasa celular a
partir de algunas células vegetales mantenidas en un medio de
cultivo definido (Nickell 1980; Staba 1982; Misawa 1985). Después
de la aparicién de estos resultados se planteé la posibilidad de
poder obtener algunas sustancias quimicas a partir de cultivo de
células vegetales. En la actualidad no hay duda de que dicha
técnica aplicada a nivel industrial es una realidad. Como lo
demuestra el hecho de que en 1983, Japén inicié la
comercializacién del primer producto obtenido por cultivo de.

células vegetales; la shikonina, una naftoguinona producida por
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Lithospernum erythrorhizon,, esta shikonina es usada como
colorante y astringente (Flores, Hoy & Pickard 1987; Balandrin et
al 1985; Misawa 1985; Segura et al 19875 Shiwei 1982).

Los productos del metabolismo vegetal se han clasificado en
metabolitos primarios y metabolitos secundarios. Entre los
metabolitos primarios estan por ejemplo proteinas, acidos
nucleicos etc; y entre los metabolitos secundarios estan
alcaloides, terpenos, flavonoides, fenilpropanoides etc (Balandrin
et al 1985; Staba 1980, 1977, 1982; Misawa 1985; Nickell 1980;
Luckner 1984; Vickery % Vickery 1981; Fowden 19562).

Como ya se mencioné en las plantas completas las cantidades
de metabolitos secundarios tienden a ser acumuladas en sitios
especificos y en determinadas condiciones ambientales. Algo muy
similar sucede con las células cultivadas in vitro. FPara maximizar
la produccién de metabolitos secundarios en las células cultivadas
in vitro se han propuesto 3 estrategias a seguir:

Desarrollo de técnicas apropiadas de seleccién y seleccisén de
genotipos apropiados. Para la selecciéon de plantas con altas
concentraciones del producto deseado, asi como de colonias en el
transcurso del programa de clonacién, es necesario desarrollar
métodos de cuantificacién. Este método debe ser sensible, asi como
el permitir el analisis de un gran namero de nuestras en poco
tiempo.

Una de estas técnicas es la de radioinmunoensayo, cuyo uso ha
permitido obtener valiosa informacién, por ejemplo se encontré una
amplia wvariacién en el contenido de alcaleoides producidos por
Catharanthus roseus y Nicotiana tabacum, dicho caracter de

variabilidad se ha tomado como base para seleccionar aquellas
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plantas que presentan los méx_imas concentraciones de alcaloides.,
y a partir de éstas establecer un cultivo de células altamente
productoras. ( Yamada 1984: Spiegel & Kochba 19775 Deus & Zenk
1982; staba 1982). Y es mediante éste proceso de seleccién célular
que se han obtenido lineas celulares que producen metabolitos
secundarios en cantidades superiores a las encontradas en la
planta completa. entre estos productos se incluyen pigmentos,
vitaminas, alcaloides y esteroides (Yamada 1984: Zenk % Deus 19B82;
Chadhaha % Heble).

El tercer paso consiste en la manipulacién de las condiciones
de cultivo,componentes nutricionales, pH, temperatura, aereacioén,
agitacién, luz etc, o bien la biotransformacién de un compuesto
quimico relacionada con la biosintesis del producto deseado; esta
opcién es muy ventajosa siempre y cuanda dichas sustancias,
precursoras o moléculas relacionada con la biosintesis del
producto sean baratas (Staba 1982, 1984q,1984v.; Ellis 1984;

Spiegel % Kochba 1977).

D). CULTIVO DE TEJIDOS Y PRODUCCION DE ALCALOIDES EN LA

FAMILIA SOLANACEA

En esta parte se da una resefia de los trabajos realizados en
los géneros Datura, Duboisia, Scopolia, Hyoscyamus y Atropa.

Para el caso del género Dagtura Gibson y Abbot (1963}
encontrarén que las raices cultivadas in vitro de D. stramonium
var tatula producian alcaloides (hiosciamina y escopolamina) y que
esta se veia afectada por la adicién de prolina (o.745, 1.3, 3ppm);

este aminoacido inhibe la biosintesis de alcaloides, ademas de
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tener efecto en la morfologia de las raices. En esta misma planta

. se (Gibson y French 1964) encontrdé que el Gﬁ’ (s, 10, zoppm)
‘inhiben la biosintesis de alcaloides del tropano y el crecimiento
de las raices cultivadas in vitro.

Staba y Jindra (196B) con cultivos de células en suspension
de D. stramonium 5450 encontrarén que estos producian alcaloides
(cuscohigrina, colina y pseudotropina ). Asi mismo, se encontré
que la adicién de manganeso (1, 7 ppm) y la adicién de alguno de
los siguientes precursores : ornitina, arginina, fenilalanina y
asparagina; no tenian efecto sobre la biosintesis de alcaloides,
pero cuando se adiciona con 14 ppm de manganeso y alguno de los
precursores mencionados, observan un efecto benefico en la
produccién de alcaloides. En esta misma clona (Stohs 1949
encontré que la tropina y el acido tropico inducen wuna mayor
produccién de alcaloides (hiosciamina, escopolamina y otros
alcaloides no identificados). También se establecio que confarme
transcurren los subcultivos, este va perdiendo la habilidad para
sintetizar alcaloides; confirmandose esto cuando se inicio un
nuevo cultivo denominado s1z y se comparo con el ya establecido.

Por otro lado en los cultivos de callos de D. tatula (Sairam
% Khanna 1970) se encontré que la tirosina (o.ix) tiene un efecto
benefico en la biosintesis de alcaloides y el crecimiento celular;
teniendo un efecto menor la fenilalanina (o.1%). Los alcaloides
determinados fueron escopolamina, hiosciamina, atropina y colina.
Mientras que Hiraoka, Tabata y Konoshima (1973) establecieron que
los cultivos de callos de D. innoxia producian alcaloides, y que
esta se veia favorecida cuando el medio se adiciona con cualquiera

de los siguientes compuestos: tropina, fenilpiruvato,
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fenilalaninaj; mientras que el acido trépico disminuye la
produccién de alcaloides, siendo 1z cantidad de alcaloides
inferior a la del control. Los alcaloides detectados en todos los
casos incluyeron hiosciamina y escopolamina, excepto para el
adicionado con tropina en el que sélo se detecto acetiltropina.

Por otra parte usando cultivos de células en suspensiéon de D.
innoxia (Hiraoka % Tabata 1974) se logra la induccién de plantulas
a partir de estas células; se usaron varias concentraciones de
K/ANA. Ademas se siguié el patréon de biosintesis de alcaloides
durante la regeneracién de las plantulas. Se encontré que la
hiosciamina esta presente a lo largo de todo el periodo de
regeneracién; mientras que la escopolamina sélo aparece cuando el
tallo empieza a desarrollar raices. Otros alcaloides s6lo se
presentan en los callos indiferenciados y luego que se inicia la
regeneracién desaparecen, mientras que otros sélo aparecen cuando
la planta esta completamente desarrollada.

Verzar-Fetri, Dinh y Szoke (1978) encontraron gque los callos
de D. innoxia desarrollados bajo obscuridad total, la cantidad de
alcaloides era inferior a los desarrollados bajo 1luz continuaj;
ademids de que las cantidades encontradas eran inferiores a las
reportadas para los érganos intactos de la plaﬁta completa. Los
alcaloides encontrados incluyeron: tropina, cuscohigrina,
meteloidina, hiosciamina, escopolamina, s—hidroxihiosciamina,
norescopolamina y acido trépico. Finalmente también se establecio
que la adicién de fenilalanina causa inhibicién en la produccién
de alcaloides, mientras que el acétato de sodio la incrementa.

Los cultivos de células en suspensién derivadas de D. innoxia

(Hiraoka & Tabata 1983) s6lo producen acetiltropina,
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independientemente del 1los fitorreguladores usados (2,4-D, ANA,
AIB, AIA). Asi como la adicidon de tropina y otros acidos (tiglico,
mandélico, benzoico, isobutirico, transcinamico, cafeico) no
tienen efecto en la produccién de alcaloides; solo se produce
acetiltropina.

Dhoot y Henshaw (1977) encontrarén que los callos derivados
de Hyoscyamus niger producian alcaloides, y que esta se veia
favorecida cuando el medio se adiciona con 2,4-D (0.2 y 2
mg/1) .Encontrando que las bajas concentraciones de 2,4-D induce
una mayor produccién de alcaloides, a pesar de lo cual estos
valores eran inferiores a los reportados para los érganos intactos
de esta planta. Asi también se probdé que el acido tropico induce
la formacién de raices, estos cultives produjeron alcaloides, pero
esta capacidad de formar raices y biosintetizar alcaloides se veia
afectada con el envejecimiento del cultivo. Los alcaloides
encontrados incluyeron hiosciamina, escopolamina y cuscohigrina.

En este mismo género (Hashimoto et al 1982) se determiné la
capacidad de metabolizar hiosciamina (0.1 mM) y escopolamina (1
mM) por cultivos de callos derivados de hoja y raiz. Encontrando
que los cultivos de callos derivados de hoja son incapaces de
convertir la hiosciamina a escopolaminaj; mientras que los cultivos
de callos derivados de raiz convierten del 10 - 20% de la
hiosciamina agregada a escopolamina. Cuando se agrega escopolamina
a cada uno de los cultivos, se encontré que son incapaces de
convertirla a hiosciamina.

Se determinéd el efecto de varios parametros fisicos vy
quimicos en la produccién de alcaloides en cultivos de células en

5uspensi6n de H. muticus (Koul, Ahuja % Grewal 1982). Encontrando
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que a pH bajos (3.s) induce una mayor produccién de alcaloides.
Para el caso de las vitaminas, se encontré que estas son desicivas
para la produccién de alcaloides y el crecimiento celular. Tambieén
la fuente de carbono (sacarosa) se vario, encontrando que con ix
de este carbohidrato hay una mayor produccién de alcaloides,
aunque el crecimiento celular se ve retardado. Para el caso de los
fitorreguladores se encontré que AIA induce una mayor produccién
de alcaloides, seguido por el 2,4-D y finalmente el ANA. Ademas se
" establecio que los precursores de estos alcaloides, acido citrico,
ornitina y el éster acetoacético tienen efecto benefico en la
produccién de all‘:alcﬁdes

Hashimoto y Yamada (1983) lograrén el establecimiento de
cultivos de células (H. niger), y después de varios subcultivos y
modificando el medio de cultivo logran el establecimiento de
cultivo de raices. En estos cultivos se encontré hiosciamina y
escopolamina. Se determino la habilidad de los cultivos de células
en suspensién y los cultivos de raices para metabolizar
hiosciamina y escopolamina. Encontrando que los cultivos de
células en suspensién no tienen la capacidad para convertir
hiosciamina (0.1 mM) a escopolamina; mientras que el cultivo de
raices presentan una gran capacidad para convertir hiosciamina a
escopolamina.

Wesolowska y Skrspcza (1985) trabajando con H. niger y H.
albus establecieron cultivos de callos derivados de anteras.
Algunos de 1los callos establecidos sufrieron nr?ga.nogenesis' y
posteriormente formaron pléntula.s completas. En los cultivos de
callos y en las plantulas se encontré atropina, hiosciamina,

escopolamina, apoatropina, tropanol y otros alcaloides no
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identificados. Mientras Grewal et al (1979) hallé que 1la
produccién de alcaloides en los callos derivados de H. muticus se
veia incrementada con la adicién de K y ANA.

Fara el genéro Duboisia, Griffin (1979, 1984) logra el
establecimiento de callos de hibridos de D. leichhadrtii y.D.
myoporoides. Para lo cual se usaron varias concentraciones de BAFP
y 2iP, estos callos posteriormente forman tallos y finalmente
plantulas completas. Los callos no produjeron alcaloides, estos
cultivos se adicionardn con hiosciamina (1000 ppm), después de un
tiempo se determiné la presencia de hioéciamina, escopolamina y
o-hidroxihiosciamina; mientras que cuando se adiciond con 1000 ppm
de escopolamina el cultivo es incapaz de convertir la escopolamina
a otro alcaloide.

En un segundo experimento los callos se cultivaron en medio
adicionado con BAP y 2iP, esta wvez se detecto butropina un
alcaloide menor del género. Estos callos se subcultivaron en medio
con AIB y BAP; en este se formo callo y posteriormente se
desarrollaron raices; el analisis para alcaloides reveld la
presencia de escopolamina e hiosciamina, estableciendo que la
biosintesis de alcaloides se realiza en la raiz.

Kitamura, Miura y Sugii (1985) establecieron cultivos de
callos de D. myoporoides, usando varias concentraciones de 2,4-D y
K en la obscuridad. Cuando los callos se incubaron con AIB se
indujo la formacién de raicesj el analisis mostré la presencia de
atropina, escopolamina, anabasina, nornicotina y nicotina. Cuando
las raices se cultivaron en medio adicionado con BAP se indujo la
formacién de tallos, en estos se determiné la presencia de

anabasina y nicotina. La composicién alcaloidal fue muy semejante
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a las reportadas para la planta cumple'ta. Estos autores concluyen
que las raices biosintetizan alcaloides, los que posteriormente
son transportados a las partes aereas.

For otro lado los callos derivados de D. leichhardtii (Yamada
% Endo 1984) se establecieron usando varios medios, entre los que
se encuentran L-S, Gambor BS5, White y adicionados con ANA y BAF.
El analisis revelé la presencia de hiosciamina, escopolamina, pero
para el cuarto subcultivo no se detecté ningun alcaloide. Despueés
de subcultivarlos por &« meses los callos mostrarén la formacién de
tallos; y cuando se subcultivo en medio adicionado con AIB se
indujo la formacién de raices, para luego formar plantulas. EIl
analisis para alcaloides de las raices reveld la presencia de
hiosciamina, escopolamina y nicotina, los tallos solo presentaron
hiosciamina y escopolamina. Se determind la capacidad de
metabolizar alcaloides (hiosciamina) en los diferentes cultivos;
encontrando que los callos no pueden convertir la hiosciamina
agregada a escopolaminaj; mientras que el cultivo de tallos y el de
raiz convierten la hiosciamina a escopolamina, siendo mas efil::az
la raiz para esta conversién. Finalmente se establecié que 1la
adicién de 4&acido ¢trépico, en los diferentes cultivos inhibe
completamente el crecimiento; ademas de no tener efecto alguno en
la biosintesis de alcaloides.

Fara el caso de Scopolia parviflora (Tabata et al 1972) se
establecieron cultivos de callos a partir de rizoma y tallo; esto
se logré usando varias concentraciones de 2,4-D, AIA, ANA y K. El
analisis para alcaloides revelé la presencia de alcaloides, el
contenido de alcaloides en estos cultivos era muy semejante, a

pesar de que en los 6rganos intactos, las diferencias en el
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contenido alcaleoidal es muy significativa, este a su vez fue
inferior a 1los reportados para los o6Organos intactos de esta
planta. Asi mismo se determindé que el 2,4-D y K no modifican la
produccién de alcaloides. En cambio la luz provoca una reduccién
del so - 70% en la produccién de alcaloides, comparados con los
desarrollados en la obscuridad permanente. También se encontré que
la adicién de casaminoacidos, peptona, extracto de levadura
provocan un aumento en la produccién de alcaloides. Asi también se
encontré que cada uno de los siguientes precursores: fenilpiruvato,
L-fenilalanina, L-ornitina, L-prolina vy tropina inducen la
produccién de alcaloides; mientras que el acido trépico no solo
provoca un aumento en la produccién de alcaloides, sino también
una reduccién del crecimiento celular en un eox. Finalmente los
callos inducidos se subcultivaron en medio adicionado con 2,4-D y
K en el cual se logra la formacién de raices, este cultivo de raiz
producia hiosciamina y seis alcaloides menores.

Mano et al (1986) logra el establecimiento de cultivos de
raices, cuando se indécula la bacteria Agrobacterium rhizogenes
1sea« en segmentos de tallo de Scopolia japonica. De las raices
inducidas se obtuvieron ze clonas, las que se caracterizaron por
ser extremadamente ramificadas y un ré&pido crecimiento. EIl
establecimiento se logré usando varios medios de cultivo, algunos
de 1los cuales se modificaron. Todas 1las clonas produjeron
alcaloides, con diferencias significativas entre estas.

Un trabajo similar fue realizado con Atropa belladonna
(Kamada et al 19B46). Los segmentos de tallo se inocularon con A.
rhizogenes 15834, a las cinco semanas se hicieron aparentes las

raices. Después de varios subcultivos en medio sin
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fitorreguladores, se determind la presencia de alcaloides
(escopolamina y atropina). La cantidad de alcaluidqg_peterminada
resulto inferior a las encontradas en las raices de la planta
completa.

Eapen et al (1978) estableces cultivos de callos derivados de
hojas de plantas haploides de Atropa belladonna. Esto se logré
usando ANA y K, cuando estos callos se subcultivaron en medio con
BAFP se obtienen tallos; estos tallos se sembrarén en medio
adicionado con ANA; en el cual se generan plantulas completas. El
analisis citologico mostré que habia diferentes ploidias en los
callos y plantulas. En este trabajo se determind escopolamina y
atropina, tanto en callos como en las plantulas. Asi mismo, se
encontré que en 1asl plantulas hay un marcado aumento en el

contenido de alcaloides conforme aumenta la ploidia.
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MATERIALES Y METODOS

Los ejemplares vivos de Solandra nitida fueron recolectados
en el estado de Veracruz, se tomaron ejemplares vivos para el
herbario del Instituto de biologia de la UNAM, en donde fuerdn
identificados.

De los ejemplares wvivos recolectados de plantas jovenes y
sanas, se selecciond tejido como fuente de explantes. Se tomarédn
porciones de tallo, hoja y raiz, de aquellas partes que se
encuentran en divisién activa, como es el caso de las regiones
meristematicas de estos oérganos (Fossard 19853 Dixon 1985;
Ikenaga, Takemoto y Ohashi 1985).

La esterilizacién del material vegetal se realizé de la
siguiente manera: los segmentos de tallo, hoja y raiz, primero se
lavaron con suficiente agua corriente para quitar el exceso de
tierra u otras sustancias extrafias. Posteriormente se sumergierdén
en etanol absoluto por 10 segundos, con la finalidad de eliminar
las grasas del tejido y permitir una mejor penetracién del agente
desinfectante en el tejido. En seguida el tejido se sumergid en
una solucién de hipoclorito de sodio (NaOCl ¢ x grado comercial) y
se le adiciond o.o05 s de detergente (Tween so SigmaCo., St. Louis,
USA). E1 detergente adicionado rompe 1la tensién superficial y
permite que el agente desinfectante penetre y ataque los
microorganismos. Finalmente se enjuagardn 3 veces con suficiente
agua destilada esteril; se removierdn las partes terminales del

tejido donde las células fueron dafladas por el tratamiento de
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esterilizacién. E1 tamafio del explante fué de aproximadamente 35 x
s mm de diametré para el caso de la hoja y de 3 mm de ancho para
el caso de tallo y raiz, este es un factor importante que se
considerero ya que de manera general la dificultad para iniciar un
cultivo aumenta con la disminucién del tamafio del explante
(Fossard 1985; Dixon 1985; Tabata et al 1972; Staba 1980).

Los' segmentos de tejido esterilizados fuerén sembrados en
medio basal Murashige y Skoog (1965) con 3s sacarosa, o.eox de agar
y adicionado con varias concentraciones de fitorreguladores, eston

incluyerén: acido 2,4-diclofenoxiaceéetico ( 5 x 107*- 5 x 10"),

acido naftalenacético ( S X 107%- S X 10-°H; 107*-
10°%) ,s-bencilaminopurina (5 x 10°%- 5 x 10°°M; 107*- 107%m);
6-furfurilaminopurina (cinetina) (107*- 10"'r1; 5 x 107*- 107

(Sigma Co., St.Louis USA ) ver cuadro A, B, C, y D. Incubadas por
4 - 5 semanas a 235 C en condiciones de iluminacion continua vy
obscuridad continua, para determinar la formacién de callos.

De los callos formados se tomardn segmentos para hacer una
prueba preeliminar para alcaloides.El método consistio en tomar
una peqguefia pieza de callo fresco de cada tratamiento, de
aproximadamente 2.5 cm de diametro ( Ogino, Hiraoka y Tabata
1978). Las piezas se colocaron linealmenteen una tira de papel
filtro de z x z0 ( Whatman # 1), dejando un intervalo de 3cm entre
cada muestra, ésta es colocada entre dos placas de vidrio y luego
se presiona sobre una de las placas, de modo que el tejido sea
aplastado y los ligquidos presentes en las células sean absorbidos
por el papel filtro, posteriormente se aplico el reactivo de
Dragendorff modificado por Munier, la aplicacién se hizédé del lado

opuesto al de la muestra, el reactivo de Dragendorff revelo la
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presencia de alcaloides, de acuerdo con lo cual a mayor
concentracién de alcaloides mayor intencidad del color naranja
formado: el criterio wvisual que se sigue fue el siguiente:s =
tenue, z = moderado, s = intenso, 4 = muy intenso.

Frueba preeliminar para alcaloides en hojas, tallo y raiz. El
material molido (100 mg) se colocd en un tubo de ensaye y se le
adiciono 3 ml de acido clorhidrico zn. La mezcla se calenté en
bafio de vapor, con agitacién, de s- 10 minutos. Después de enfriar
a temperatura ambiente la mezcla se filtro, al filtrado se le
agrego una pequefia cantidad de carbon activado. Esta mezcla se
agité suavemente, y se filtro con la finalidad de clarificar el
extracto. El1 filtrado se alcalinizé hasta pH s.3 con hidréxido de
amonio y se extrajo dos veces con s ml de cloroformo. Las
fracciones solubles se combinaron y se evaporo el cloroformo a
bafio de wvapor. Al residuo se le agregaron 2.3 ml de acido
clorhidrico 2n, la mezcla se agito suavemente y se filtro. El
filtrado se dividio en tres partes, una de ellas se le agrego unas
gotas del reactivo de Mayer a la segunda el reactivo de Wagner y a
la tercera el reactivo de Dragendorff modificado por Munier, la
formacién de un precipitado se tomo como positivo ( Smolenski,
Silinis & Farnsworth 1972 ).

Fara aquellas partes de la planta y callos que dierén prueba
positiva se procedio a la extraccién de alcaloides totales. E1
material molido (i00g) se mezclé con zog de Ea(DH)z y ss ml de
agua. Con el procedimiento anterior 1los alcaloides fueron
extraidos exhaustivamente, después se adiciondé éter dietilico y
finalmente este se elimindé por evaporacién. Los alcaloides crudos

se analizarén por medio de cromatografia en capa fina, los
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sistemas de soporte y fase movil fueron: alumina y é&ter, éter
dietilico—-etanol 11 revelados con yodo en tetracloruro de
carbono; silica vy cloroformo-dietilamina e, HeCD—NHssoluciOH
fuerte 41, reveladas con reactivo iodoplatinico (Evans, Ghani &
Woolley 1972; Evans % Treagust 1973; ).

La fraccidén alcaloidal fue sometida a cromatografia de gases
segun Ylinen et al (1986), para determinar el tipo, el numero asi
como la concentracién de cada uno de los alcaloides presentes. Se

usaron estandares de atropina, escopolamina, hyoscyamina e

hidroxihiosciamina. ( Sigma Co., St. Louis USA.).
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VII. RESULTADOS

EL CUADRO SIGUIENTE MUESTRA EN QUE COMBINACION DE
FITORREGULADORES SE LOGRO EL ESTABLECIMIENTO DE CALLOS PARA LOS
DIFERENTES ORGANOS DE Solandra nitida Z LOS CULTIVOS FUERON

ESTABLECIDOS EN CONDICIONES DE LUZ CONTINUA.

-4 -8 -4 -8
ANA SX10 -5SX40 MAsBAP SXi0 -5X10 M

-4 -8 -4 -a
2,4-D BSMi0 - SMi0 M K SMi0 =-SXKL0 |}

-4 -8 -4 -a
ANA 5SX10 - SX10 M/ BAP 10 - 10 M

-4 -8 -4 -8
ANA 10 - 10 M/sK 40 - 10 M

TALLO - x x -
HOJA - - b ¢ X
RAIZ - - - x
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PRUEBA CUALITATIVA PARA TALLOS, HOJAS ¥ RAIZ INTACTAS
DESolandra nitida, SEGUN EL METODO PROPUESTO POR SMOLENSKI,

SILINIS & FARNSWORTH 1972.

REACTIVO DRAGENDORFF=» MAYER# WAGNER#%
ORGANO

TALLO = + +
HOJA £ = -
RAIZ - -+ -




PRUEBA CUALITATIVA PARA ALCALOIDES DE LOS CALLOS OBTENIDOS DE
Solandra nitida, SEGUN EL METODO PROPUESTO POR OGINO, HIRAOKA &

TABATA 1978.

PRUEBA <+ ++> (444D 4+

ORIGEN DEL CALLO

TALLO CANA 5X10°M + # = - -
/BAP 10 °M>

TALLO CANA 5X10°M + = & =
/BAP 10 'M>

TALLO €2,4-D 5X10° + - = -
/K 5X10 °M>

TALLO €2,4-D 5X10° + = = "
/K 5X10 "M

HojA CANA 5X10°°M - . N =
7/ BAP 5X10 °M>

HOJA CANA 5X10°M - - - -
/7 BAP 5X10°M>

HOJA ¢2,4-D 5X10 °M - _ - 5 -
/K 5X10 °M>

HOJA ¢2,4-D 5X10°° - = - -
/K 5X10 M

*RAIZ CANA 5X10°M - ++ - &

Z/BAP 5X10 °M>
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EL SIGUIENTE CUADRO MUESTRA LOS RESULTADOS OBTENIDOS FOR
CROMATOGRAFIA DE GASES ¢ SEGUN EL METODO PROPUESTO POR ILINEN ET

AL 1986 PARA LOS ORGANOS INTACTOS DE Solandra nitida.

ORGANO ALCALOIDE DETECTADO

TALLO NINGUNO

RAIZ ATROPINA, ESCOPOLAMINA,
HIDROXIHIOSCIAMINA Y 10
ALCALOIDES NO IDENTIFICADOS




EL CUADRO SIGUIENTE MUESTRA LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR
CROMATOGRAFIA DE GASES ¢ SEGUN LO PROPONE ILINEN ET AL 1986) PARA
LOS CALLOS DE Solandra nitida QUE DIERON FOSITIVO CON LA PRUEBA

PREELIMINAR PARA ALCALOIDES.

ORIGEN DEL CALLO ALCALOIDE DETECTADO

TALLO (2,4-D 5X10 NINGUNO
/K 5X10 °M>

TALLO <2,4-D 5X10 ° NINGUNO
/K 5X107° M>

TALLO CANA 5X10™° NINGUNO
/BAP 10 °M>

TALLO CANA 5X10°> NINGUNO
/BAP 10 'M>

#RAIZ CANA 5x10°° NINGUNO

Z/BAP 5X10 °M>




VIII. ANALISIS DE RESULTADOS ¥ DISOUSION

Establecimiento de callos
La induccién de callos se realizé en medio basal de
Murashige-Skoog (1965), ax de sacarosa, o.ex de agar y probdé con
varias concentraciones de fitorreguladores (ver cuadro A, B, C,
D). Encontrandé que sélo hay induccién de callos para los
diferentes érganos en condiciones -de luz continua (7oo00lx).

La induccién de callos derivados de hoja de Solandra nitidaj
se obtuvierén cuando.el tejido se sembré en medio basal adicionado
con S x 10°°M de ANA y 5 x 10°° M de BAP; S x 10”° M de ANA y 9 x
10°% M de BAFP, 1los callos obtenidos en estas concentraciones de
fitorreguladores tenian un color amarillo obscuro, y eran
friables. Griffin (1979; 1985) indujo la formacién de callos a
partir de hojas de hibridos de Duboisia myoporoides y D.
leichhardtii F. Muell, en medio MS con 10 ppm de ANA y o.25 ppm de
BAF bajo condiciones iluminadas. Por su parte Hashimoto et
61(1982) indujeron callos derivados de hojas de cinco genéros de
la famila Solanacea, y entre las que se incluian Atropa
belladonna, Datura stramonium, Duboisia myoporoides y Hyoscyamus
niger; el medio usado fue el LS adicionado con S5 x 107° M; S x
10> M de ANA Vi B % 10™°M de BAP. y cultivadas bajo luz continua.
De acuerdo a 1lo anterior podemos decir que los resultados
obtenidos por nosotros son muy semejantes a los obtenidos por
Griffin (1985, 1979) y Hashimoto et al (1982); a pesar de que

estos autores trabajaron con genéros distintos al nuestro. El uso



de estos fitorreguladores resultd adecuado en la induccién de
callos derivados de hoja.

También hubo induccién de callos derivados de hoja cuando el
medio basal fue adicionado con S5 x 10°° M de 2,4-D ¥y S x 10°° M de
Ki S % 10 Mde 2,4-D y S x 10 ' M de K. Cabe mencionar que hubo
formacién de callos en mas de uno de las combinaciones de
fitorreguladores usados, pero sélo los mecionados fueron viables.
Estos callos obtenidos presentarén un color marrén claro, muy
friables (foto 1, 2). resultados similares fueron obtenidos por
Verzar-Petri, Kiet & Szoke (1978) quienes establecierén cultivos
de callos derivados de hojas de Datura innoxia, usando el medio MS
(modificado por Maréti 1976) con 2,4-D y K; estos callos fueron
obtenidos tanto bajo luz continua como en obscuridad continua.
Estos autores no indican las concentraciones exactas de
fitorreguladores, sélo mencionanron que usaron mg/l.

Los segmentos de hoja también fueron sembrados en otras
combinaciones de fitorreguladores (ver cuadro A, B, C, y D) a
pesar de que no se ha reportado que estas sean usadas para la
induccién de callos a partir de hoja en algun genéro de la familia
Solanacea. En ninguno de ellos hubo induccién de callos. Sélo
cuando se sembraron en medio adicionado con 10> M de ANA v 107> M
de K, se observé la formacién de pequefias raices a los 15 dias en
los segmentos de hoja, en la parte posterior, las que a los zo
dias morian, las raices eran blancas, poco aparentes.

Induccién de callos a partir de tallo:

Cuando los segmentos de tallo fueron sembrados en medio basal

adicionado con varias concentraciones de 2,4-D y K (ver cuadro

A,B, C y D) se observé la formacién de callos; siendo con S x 10_?
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Mde 2,8-Dy S x 10°M de K; S x 10 'M de 2,4-D y S x 10 ' M de K,
que se obtienen callos que presentan un ripido crecimiento, un
color amarillo verde (foto 3, 4) ademas de ser muy
friables,mientras que Kitamura, Miura & Sugii (1985) inducieraon
callos a partir de tallos derivados de Duboisia myoporoides R.Br.
Estos callos fueron obtenidos usando medio MS adicionado con img-L
de 2,4-D y o.o0imgsl de K. Pero bajo obscuridad continua.

Ademas hubo induccién de callos derivados de tallo cuando
estos fueron sembrados en medio basal con 5 x 10> M de ANA y
10™°M de BAP; 5 x 10 °M de ANA y 10 'M de B Bikne cailice Seatin
una consistencia dura, el color que presentan era de un verde
claro (foto S5.6). Yamada % Endo (1984) lograrén la induccién de
callos derivados de tallos de Duboisia leichhardtii. El medio
usado fue el LS adicionado con S x 10 °M de ANA Yy S x 10° M de
BAP, bajo condiciones de luz continua y obscuridad continua.

También se probaron otro tipo de combinaciones de
fitorreguladores (ver cuadro A, B, C, y D) que no han sido
reportadas para inducir callos a partir de tallo, estos- incluyeron
107*- 10™® M de ANA y 107~ 10 M de K y con el cual nosotros
obtuvimos resultados negativos; mientras que Koul, Ahuja % Grewal
(1983) logréo la formacién de callos a partir de &pices de
Hyoscyamus muticus. El medio que ellos utilizaron contenia 107° M
de ANA v S x 10™°M de K, los callos eran friables y de color verde
palido.

También existen otras concentraciones de fitorreguladores no
probadas por nosotros; por ejemplo Tabata, Yamada , Hiraoka %
Konoshima (1972) indujeron callos de tallo de Scopolia parviflora,

S

el medio usado fue el LS adicionado con 1(11-5 M de AIA o 10" M de
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2,4-D, inducidos en obscuridad total. Engvild (1973) indujo la
formacién de callos derivados de internodos y apices de Datura
innoxia, en medio MS modificado en la concentracién de vitaminas,
adicionado con BAP 3 x 10°° M y variando la concentracién de AIA
( 107%- 10™® M),de ANA ( 107%- 10°; y de 2,4-D (107%- 107° M.
Encontrarén que habia formacién de callos en la mayoria de las
combinaciones probadas; ademas de observar diferencias en el
crecimiento, color y textura de los callos.
Induccién de callos a partir de raices:

Para el caso de la raiz se tomaron segmentos de 1 cm de largo
x 0.3 de diametro; el método de esterilizacién no funciono a pesar
de que se probarén varios tiempos de esterilizacién,
concentraciones de hipoclorito de calcio y detergente, al final
resultaba en muerte del tejido o contaminacién.

De todas las concentraciones v combinaciones de
fitorreguladores ( ver cuadro A,B, C, y D) probadas con hoja ¥y
tallo se encontré que cuando el tallo se siembra en medio basal
adicionado con S5 x 10°° M de ANA y 10°M de BAP,habia formacisén de
un callo a los 20 dias de sembrado. A las 4 semanas se hizo
aparente la formacién de un tallo provisto pequefias hojas, este se
subcultivo en medio de la misma composicién; a las cuatro semanas
se habia desarrollado una _plantula sin raices, las raices
aparecieron hasta el cuarto subcultivo en el mismo
medio.Resultados similares fueron obtenidos por Tabata et al
(1972) quienes lograrén la formacién de plantulas cuando callos
derivados de rizoma de Scopolia parviflora fueron sembrados en
medio adicionado con 107> M de AIA y 10— 10 °M de K bajo luz

fluorescente. Griffin (1979, 1985) también logré la formacidén de
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plantulas a partir de callos derivados de hojas de hibridos de
Duboisia leichhardtii y D. myoporoides.El medio usado por ellos
fue el MS, adicionado con s ppm de BAP y 2.5 ppm de 2iP bajo luz
continua. lo que este autor no especifica es que. si estas
plantulas desarrollaron raices.

Del mismo modo Wesolowska & Skrzypczak (1985) en medio
MS adicionado con 2,4-D (o.23mgrsl1) y K (o.3mgrsl) bajo luz
continua, logré la formacién de plantulas a partir de anteras de
Hyoscyamus niger L y H. albus L. Engvild (1973) asi{ mismo logrdé la
farmacién de plantulas a partir de cultivo de apices de Datura
innoxia. Encontrando que habia una mayor organogénesis, es decir
formacién de pléantulas cuando el medio MS era adicionado con 107%mM
de BAP.

Mientras que nosotros obtuvimos plantulas usando una
combinacién de dos fitorreguladores, algunos autores como Yamada &
Endo (1984) lograrén la formacién de plantulas cuando callos
derivados de tallo de Duboisia leichhardtii se cultivaron en el
medio BS con 10™°M de BAP, durante <« meses bajo luz continua; el
enraizamiento se indujo en el mismo medio con 100> M de AIB
durante 2z - 3 semanas. De igual manera Kitamura, Miura & Sugii
(1985) obtuvierén plantulas cuando callos de hoja y tallo de
Duboisia myoporoides se incubaron en medio MS con smg-lL de AIB. En
obscuridad total (z - 3 semanas) produjeron raices, Yy cuando se
subcultivaron en el mismo medio pero con smg-sl de BAF bajo luz
continua ( z - 3 meses) produjo tallos y hojas. Eapen et al (1978)

s
hizo lo mismo con callos de hojas de plantas haploides de Atropa
belladonna, los callos fuerdn cultivados en medio MS con 1 ppm de

BAF. El enraizamiento se logré en medio de White con 1 ppm de ANA.
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Mientras que West & Mika (1957) wusando el medio de BGautheret
adicionado con vitaminas, .ndolpirmo liquido de coco, hidrolizado
de caseina, AIA etc; logré la formacién de plantulas cuando
segmentos de raiz fuerén sembradas en este medio ( 8 - 10
semanas). de 1lo anterior se establece que 1la obtencion de
plantulas a partir de 6rganos de Solandra nitida sigue un patroén
similar al de genéros como Datura, Scopolia, Hyoscyamus, Atropa,
a pesar de que nosotros obtuvimos plantulas de manera mas directa.

Induccion de callos a partir de raices de plantulas

obtenidas in vitro.

De las raices desarrolladas por las plantulas generadas in

vitro se tomaron porciones de i1cmx ©.2 mm de diametro, se
cultivaron en medio basal adicionado con varias conbinaciones y
conrzntraciones de fitorreguladores (ver cuadro A,B,C. y D).
Con ninguna de las concentraciones usadas se logré la obtencién de
callos. Cuando los segmentos de raiz se sembraron en medio basal
con 5 x 10° M de ANA v 5 x 10° M de BAP, tampoco se logré el
establecimiento de callos; pero las raices continuaron creciendo
(foto 9). estas raices se caracterizan por ser extramadaﬂpnte
ramificadas, presentan un crecimiento muy lento, color verde, y
una consistencia fibrosa.

En cuanto a los trabajos reportados,Tabata et al (1972)
s6lo logra la formacién de raices y su cultivo in vitro cuando
callos derivados de Scopolia parviflora eran cultivadas en medio
LS con 107°- 107°M de 2,4-D y 0 - 10> M de K en condiciones de
obscuridad total. Mientras que Hashimoto & Yamada (1983)
encontrarén que el medio LS con 10™®M de BAP induce que células de

la cepa H15 se organicen y formen raices en la obscuridad y medio
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liquido (Hyoscyamus niger). Asi mismo Yamada & Endo (1984)
establecen un cultivo de raices a partir de raices adventicias de
plantulas de Duboisia leichhardtii generadas in vitro, el medio
fue el BS con 10™° M de AIB. Mientras que Thomas & Street (1962)
lograron el establecimiento de un cultivo de raices cuando callos
derivados de rizoma ( Atropa belladonna) se cultivan en medio
adicionado con acido trépico con o sin ANA. Por otro lado Bhandary
et al (1969) obtienen cultivos de raices; encontrando que cuando
los callos derivados de semillas ( Atropa belladonna) se cultivan
en medio de WB con endospermo ligquido de coco producen raices,
creciendo me jor cuando el medio WB se adicionaba con
casamonoacidos y lO_nmgfl de AIA. Mientras que Dhoot & Henshaw
(1977) establece un cultivo de raices cuando los callos derivados
de semillas (MHyoscyamus niger ) se cultivan en medio SH con 2z mg/1
de 2,4-D; y posteriormente cultivadas en el mismo medio pero sin
2,4-D. Kitamura, Miura % Sugii (1985) encontarén que los callos
derivados de tallo y hoja cultivados en medio MS con smg-sl de AIB
(2 - s semanas) en obscuridad total producen raices. Finalmente
Griffin (1985) logra el establecimiento de raices, cuando tallos
de hibridos de Duboisia leichhardtii y D. myoporoides, se cultivan
en medio MS con o.s ppm de AIB vy 1.3 ppm de BAP.
Prueba cualitativa para alcaloides de 4rganos intactos
de Solandra nitida:

De acuerdo con los resultados obtenidos con el método
propuesto por Smolenski, Silinis % Farnsworth (1972); se encontré
que la raiz da prueba positiva con el reactivo de Mayer con el que
forma un precipitado; con el reactivo de Wagner formé una solucién

obscura, ¥y con el reactivo de Dragendorff formo un precipitado
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anaran jado.

Para el caso del tallo, este sé6lo dio positivo con el
reactivo de Mayer, pero no con el de Wagner o Dragendorff;
mientras que la hoja no dio positivo para alcaloides.

Extraccién de alcaloides totales (Evans, Ghani &% Woolley 1972)
y caracterizacién de los mismos por cromatografia de gases (
Ylinen et al 1984). 1los alcaloides totales (0.025g) fueron
sometidos a cromatografia de gases; se wusaron estandares de
atropina, escopolamina e hidrohiosciamina.

Los resultados indican que ni en las hojas y tallo hay
alcaloides; mientras que en la raiz se encontraron mas de diez
alcaloides . Encontrandose $ue el porcentaje total de alcaloides
fue de o.10 %. De los cuales el o.0012 % corresponde a atropina,
el 0.0017 % a escopolamina, el o.o1ze % a hidroxihiosciamina y el
resto a otros alcaloides no identificados. Es importante hacer
notar que a pesar de que el presente trabajo s6lo se detectaroén
alcaloides en la raizj Evans, Ghani & Woolley (1972) detectaroén
alcaloides no sélo en la raiz, sino también el tallos y hojas de
cinco especies del genéro Solandra, claro que en esas cinco
especies no se incluye a nuestra especie. Estos alcaloides
(atropina, escopolamina, hidroxihiosciamina y otros alcaloides)
son caracteristicos de genéros como Atropa, Datura, Hyoscyamus,
Scopolia, y Duboisia. ver cuadro s.

Resultados similares fueron obtenidos por Rosales (1981), pero
s6lo detecto 2 alcaloides. Es necesario que se determine la
presencia de alcaloides en partes viejas ( tallo y hojas), ya que
nosotros usamos sélo tallos y hojas apicales muy jovenes, por ser

de estos de donde se inducieron los callos. Creemos que los
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resultados obtenides con la hojas y tallos de la planta completaj
estan relacionados con el tipo de tejido usado, es decir que se
relaciona con la epoca del afio en el cual se tomo el tejido éara
el analisis quimico. For ejemplo Cougoul % Cosson (1976)
encontrarén que la proporcién de escopolamina‘hioscimamina depende
del estadio de desarrollo y de la posicién de las hojas en el
tallo de Duboisia myoporoides. Asi mismo Cosson (1969) demostro
que existe una gran influencia de la longuitud del dia, intensidad
luminosa, durante la ontogenésis de la planta, en la formacion de
alcaloides. Encontrando que 1los dias largos con 1ntenza luz
promueven la formacién y acumulacién de alcaloides.
Resultados de prueba cualitativa para alcaloides de los
callos obtenidos.

Para los callos obtenidos con las diferentes concentraciones de
fitorreguladores; el analisis cualitativo para alcaloides (0jino,
Hiraoka % Tabata 1978), demostré que ni los callos derivados de
hoja inducidos con 10°°M de ANA y S5 x 10™°M de BAR;S x 10°°M de
ANA y 5 x 10° M de BAP 0 5 x 10 'M de 2,4-D y 5 x10™°M 2,4-D y

S x 10 y S x 1077 M de g dieron prueba

positiva -
Lo mismo sucedio con los callos derivados de tallo inducidos
con 5 x 10 Mde 2,4-D y 5 x 10°M de K3 S x 10" M de 2,4-D y 5 x
100°M de K; 0 5 x 107°M de ANA y 10° M de BAF; S5 x 10 ° M de

ANA y 10"'M de BAP,
Se extrajo (Evans, Ghani & Woolley 1972) y determiné la
presencia de alcaloides por cromatografia de gases ( Ylinen et al

1985). El analisis reveld que no existia alcaloide alquno para los
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diferentes callos obtenidos.

Los resultados obtenidos por nosotros muestran que ni los
érganos intactos (tallo y hojas) de Solandra nitida; asi como los
callos obtenidos a partir de estos no presentan alcaloides.

En cuanto al cultivo de raices desarrollado in vitro, este dio
prueba positiva para el analisis cualitativo, pero no se detecté
alcaloide alguno cuando fueron analizadas por cromatografia de
gases. Resultados similares han sido obtenidos por Krikorian %
Steward (1969 citado por Verzar-Fetri, Kiet % Szoke) no
encontraron alcaloides del tropano en callos derivados de varias
especies de Datura. Griffin (1979, 1985) encontré que los callos
derivados de hojas de hibridos de Duboisia leichhardtii y D.
myoporoides no producen alcaloides. Hashimoto et al (1982) indujo
callos a partir de hojas de Atropa belladonna, Datura stramonium,
Duboisia leichhardtii, D. myoporoides e Hyoscyamus nigerj a pesar
de que en las hojas de estas plantas se han extraido alcaloides,
los callos derivados de estas no presentan alcaloides.

Como ya se menciono las condiciones de cultivo son desicivas
para el establecimiento de callos que produscan ;lcaloides.
Verzar—-Petri encontré que los callos derivados de ho_jas y raiz,
cuando son cultivados bajo 1luz continua presentan wuna mayor
concentracion de alcaloides, (0_.039?: y 0.0226% resp) comparado con
los cultivados en obscuridad permanente (0.015%Z y 0.0075% resp)
Yamada & Endo (1984) cultivo callos bajo luz continua encontrando
que al tercer subcultivo los. callos presentaban alcaloides,
hiosciamina y escopolamina, mientras que al cuarto subcultivo no
se ‘detecto ningun alcaloide. Kitamura, Miura & Sugii (1985

encontrarén que los callos derivados de tallo y hoja de Duboisia
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myoporoides no producian alcaloides a pesar de que en los drganos
intactos de la planta completa si existen. En este mismo genéro
Sipply % Friedrich (1975 citado por Kitamura, Miura & Sugii 19835)
han reportado que los callos obtenidos por ellos sélo producen
valtropina y atropina, del mismo modo Kagei (1980 citado ibid)
encontré que los callos de esta misma especie sélo producen
valtropina y nicotina; mientras que Hiraoka & Tabata (1983)
encontrarén que los cultivos de células de Dagtura innoxia
producian sélo acetiltropinag independientemente de los
fitorreguladores usados o de la adicién de otra base o acido.
afiadido al medio de cultivo.

Dattagutta y Datta (1984) trabajando con callos de Datura
metel var fastuosa encontré que estos no producian alcaloides, a
pesar del uso de diferentes combinaciones de fitorreguladores,
precursores y aminoacidos no tienen efecto sobre la biosintesis de
alcaloides.

También se ha reportado que la induccién de callos de érganos
que presentan alcaloides en concentraciones diferentes, al inducir
la formacién de callos estos no presentan diferencias en cuanto al
contenido de alcaloides, Tabata et al (1972) encontré que los
callos derivados de rizoma presentan alcaloides (o.o010%) y también
los callos derivados de tallo (o.ooe%), concentraciones que no son
muy diferentes entre sij; a pesar de que en los é6rganos intactos la
concentracién de estos alcaloides es muy significativa ( rizoma
0.840% Y o0.043% tallo). Asi mismo encontraron que algunos
parametros ambientales tienen efecto en la produccién de
alcaloides en los callos, encontrando que aquellos que crecen baijo

luz continua presentan una reduccién del so - 73% del contenido de

o
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alcaloides, comparado con aquellos desarrollados bajo obscuridad
continua; y es aumentada cuando los cultivos desarrollados en
obscuridad se adicionan con casaminoacidos, peptona o extracto de
levadura (o0.012, o©0.018, o©0.017% resp) comparado con el control
(0. 008%) .

En cuanto a nuestro cultivo de raices desarrollado in vitro,
es necesario aclarar que el cultivo se subcultivo « veces durante
s meses antes de ser analizado. Como ya se menciono nuestro
cultivo de raices no produjo alcaloides, a pesar de que en la
literatura se reporta la produccién de alcaloides del tropano por
raices cultivadas in vitro, claro en otros genéros de la familia
Solanacea. Por ejemplo Hashimoto & Yamada (1982) reportan que
cultivos de raices desarrolladas de un cultivo de células clonadas
H15; producian hiosciamina y escopolamina, pero tenia como
desventaja un lento crecimiento. Tabata et al (1972) encontré que
las raices formadas a partir de callos de Scopolia parviflora
producian alcaloides: hiosciamina y escopolamina y ¢ alcaloides
menores como apoatropina y tropina. Yamada & Endo (1984)
encontraron que los cultivos de raices de Duboisia leichhardtii
producian hiosciamina, escopolamina y nicotina. Kitamura, Mivia &
Sugii (1984) encontrarén que los callos de Duboisia myoporoides,
al diferenciarse y formar raices estas producen alcaloides entre
los que se encuentran atropina, escopolamina, anabasina,
nornicotina y nicotina. Griffin (1985) encontré que los cultivos
de raices desarrollados a partir de cultivo de callos € hibridos
de Duboisia myoporoides y D. leichhardtii) producian alcaloides,
hiosciamina y escopolamina. Mientras que West & Mika (1957)

establecen un cultivo de raices de Atropa belladonna que sélo
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IX. CONCLUSIONES

1.La induccién de callos de diferentes o&rganos de Solandra
nitida se establecieron sélo bajo condiciones de luz continua
(7000 1x).

z.De los fitorreguladores usados; que se han reportado para
géneros como Atropa, Datura, Duboisia, Hyoscyamus y Scopolia, para
Solandra nitida encontramos que sélo hay induccién de callos
derivados de hoja usando 5 x 10-° M de ANA/ S x 10_63 S x 10°°M de
BAF vy 5 x 10°% 5 x 107 M de 2,4-D/ S5 x 10 % 5 x 10 M de K;
para los tallos sé6lo se indujerdn callos en medio basal adicionado
con 2,4-D 5 x 10°M / 5 x 10° M - S x 107 M de K y ANA 5 «x
10™°M/ 10™%; 10 M de BAP. s. De todas las concentraciones de
fitorreguladores usadas no se logré 1la induccién de callos
derivados de raiz; sin embargo se establecio un cultivo de raices
cuando el medio MS estandar se adicioné con 5 x 10°° M de ANA y S
x 10 " m de BAF.

4.Los callos derivados de tallo y hoja, asi como los érganos
intactos no se encontré alcaloide alguno.

s.Para 1las raices cultivadas 1in vitro no se encontré
alcaloide alguno; sin embargo para la raiz de la planta completa
se encontré por cromatografia de gases la presencia de alcaloides.

s.El porcentaje de alcaloides encontrados fue de o.10 %j del
cual el o.001z % correspondio a atropina, el o0.0017 % a
escopolamina, el o0.01z2 % a hidroxihiosciamina y el porcentaje

restante a alcaloides no i1dentificados. Estos porcentajes son
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semejantes a los reportados para otros generos de la familia
Solanacea ( Atropa, Datura, Duboisia, Scopolia, Hyoscyamus ).

7. Se encontré que las cantidades atropina/escopolamina son
muy semejantes, mientras que la de hidroxihiosciamina es mayor
respecto a estos dos alcaloides; esto probablemente se deba a que
se produce escopolamina a partir de atropina (dl-hiosciamina),

teniendo como intermediario a la hidroxihiosciamina.

X. RECOMENDACIONES

En nuestro cultivo usamos el medio MS estandar y sélo
modificamos la concentracién de fitorreguladores. En la revisén
bibliografica encontramos que este medio se ha usado para el
establecimiento y obtencién de alcaloides ( Verzar—Petri, Dinh %
Szoke 1978; Griffin 1979, 1984; Kitamura, Miura & Sugii 1985). En
base a lo cual proponemos el uso de otros medio que tambien se han
usado para establecer callos en géneros relacionados con Solandra,
estos medio incluyen LS, White, WB, Gambor BS ( Hashimoto % Yamada
1983; Yamada & Endo 1984; Eapen et al 1978). Y de este modo
determinar el efecto del medio de cultivo en la produccién de
alcaloides.

Otra de las pnsibilidades_ns adicionar algun compuesto, tales
como extracto de levadura, peptona, casaminoacido, hidrolizado de
caseina; ya que usando estos compuestos algunos autores han
encontrado que estimulan la produccién de alcaloides (Tabata et al
1972). 0 bien la adicién de algun aminoacido implicado en la
biosintesis de alcaloides del tropano. Entre 1los aminoacidos

probados se encuentran L-ornitina, L-arginina, L-tirosina,
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L-fenilalanina, L-prolina, asparagina; asi como otros compuestos
implicados como son el acido DL-trépico, acetato de sodio, acido
citrico, éster acetoacético, fenilpiruvato y tropina (Tabata et al
1972; Hiraoka, Tabata & Konoshima 19733 Verzar-Petri, Dinh % Szoke
1978; Sairam & Khanna 1970; Staba & Jindra 1968) y con los gue se
ha estimulado la biosintesis de alcaloides del tropano.

En cuanto a los fitorreguladores usados: estos Jjuegan un
papel muy importante para el establecimiento y produccién de
alcaloides; este es un parametro importante ya que este pudo ser
una de las causas por las que no obtuvimos alcaloides en nuestros
cultivos de raiz; por 1lo que proponemos el uso de otras
concentraciones de fitorreguladores. Se sabe que en algunos casos
los fitorreguladores inducen o estimulan la produccion de
alcaloides ( Koul, Ahuja & Grewal 19825 Dhoot & Henshaw 1977;
Grewal et al 1979), mientras que en otros trabajos se establece
que la produccién de alcaloides es independiente de los
fitorreguladores usados (Tabata et al 1972).

Finalmente recomendamos variar otros parametros, tales como
la concentracién de sacarosa, se sabe que esta influye en la
produccién de alcaloides ( Koul, Ahuja & Grewal 1982), asi también
las vitaminas ( ibid). Se recomienda también que se determine el
efecto de 1la obscuridad permanente en la produccién de
alcaloides,en algunos casos la luz continua favorece la produccién
de alcaloides ( Verzar-Petri, Dinh & Szoke 1978), mientras que en
otros casos el efecto es opuesto; la luz inhibe la produccién de

alcaloides ( Tabata et al 1972).
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CUADRO 1. ALCALOIDES DEL TROPANO. PRECIOS MEDIOS DE IMPORTACION

DE LOS DOS ULTIMOS ANOS C SECOFI 1990 ).

PRECIOS MEDIOS DE IMPORTACION ip89

ALCALOIDE VALOR TOTAL VOLUMEN(K) PREC. MED
ATROPINA g.149 27 222
ESCOFPOLAMINA 44,112 o1 484
ALC. TOT 787,050 1001 783

PRECIOS MEDIOS DE IMPORTACION 1990

ATROPINA 1,907 4 401
ESCOPOLAMINA 2,720 4 a1
ALC. TOT 1,83353 1200 1108

PRECIO MEDIO CORRESFONDE AL VALOR DE 1K DE ALCALOIDE EN

DOLLARES K. U.
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CUADRO 2. ALGUNOS GENEROS MAS IMPORTANTES A PARTIR DE LOS
CUALES SE EXTRAEN LOS ALCALOIDES DEL TROPANO ( Youngken 1951;
Tyler; Brady & Robbers 1981; Kumar el al 1984; Levii & Lovett 1984

J.

ESPECIE H. niger H. muticus Atropa bel ladonna

X DE ALCALOIDES TOTALES

ORGANO
HOJA 0.04-0.08 0.5-1.4 0. 40-045
TALLO 0.01-0. 025 0. 40-0.6 0. 05. 0. 06
RAIZ 0.16-0.1.7 0.90-1.3 0.60-0. 61
SEMILLAS 0.06-0.10 0.06-0.10 0.33-0. 36
PRIMORDIOS 0.70-1.0 0.70~-0.10 0.10-0. 21

' O FRUTOS

Hyoscyamus niger y Hyoscyamus muticus.
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CUADRO 3. SE MUESTRA LA ESTRUCTURA DE ALGUNOS ALCALOIDES, SE

PUEDE NOTAR LA VARIEDAD ESTRUCTURAL.

[I ]CH:CHz
HO--CH
Hy N
24 CH30
ocns 4 I : U.‘I'
3

1 p o p o

CHz0 CHaCHpNH (CHal-NICHy),
) &y
3

|
H

Inr X pid
CHyo {CHalp=NICHy),
T
H
i

I. Reserpina X.Mescalino
IL. Nicotina VIDimetiltriptamina
L. Quinina ¥IL 5-Metoxi—N,N-Dimetiltriptamina
T Morfina
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CUADRO 4. ALCALOIDES DEL TROPANO AISLADOS DEL GENERO

Solandra; ALGUNOS DE LOS CUALES TAMBIEN SE HAN ENCONTRADO EN

Atropa, Datura, Duboisia, Scopolia, Hvoscyamus.
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CUADRO 5. ACIDOS QUE COMUNMENTE SE ENCUENTRAN FORMANDO

ESTERES EN LOS ALCALOIDES DEL TROPANO.

L
@ ~CH(COOH? ~CH,0H @ -CH,-CH (nm—c<m

ACIDO TROPICO AC. a-HIDROXI-?-FENIL
PROPIONICO
A A~
(CHy) z—cu—cuz—(w CHg-CHa~CH(CHy) -c<m
AC- ISOVALERICO AC. 2-METILBUTIRICO

CCH, ,-a-i—c{; cn-la—cﬂ,—cf:

AC. 1SOBUTIRICO AC- PROPIONICO
BH;,CHC(CH,)—< m,—{k
, H
»
AC. TIGLICO AC. ACETICO
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Figura |. Ponordmica general de la biosintesis de alcaloides del tropano (hiosciamina y escopolamina)
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CUADRO 6. ALCALOIDES DEL TROPANO AISLADOS DE SIETE ESPECIES
DEL GENERO Solandra.

a9

ALCAIOIDE
1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 11 |12 |13
ESPECIE
S. grandiflora p.a r p.a r T r r r r . r r r
p.a pP.& | p.a | p.a | p.a | p.a p.a | p.a
ryh | r,h . r,h N h
S. gut r r y Ty Ty
e t t t t |t r [rh| | ¢ t r
S. hartwegii al P 1o r r r r r r r r
p.a& | p.a = p.8 p.a | p.a | p.a | p.a p.a p.&| p.2
r r r r r r r r r r
S. hirsuta | pea p.a r Ppe.a p.a p.a | p.a p.a Po& p.a p.a
r T T r r r T r r
S. .ma
crantha pPe& | p.a p.a : Pe8 pa| pa| T p.a |g.a pa| T
S. ongtflora % h B
S. nitida r r
1. ATROPINA 2. HIOSCIAMINA 3. NORATROPINA ) 12. ~TROPINA 13. CUSCOHIGRINA
4. LITORINA 5. HIOSCIAMINA 6. NORHIOSCINA r = RAIZ . t = TALLO h = HOJA
7. TIGLOIDINA 8. 3a-TIGLOILOXITROPANO p.-a = PARTES AEREAS
N

9. 3a~ACETOXITROPANO 10. VALTROPINA 11. TROPINA




CUADRO 7. LISTA DE SUSTANCIAS QUE SE HAN PRODUCIDO

CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES IN VITRO. ¢ NICKELL 1980 >

ALERGENOS

ALCALOIDES

AMINOACIDOS
ANTRAQUINONAS

AGENTES ANTILEUCEMICOS

ANTITUMORALES

DERIVADOS DEL AC. BENZOICO
BENZOPIRANOS
CARBOHIDRATOS
GLICOSIDOS CARDIOTONICOS
CHALCONAS

CONDIMENTOS

DIANTRONAS E
EMULSIFICANTES

ENZIMAS

INHIBIDORES DE ENZIMAS

FITORREGULADORES
HORMONAS
INMUNOQUIMICOS
LATEX

LIPIDOS

NAFTOQUINONAS
ACIDOS NUCLEICOS
ACEITES COMERCIALES
OPIATOS

PEPTIDOS
PERFUMES
FENOLES
PIGMENTOS
POLIZACARIDOS
PROTEINAS
ESPECIAS

POR



CUADRO 8. CUADRO COMPARATIVO DE LOS PORCENTAJES DE ALCALOIDES

DETERMINADOS EN RAIZ CULTIVADAS IN VITRO Y DE RAIZ DE LA PLANTA

COMPLETA.
% DE ALCALOIDES TOTALES
CULTIVO DE RAIZ RAIZ INTACTA

PLANTA IN VITRO
Scopolia parviflor 0.082 0.430
¢ Tabata et al 1972)
Duboisia leichhardtii 0.81 0.90
¢ Yamada & Endo 1984 >
Duboisia myoporoides 0.231 0.22
¢ Kitamura, Miura &
Sugii 19085 >
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CUADRO 10. EL SIGUIENTE CUADRO MUESTRA EL PORCENTAJE DE

ALCALOIDES TOTALES OBTENIDOS DE RAIZ DE YARIAS ESPECIES DEL GENERO

Solandra.
% DE ALCALOIDES TOTALES
ESPECIE RAIZ ATRO/HIOSC HIOSCINA HOHIOSC
8. grandiflora* 0.64 0.49 0.004 —
8. guttataw 0.13 0.02 0.007 e
5. hartwegiin TRAZAS TRAZAS TRAZAS -
S. hirsuta» 0.36 0.16 0.003 =
S. macrantha* TRAZAS TRAZAS TRAZAS =
S. nitidasx* 0.06 0.0016 0.002 -
8. nitidar»x 0.10 0.0012 0.0017 0.012

*Evans, Ghani & Wooley 1972
**Rosales 1981
*%%* Realizado por nosotros
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CUADRO A

-4 -5 -G =7 -a
ANA-BAP 10 10 10 10 10
-4
SX10 A B c D E
-5
SX10 F a H 4 J
-G
IX10 K L M L] o
-7
3X10 P Q n 8 T
-a
S5X10 u v w x ¥
CUADRO B.
-4 =5 - -7 -8
ANA-BAP SHi0 SX40 SXi0 SXi0 SXi10
-4
S5X10 a b c d e
-5
sX10 f g h i 3
-G
SX10 k 1 m n o
-7
SX10 P q r s L
-8
S¥i0 u v w »® Y
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CUADRO C

-4 -5 -6 -7 -8
Z2,4-D/K SX10 3X10 SX1i0 SXi0 SX10
-
S5X10 1 2 -] “+ 3
-5
3X10 -] 7 a 14 10
-a
S5X10 11 12 419 i4 1%
-7
SXi0 EL- 17 i@ i9 20
-a
SX10 24 22 23 24 25
CUADRO D
-4 -5 -GS -7 -8
ANA-K 10 10 10 10 10
-4
10 4 I IIX v v
-5
10 vI VII VIII IX X
-G
10 XI XII XIII NIV v
-7
10 XVI XVII XVIII XIiX XX
-8
10 XXI XXII XXIII NXIV XXV

&8




Fig. 1. Callos derivados de hoja ( 4 semanas ) de Solandra

-]

nitida I.,en medio MS crn S5x10 ° M de 2,4-d y 5x10 ¢ M de K.

Fig. 2. Callos derivados de hoja ( 4 semanas ) de S. nitida,

en medio MS con 5x10° M de 2,4-D vy 5x1077 M de K.

Fig. 3. Callos derivados de tallo ( 4 semanas ) de S. nitida,

en medio MS con 5x10_7l'l de 2,4-D y 5x10°° M de K.

Fig. 4. Callos derivados de tallo ( 4 semanas ) de 5. nitida

en medio MS con S5x10° M de 2,4-D y 5x10°° M de K.

Fig. 5. Callos derivados de tallo ( 4 semanas ) de S. nitida,

en medio MS con S5x10°° M de ANA y 10°° M de BAP.

Fig.&6. Callos derivados de tallo ( 4 semanas ) de S. nitida

en medio MS con S5x10™° M de ANA y 10’ M de BAP.

Fig. 7. Cultivo de raices in vitro ( 8 semanas ) de S. nitida

en medio MS con Sx10™° M de ANA y 5x10°° M de BAP
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fig 1

fig 2

fig S

fig &

70



fig 3
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