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1, RESWEN

bPiversos metabolitos secundarios de gran importancia bloldgica, se

han aislado de la especie de Hyptis suaveolens, dentro de los cuales -
ge encuentran aceites esenciales como el timol y algunos monoterpenos,
por lo que el cultivo de H. suaveolens presenta una gran alternativa

para la produccifn de diversos compuestos de int.a:és socicecondmico.

En este trabajo se estableciS el cl:ultivo de callos a partir del
hipocotilo y hojas cotiledonarias de plantulas obtenidas in vitro, -
donde- se variaron los reguladores de crecimiento 2,4-D, ANA y AIA,-
en el medip MS (Murashige and Skoog, 1962}, lLos resultados obtenidos -
mostraron que el fitorregulader apropiado para el crecimiento del calle
es el 2,4-D a bajas concentraciones (l0.01’ y 0.1 ppm). los callos obtenf
dos con este fitorregulador no presentaron ninguna diferenciacién celu-
lar, mientras que el ANA y el AIA, aunque fueron inductores menos efecti
vos para el establecimiento del callo, p:ovocaror; la diferenciacidén de

éstos en primordios radiculares.

Para la evaluacifn del contenido metabSlico se realizaron cromato-
graffas en capa fina y cromatograffa de gages. Estas técnicas analfti-—-
cas demostraron qué los callos sintetizan derivados fenSlicos del Acido

cinimico y diversos fitosteroles.

los estudios histolSgicos confirmaron la formacidn de primordios
radiculares a partir de los callos de H. suaveolens inducidos por el em
pleoc del ANA. Esta diferenciacién ocasiona al inicio de las rutas de -~

biosintesis involucradas en el metabolismo secundario.



2,  INTRODUCCION

Log filtimos cuarenta afios han sido decisivos en el desarrollo de
nuevos f8rmacos gue han permitido el control y, en algunos casos afor

tunados, la cura de numerosas enfermedades,

Aunque muchos de estos remedios son derivados sintSticos o pro ~
ductos antibiSticos, no hay duda acerca de la gran aportacifn gue han
hgchc las plantas medicinales y sus productos derivados en este senti
do. Ademfs resulta evidente que los fi:n.\a.cos o sus productos interme-
diarios de origen natural, se obtienen de las especlies vegetales que
gozan de una reputacifn de uso popular por su coritenide de principios

activos.

por lo tanto, la medicina tradicjonal representa una prictica al
ternativa para la obtencifn de posibles fuentes de sustancias biolbgi
camente activas. Los estudios qufmicos de plantas medicinales o de uti
1idad econfmica, desempefian un papel importante como poderosas herra
mientas para la investigaci8n de los constituyentes quimicos de la flo
ra, as{ cotio para el descubrimiento de sustancias biocactivas de impor

tancia en estudlos farmacolSgicos.

Durante los (iltimos aflos se han desarrollado numerosas metodolo-
gfas que permiten cultivar una amplia variedad de especies vegatales
an medios artificiales perfectamente definidos. Cientos de plantas
pueden cultivarse en un estado de diferenciacién como el de callos y

cultivos en suspancisn.



Los beneficios que brinda la investigacidn con cultives celulares
in vitro, permiten plantear la produccién de metabolitos secundarios
de inter8s comercial o terapfutice a partir del cultive de tejidos ve
getales. Entre estos productos se encuentran sustancias de interes e
g:onﬁmico que representan muchog firmacos utilizados como los alcaloi-
des, aplicados en la ternpéutica contempordnea, y los aceites esencia
las empleados ampliamente como colorantes y saborizantes de alimentos

procesades. ( Loyola y Reyes, 1985). .

La obtencifn comercial de los metabolitos secundarios, gue se -
realiza mediante la extraccidn de la planta completa presenta numero-~
sos problemas en la manufactura de tales compuestes. En primer lugar
los suministros de la materia prima pueden ser inciertos debido a ca-
lamidades naturales, tales como las variaciones del clima o la pérdida
de cultivos debido a las plagas. Aun habiendo suficiente materia prima,
&sta deberd conservarse en estado de mixima actividad fisiolégica para
asequrar altos rendimientos de los metabolitos deseades durante el cul

tivo y el almacenamiento de la planta.

Un segundo problema es la domesticacidn de las plantas gilvestres
y la consecuente pérdida, en algunas ocaciones, de su capacidad bidsin
tetica en la produccién de metabolitos secundarios debido a una sobre=

explotacifin,

Con el objeto de eliminar estos problemas se han propuesto como
una alternativa de produccibn, el empleo de los cultivos de tejidos ve

getnales (CTV). Estos sistemas pueden proveer un suministro continuo



Yy homogeneo de materia prima en un estadfo fisiclSgico uniforme debidc
a gu independencia del medic ambiente ya que su crecimiento se realiza
en condiciones controladas y estériles. Por otro lado, 1los ctv se pue-
den manipular con mayor facilidad que las plantas completas para incre
mentar los rendimientos en metabolitos secundarios y por lo tante, el

ctv representa un gran potencial de aplicdciSn a nivel industrial,

El presente trabajo describe el estudio del cultivo de Hyptis
suaveolens con el fin de obtener las mejores condiciones para su desa
rrollo y propagacién. Al mismo tiempo $e describirf el estudio fitoguf
mico preliminar del contenido metabSlice del mismo, con el objeto de
reconocer la posible formaciSn de metabolitos secundarios en los culti

vos celulares de esta especie.

POSICION TAXONOMICA Y DESCRIPCION DE LA ESPECIE.

Phylum: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae

Genero: Hyptis

Especie: suaveolens L. poit.

Clasificacibn segfin arthur Cronquist, 1988,

Nombres comunes: Chfa y hierba del burro.

Descripcifin: Hierba enmalezada anual, hasta de 3 mm de altura, laminas



foliares de 3-10 cm de laruo, peciclos generalmente de 3-5 en cimulas
pedunculadas. Maleza comlin y difundida en los trdpicos de ambos hemis

ferios.

La importancia econdmica de esta especie se debe principalmente a

sus usos terap8uticos en la medicina tradicional de México.

Las bondades medicinales asociadas popularmente a esta planta son:

Para el paludismo,- Infusibn de toda la planta.

Propiedades carminativas.- infusifn de las hojas.

Analgésico estomacal.~ Infusifn de toda la planta.

Para afecciones intestinales,- triturar la semilla y tomar como bebida.
Como antipir@tico.- Infusibn de las hojas.

Para la tos y enfermedades respiratorias.- Infusifn de las hojas.

Para diarrea y disenteria.- Infusifn de las hojas,

Como condimento.- Usar las hojas.

Como bebida refrescante,~ Las semillas.



3,  ANTECEDENTES

El género Hyptis estd puesto sproximad te por 400sp de la

familia de las labiadas y se encuentra dietribuido desde el sur de
Estados Unidos hasta Argentina, Son plantas de una gran diversidad

en la forma vegetativa, variando desde anuales effmeras hasta frboles

pequenos, predominant t barhb o hierbas perenes, sus hojas
tambi&n son variables pero en la mayorfa de los casos son ovaladas y
bastante amplias, pecloladas o s€siles y con una estructura floral
extraordinariamente uniforme. La c¢orola bilabiada, cnractetistic‘a de
esta familia, ha experimentado muy pocas modificaciones durante el

proceso evolutivo, ( Epling, 1949 ).

El género estd conformado por un grupo de plantas de gran impor-
tancia econfmica en la vida diaria de nuestro pueblo, ya que todas las
especies de uso medicinal presentan propiedades antisépticas, carminati

vas y antihelminticas ( Del Amo, 1979; Maseki, 1962 y Wagner, 1973 }.

Las especies del g8nero Hyptis se caracterizan por ser aromiticas,
singularidad que les confieren sus aceites asenciales y las propiedades
ténico-estimulantes, se atribuyen a sus aceites volltiles ( Roig, 1974).
Por lc tanto la importancia de eatas plantasg se incrementa por al inte-
rés aconmico que representan para la industria, particularmente, la far
macButica y la de la perfumerfa, y en manor proporcifn pero con gran

perspectiva, para la industria de los saborizantes, ( Paredes, 1573 ).

La gran diversidad de usos populares da las plantas del género

-6 ~



Hyptls implica en forma indirecta, una amplia diversidad en el metabolis
mo secundario de estas especies, misma que representa un extenso panora-
na para la investigacién de productos naturales como fuentes potenciales

de sustancias biol6gicamente activas. (Pereda-Miranda et al,, 1890},

El aislamiento de diversos compuestos asociados con una actividad
bioldgica de interés terapéutico, a partir de algunas plantas del género
Hyptis, ha marcado la pauta a seguir de numerosas investigaciones fito-
qufmicas. Como por ejemplo la actividad bactericida de las plantas del
género Hyptis puede atribuirse, en la mayorfa de los casos, a los compo
nentes de los aceites esenciales, Por ejemplo la actividad bacteriostiti
ca de los monoterpenos citral, citronalal y linalool, los cuales repre-
sentan los constituyentes mayoritarios de las gsenciés de H. suaveolens,
se asoci8 con la respuesta en contra de algunas bacterias patdgenas,

(_JAIn et al, 1974 ).

Las propiedades antis@pticas de estas esencias se relacionan con g
levado contenido en los aceites esenciales como el timol, aplicado en la
terapéutica de las inflamaciones de las vias ::espitatotias y como profi-

lactico, por su poderosa accidn bactezlcl_da. {Wagner, 1977}.

Llu especie Hyptis pectinata, que se utiliza en vaporizaciones co-
mo remedio en casos de congestiSn pulmonar y finofaringitis, presenta un
elovado contenido de timol (26%) en su aceite esencial y por lo tanto, a
este monoterpenc se agocian las propiedades antibacterianas de la planta.

Como resultado de la continua investigacifn sobre plantas que presentan



actividad antitumoral, el género Hyptis tanbifn ha sido sugeto de estu

dio (Pereda-Miranda et al., 1990).

Una investigaclﬁr; fitoqufmica sobre plantas méxicanas y del 5udes
te‘de los Estados Unidos, con una posible actividad antitumoral, demos
tré que el extracto cloroférmico de las partes afreas de Hyptie emor¥
éra activo contra el carcinoma de Walker en ratas. Este estudio estable
cif que el responsable de tal accién es el Kcide betulfnico, triterpanc
que -también ge aislé del extracto de raly de H. suaveolans, { Migra, 1983)

y de las partes afreas de Hyptis albida { Pezedu-Hirand.g y Delgado, 19950),

Otros triterpenos aislados de la rafr de H., suaveclens y H. capitata,
el lupeol y el &cido ursSlico han demostrado _sar potentes agentes antican

cerfgenos (Kingston y Munjal, 1978; Lee, 1988},

Por lo tanto, la diversidad de usos populares da las plantas dul q!
nero Hyptis representan un extenso panorama para la investigacidn de pro
ductos naturales como fuentes potenciales de sustancias activas. Per otra
parte, el empleo de cultivo de tejidos vegetales en medios definidos bajo
condiciones controladas y asfpticas posibilita una mayor manipulacién ex~
perimental para la cbtencién de los metabolitos secundarios de interés -
biolbgico, que en numercsas .ocuuionun regulta imposible desde el punto de
vista prictico en la fitoquimica convencional, Por esta razdn no es sor-
prendente que dada 15 gran variedad da gzoductol secundarios en plantas
superiores, estos tam.blin hayan sido investigados en los cultivos celula

res in vitro. (Loyola, 1985).



El cultivo de tejidos ha sido utilizado para estudiar con detalle
las rutas metabSlicas de biosfntesis de algunos preductos y su regula-
cibn, y de esta manera, ha sidec posible controlar su produccién desde

una perspectiva mis racional ( Staba, 1980 ),

En las familias de las labiadas slo se han establecido los culti
vss de 7 especies de interes econSmice, Yya que son utilizados como -

condimentos en la culinaria de numercsos pafses.

Los extractos obtenidos de los cultivos celulares de algunas es—

pecies de labiadas: Lavandula angustifolia, Plectranthus caninus, Ros

mariniuvs oficinalis, Mentha sglcata, Mentha longifolia, Salvia oficina

e

1is presentaron una significativa actividad fungicida (Img) scbre Sli'
dosporium herboricum y en todos los casos la mezcla de isémeros (Z, E}
y (E,E) de &steres de enol’ derivadgs del Acido cafeico fue la respon-

sable ée la actividad detectada (Banthorpe, et al , 1988). Otro consti
tuyente fenSlico caracterizado en estos estudios fue el Acido rosmari-

nico.

Los fitosterol, imofucosterecl, sitosterol y estiamastercl fueron
aiglados de los cultivos celulares de L. angustifolia en un rendimien
to en peso seco del 0.01, 0.02, y 0.005 %, respectivamente, {(Banthorpe,

et al, 1988},



4 CBIETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL:

El objetivo fundamental del presente trabajo experimental es

lograr el establecimiento del cultivo celular de Hyptis suaveclens con

el propésito de iniciar el estudio guimico del contenido metablico de
1os callos obtenidos y predecir las condiciones Sptimas para la forma-
cidn de productos naturales de interEs para estudios blosintéticos pos
teriores.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.~ Establecer el cultivo celular de H. suaveolens en un medio sélido.
2.~ Establecer el cultivo de c€&lulas en suspensibn,

3,- Determinur la cinftica de crecimiento para los cultivos estableci-

dos,

4.- Realizar el estudio histolégico preliminar y observar el grado de
diferenciacién inducido en los callos por el efecto de diferentes

condiciones experimentales,

5,~ Evaluar de manera preliminar el contenidc metabSlico de los callos.

- 10 =



5, METODOLOGIA

5.1 MATERIAL VEGETAL:

Para la realizaci8n del presente trabajo se utliliraron semillas

de pléntulas de la * chfa ", Hyptis suaveolens,

La desinfeccidn y la siembra de las semillas se realizd de la
siguiente maneras
a) Las semillas se lavarqn con agua corriente
b) se colocaron en etanol al 70% durante 1 min.

c

se elimind el etanol con vacio y se lavaron con agua destilada,

d) se desinfectaron remojéndolas en una solucién de hipoclorito de
sodio al 10% durante 10 min.

e} se elimind ei hipoclorito al vacio con 4 o 5 lavadas de.ugun estexil.

£} por filtimo,se colocaron en el medic Murashige y Skoog (M5) s6lido

sin fitorreguladores.

La induccifn de la germinacién se realiz8 en condiciones de luz y

oscuridad total, a 25°C,

5.2 MEDIOS NUTRITIVOS Y REGULADORES DEL CRECIMIENTO:

El medio utilizado durante todc el experimento fue MS (Murashige
and Skoog, 1962) sdlido, ugando como goporte agar ( Bogan, 1982). A un
volumen de agua determinadc Be le agregaron las soluciones de sales ny
tritivas indicadas en el cuadro 1, manteniendose en agitacifin continua

con la obtencifn de una suspensiSn homogenea.

=11 =



CUADRO 1,

MEDIO BASAL MS ( MURASHIGE AND SKQOG,

1962 )

COMPUESTO

CONCENTRACION
mg/ml

Cloruro de calcio (cuclz.zﬂzo) e e e e
Nitrato de Amonio (NH4N03) T N
Nitrato de Potasio (XNOJ) « e s e v e e me
Yoduro de potasio (KI) . « . « o & .0 & & &
Cloruro de Cobalto (Coclzﬁlizo) e e e
Fosfato de Potasio (KH2P04) s e s e

Acido Bbrico “‘3303) e e as e e ee s

Molibdate de Sodio (Na MoD .2H20).

4

Sulfato de Magnesioc (MgSO .7H20) e e e e

4
sulfato de Manganeso (Mnsud.Hzo)

Sulfato de Cobre (Cus® .5H20) e e m e e

4

Sulfato de Zinc {2nsO .7u20) s e e e e

4

Sulfato de Flerro (FesO .7H20) e e e e e

4

« « . 440.000

+1650.000

+1900.000

. 0.830
P 0.025
« + +170, 000
P 6,200
... 0.250
. - + 370.000
0o 16,900
“ .. 0.025
e B.600

. . . 27,800

E.D.T.A. (2 Na) s v e s s s e s s s s« s s« 37,300
Mio-Inositol e e e s e s m e e s e v s« » 100.000
Acido NicotInico e s e e s s e w s e s e .. 0,500
Tiamina HC1 s s e s e 4 s e e e s e s v« 0,100
pirfdoxina HC1 T R + 1% -1+ ]
Glicina e eee T eti e . 2,000
Sacarosa s s o s e s . e s o s o« » 30000.000
Agar F Y - -1 ¥
pPH = 5.8

- 12 -




Fia, .
9 e e TORREGULADORES USADOS,

C}?"COCH

ACIDO NAFTALENACETICO (ANA)

CHz'COJ"{
@— cl CHYCOH
cl H

ACIDO 2,4-DICLOROFENOXIACETICO (2,4-D) ACIDO INDOLACETICO ( AIA )

- 13 -



Posteriormente, se afiadid la sacarosa en una concentraciSn de 30 g/l
los fitorreguladores utilizados fueron el Acido 2,4 Diclorofenoxiacético
{2,4-D), 3cido naftalen acético (ANA) y &clido indol acético (ALA), (fig. 1)
a una concentracidén de 0.01, 0.1, 1 y 10 ppm, respectivamente. E1 pH se
ajustd a 5,8 con una solucidn de NaOH 0,1 N y‘ HCL 0.1 N, aforande por {l-
timo al volumen requerido, El medio preparado se esterilizd en autoclave

per 15 min, a 120°C.

5.3 CULTIVO DEL TEJIDO:

La induccin se realizd a partir de frac’:lones de hojas cotiledo-~
narias y tallo (Strit, 1979), de las plintulas obtenidas a partir de la
germinacién de las semillas en condiciones estériles en 1w ccntinua:
Las hojas se cortaron por la mitad y los tallos en pequedos segmentos
de aproximadamente 1 em. Estos explantes se usaron para la iniciacidn
y formacién del callo, Los cultives se realizaron en frascos de vidrio
conteniendo 25 ml del medio nutritivo MS solidificado con agar al 0.8;.

los frasces se sellaron con tapas de plisticc o papel aluminioc reforza

do con ligas.

Los medios se colocaron en cimaras de crecimiento a 25°C +1l°C
con luz y oscuridad continua. Los cultivos se observaron durante un
periodo de 3 a 4 sernatu;s con resiembras cada 10 dias. Las resiembras
se realizaron en-ccndiciones estériles, eliminando las zonas necrosa
das y transfiriendo el tejido calloso a un medic 38lide nuevo, sin
alterar la concentraci®n del fitorregulador utilizado a partir de la
induccidn, Los cultivos se mantuvieron en estas condiciones durante

varios meses,
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5.4 ESTABLECIMIENTO Dl CULTIVO DE CELULAS EN SUSPENSION.

El medio utilizade para la induccidn del callo y el medio para el
mantenimiento en cultivc en suspensién constd de las mismas concentra-

ciones de sales, vitaminas y fitorreguladores.

El medio que se utilizd fue el M5 liquido con 1 mg/l de 2,4-D.
Para la iniciacifn del cultive se utilizaron 2 gr de callo, disgregin-
dolo dentro de un matraz Erlenmeyer de 125 ml con 25 ml de medio ligqui

do.

La incubacidn se realizd en una plataforma de agitacidn rotacional

con una velocidad de 10C rpm v a temperatura ambiente,

5.5 CURVAS DE CRECIMIENTC:

El crecimiento del tejido celular se determind en funcidn del pe-
so fresco, para lo cual una alicuota de 2 gr de callo se colocd en el
medio MS s8lido y se cetermind el aumento del volumen célular durante
18 dfas, cuantificando el peso cada tercer dfa. El tejido se transfirid
a un medio nuevo cada 72 hrs. Estas operaciones se realizaron por qui_rl

tuplicado.
5,6 AISLAMIENTO DE I0S CONSTITUYENTES METABOLICOS:
5.6.1 Procedimientos de extraccibn.

40 gr de tejido célular se expusieron a una corriente continua de
airo caliente durante 5 hrs. Una vez seco el material vegetal (aprox.

4 g} se extrajo exhaustivamente con Acetats de etilo (AcOET) (20 ml)
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a temperatura ambiente durante 72 hrs. Posteriorzente, se procedis a la
preparacién del estracto mediante filtracifn, eliminacién del residuo =

s61lide amorfo y concentracifn del disoclvente de extraccidn,

De la misma manera, se procedis a extraer 40 g de material celular

para obtener un extracto clorofSrmico.

5.7 ANALISIS CROMATOGRAFICO PRELIMINAR DEL EXTRACTO PARA LA DETECCION

DE CONSTITUYENTES FENOLICOS Y TERPENICOS.

1os andlisis preliminares del extracto de acetato de etilo se rea=-

lizaron mediante cromatografias en capa fina {CCF).

Una pequena cantidad del residuo se disolvid en metanol (MeCH) y -
se aplicd una gota de esta solucifn sobre un cromatofolic { gel de sIli

ce GOF Merck). Para la degacciﬁn de los constituyentes fendlicos, se

254
utilizd como sistema de elucibn la mezcla de (Cloruro de metileno-Meta-
nol-Scido acético; 30: 16; 4). Una vez desarrollado el cromatograma, -

la visualizacifn de los fenoles se realiz®d de la siguiente manera:

El primer paso consistid en exponer las placas cromatogrdficas pre
via evaporacién del eluyente, & la luz ultravioleta de onda corta. Se

marcaron aguellas zonas gue exhibieran fluor cla, Inmediat . -

las placas se humedeciercn mediante un aspersor con una solucién de sto4
mulfato cérico y se revelaxon por calentamiento sobre una parrilla a 80°C

para la deteccién de los constituyentes texpénicos adicicnales.
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Alternativamente, la visualizacibn de los fenoles se realizé me-

diante exposicién de lgs cromatoplacas desarrolladas a vapores de yodo.

5,8 AISLAMIENTO ¥ CUANTIFICACION DE LOS ESTEROLES:

El extracto clorofbrmico obtenido del tejido celular se purificd
(B0 mg) mediante cromatograffa a nivel preparativo en CF utilizandoe una
cromatoplaca de gel de sflice de 20 X 20 cm y'como sistema de elucion

1a mezcla cloroformo-acetona ( 9:1 ).

Una vez desarrollada la cromatograffa se observd en UV y las ban-
das activas correspondieron a los Rf de 0,6 y 0.3, Con el objely - de
visualizar la banda correspondiente a la fracciﬁn de los fitosteroles,
(0.5 cm de la cromatoplaca), cada uno de los extremos de la cromatopla
ca se expusieron a una solucidn de &c.sulffirico-sulfato cérico, reve--
lindola posteriormente por calentamiento, Este procedimiento permitid
detectar la banda con un af=o.§e correspondiente a estos complestos y
por 1o tanto se procesid a su separacifn mediante el sigquiente procedi

miento:

La zona no expuesta al teyeladot Yy que correspondia en Rf a la
fraccitn de esteroles se separd del.resto de la cromatoplaca y la ex
traccibn de los metabolitos se realizd mediante la desadsorcidn de la
sflica con cloroformo. Esta suspensifn se mantuvo en agitacidn continua
durante 3 hrs y al cabo de este tiempo la gel de sflice se elimind por
filtracibn. La solucidn clorofSrmica resultante se concentrd a prasién
redueida en un rotaevaporador proporcionando 10 mg de la mezcla de este
xoles. *
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La identificacidn de los constituyentes individuales de esta frac-
cidn se realizé mediante la secuoncia de anflisis instrumental cromato-

grafia de gases acoplada con egpectrometrfa de masas.

5.9 ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE GASES _ ESPECTROMETRIA DE MASAS DE LA

FRACCION DE FITOSTEROLES.

Condiciones instrumentales:

1os espectros de masas se registraron con espectrdmetro equipado -
con una columna capllar de sflica fundida. ( 10 M ¥ 0,11 mm } recubierta
con silichén OV-101, el programa de temperatura fue isotérmico a 50°C du
rante 1 min y posteriormente ge incrementd a un velocidad de 4.5°/min =
hasta alcanzar 200°C. Cada espectro se midiS por un segundo con un vol
taje de lonizacidn de 70 eV y la temperatura de la fuente iBnica de 260°C.

B

5.10 CARACTERIZACION DE LOS FITOSTEROLES.

La identificacifn individual de cada uno de los esteroles sintetiza
dos por el callo de N, suaveolens se realizd utilizando estdndares puros
aislados previamente del genero Hyptis (Pereda-Miranda y Delgado, 1990).
El criterio fundamental para su caracterizacifn fue la comparacidn de =~
los tiempos de retenciln y los espectros de masas geperados por 1a mues

tra problema y los diferentes estindares utilizados,

5.11 ANALISIS ANATOMICO,

La técnica utilizada para la obtencifn de preparaciones histolégi-

cas a partir del cultivo vegetal de H, suaveolens consistid en los si--

guientes procedimientoss

*ijacibn:

Se tomaron pequefios fragmentos {aprox. 1 cm de didmetro) de los -
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callos obtenidos con las tres hormonas {2,4~D; AIA y ANA). Las muestras

se fijaron en FAA y en formol durante un periodo de 10 a 20 min.

Deshidrataci@n:

El proceso de deshidratacifn se realizf en forma gradual transfi--
riendo a una serie de soluciones de etanol en concentraciones crecientas
{ 30°, 40°, 50°, 70° 96° y 100°) con intervales de 15 min en cada solu-

cibn, para posteriormente realizar el proceso de inclusidn,

Inclusidn y cortes:

La inclusidn del material se realiz® mediante inmersiones en solu-
ciones de xilol- parafina (1 : 1), xilol - parafina (1 : 2) y parafina
pura durante 15 min en cada cambio., La solidificacidn se realizd con pa
rafina pura de 58°C de fusifn, en pequeilas cajas de papel. Los tejidos
incluidos se sujetaron de manera individual a prismas de madera y se --
cortaron con un microtomo rotatoric, obteniendo cintas de 10 micras de
grosor, las cuales se secclionaron y se fijaron con portachbjetos, median
te un bafio preparado con agua y grenetina (0.2 ¢/1). Los cortes se deja

ron secar durante 24 hrs.

Tincidn y montaje:
Para la tincibn se utilizaron las tBenicas de safranina-verde répi
do ¥ azfil de metileno-rojo de rutenio. Se realiraron pruebas adicionales

de tincifn como la de azGl de toluidina,

Téenica de tinciSn con safranipa-verde r8pido,

Se elimina la parafina de las préparaciones por calentamiento en u
na estufa a 60°C durxante 15 min, Posteriormente 88 colocan las prepara-
clones en xilol durante 20 min y se hidratan en alcoholes graduales hasta
agua destilada {(100°, 15 miny 96° 5 min; 70° Smin; 50°, S miny uzo, Smin)
cnseguicfa se sumergen las preparaciones en una soluclén acucsa de
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safranina durante 1 hr. ( el tiempo varia segin el tejido ). Posterior-
mente se sumergen en alcoholes de 50°, 70° y 96° durante 2 min aproxima
damente y se tifien con vexde r8pidoc durante 1 & 2 min aproximadamente.

por Gltimo, se colocan en alcohol absoluto y xilol para montar en bilsa

mo de canadi.

Técnica de tincidn con AZGl de metileno-rojo de rutenio.

Se desparafina & hidrata el material hasta agua destilada, pasando
por alcoholes de 100°, 96°, 70° 7 50°, Posteriormente se tifien las pre-
paraciones en una solucidn acucsa de azfil de metileno {1\) durante 5-10
min, lavando enseguida con agua destilada para quitar el exceso de co-
lorante. Enseguida se tifien de 5-10 min con una solucidn acuosa de rojo
de rutenio (0.1%) y se deshidratan en alcoholes graduvales (50°, 70°, 96°
y 100°), Una vez terminada la tincifn se monta con bilsamo de canada.
Técnica de J. By

Se fija el material en FAR o glutaraldehido por 15 min, se deshidrxa
ta en alcoholes graduales, 30°, 50°, 70°, 96° y 100° por 15 min, La im-
pregnacidn se realiza con mezcla A m8s mezcla B mfs catalizador 30 min,

en capsulas BEEN bien tapadas a temperatura ambiente,

Esta técnica se utiliz8 para cortes semifines, los cuales se tifie-

ron con azfil de toluidina.
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6, RESULTADOS Y DiSCUSION

6,1 INDUCCION DEL CALLO DE M, suaveolens.

La induccidn del callo a partir de las secciones de tallo ¥y hoja [
locadas en el medio MS no tuvo los miemos resultados, debido al efecto =~
~que ajercen las diferentes auxinas utilizadas para cada uno ds los ‘8=

plantes.

En los exparimentos realizados con difarentes concentraciones de £L
torreguladeres, se encontrB que los explantes de hojas y tallos con las
distintas auxinas administradas presentaron distintos patrones de desa-=

rrollo { cuadroes 1-3),

El hinchamiento de los explantes mencionado como uno de los cambics
que sufre el material en desarrollo en el cultivo (Murashige and Skoog,
1962) se inici a los 5 dfas de haberse inoculade ;n el medio M5 suple-
mentado con log fitorraguladores, ANA, AIA ¥ 2,4-D en concentraciones de
0.01, 0.1, 1 y 10 ppm, de acuerdo con los procedimiantos descritos en la
litaratura (Yeoman, 1977 y Grassel, 1984). Postariormente la prolifara-
cibn del callo sa iniciS a las 4 semanas, tiempo en el cual los cultivcs
generados prasentaron un tamafio adecuado para poder efectuar subcultives

de 10s mismos. El tiempo que nacesitaron los explantes de H. suaveolens

para establecer el callo original, se encuentra dentro ds los 1imites
descritos en la literatura para que la proliferaciSn del cultivo alcance

el tamafio necesario y se pueda realizar el subcultive, ( Hurtade, 1987).
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Cuadro 2. Efecto del 2,4-D sobre la apariencia de los cultivos
celulares de H. suaveolens.
Origen del Concentraciones
explante 0.01 ppm 0.1 ppm 1 ppm 10 ppm

Callo de color verde

Calleo de color verde

Callo de color

Callo café,

Hoja amarillento, duro y con amarjllento, poco verde pidlido duro, con
apariencia cristalina. friable. no friable. minima induc
cidn.
Calle de color verde Calle de color verde | Callo color Solo hubo hip
Tallo con apariencia poco claro y poco friable | verde, con poca| chamiento del

friable y cristalino,

induccidn.

tallo sin in-
duccidn de ca

llo.
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Cuadro 3. Efecto del ANA sobre la apariencia de los cultjvos vegetales

de 1l, suaveolens.

Origen del

explante

Cencentraciones

¢.01 ppm

0.1 ppm

10 ppm

Callo color verde

pilido, con poca

fallo color verde

fon poca induceidn

Sin induecidn

Bin induccidn

o ligera inducH de calle.

Hoja induccidn y puco raices, cién de callo
friahle. en algunos ca-
505.
Callo de color verde Callo de color verdel Callo verdoso | ligero hincha
poco friable con zaicesl pdlide poco friablel poco friable | miente del ex
Tallo

con abundantes rai-

con raices.

plante.
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Cuadro 4. Efecto del AIA sobre la apariencia de los cultivos vegetales

de H. suaveolens,

Origen del Concentraciones

explante 0.01 ppm 0.1 ppm

1 ppm

10 ppm

Callo de color verde] Callo verde pdlido
Hoja p&lide, poca indue | duro y con algunas

eidn. raices pequefias,

Callo gris-café
dure, muy poca

induccidn.

Ho hubo induc
cidn, explan-

tes necrosados.

Callo verde amari~ | Solo hubc hincha=
llento, duzo con miento del tallo
Talle rajces. o poca induccidn
en algunos, con

raices.

Calle de color

verde pidlido

i poco friable.

Wo hubo hincha
wiente ni indug

cién.




Los experimentos preliminares realizados en condiciones de luz cc;ﬂ
tinua y oscuridad total utilizando 2,4-D para la induccidn del cultivo,
resultaron en un porcentaje del 90V de generaciSn del callo &n las con-
diciches de luz continua y una marcada inhibiciSn en el desarrolleo de
los callos originados en oscuridad total, correspondientes a un 10V del

total de induccidn.’

De los cultivoes inducidos con ANA se obtubo el 80%, mientras que -

los inducidos con AIA 85lo se obtuvieron en un 40s aproximadamente,

Como se puede observar con la concentracifn de 10 ppm, en el caso
de todos los fitorreguladores, la induccién fue précticamente nula, por
lo que el experimento se repitid utilizando cinetina en dos concentracio
nes (0.01 y 0.1 ppm) con las tres auxinas antes mencionadas, pero los
resultados no presentaron una diferencia marcada y por esta razbn s8le
se tomaron encuenta los cultivos cbtenidos con las tres auxinas usadas

inicialmente.

Los explantes colocados en el medio que contenfa AIA, no fueron =
provedores de buenos cultivos debido a que la induccién no fue adecua
da, ademis de que algunos de ellos desarrollaren una coloracisn grisa

cea,

La poca induccidn y tincifn de coler grisacea fue mfs pronunciada -
en log cultivos obtenidos con AIA. En coRsecuencia a la ohservacisn gens
ral de que los cultives con AIA, de las saccicnes de tallo y hoja presen
taron una induccifn de callo pobre en relaciSn a los dem&s cultivos Que

presentaron un mejor desarrolle, se llego & la conclusidn de que
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lo mis apropiado para realizar la ind_ucciSn es utilizar el 2,4-D y el

AlA,

El 2,4-D fue el inductor de callo mis efectivo, seguido por el ANA.

La produccién de callos se cbservd en todas las traciones d

de 2,4-D, ANA ¥ AI-A. (Tablas 1,2 y 3). El AIA fue el menAcs efectivo, al
igual que el emplec de .altas concentraciones (10 ppm) de cualquiera de
los fitorreguladores. Los resultados mostrarcn que el ‘orden de efectivi
dad fue: 2,4-D con 0,01, 0,1 y 1 ppm; ANA con 0.0%, 0.1 y AIA con 0.01

y 0.1 ppm. Estos !;esult:adcs son congruentes con las ohservaciones rela
cionadas con el efecto provocado por la aplicacién exdgena de fitorregu
ladores naéurales. como el AIA y el producido por los sint@ticos, 2,4-D
y ANA, El AIA y otras auxinas naturales no se acumulan en grandes can-
_tidades én los cultivos celulares, debido a que existen procesos natura
les de inactivacidn y destruccidn de estas, los .cuales son menos eficien
tes con las auxinas sint@ticas como el.2,4-D y el ANA, permitiendo asi
una acunulacibn y un periodo de actividad auxinica relativamente largo.
La estabilidad observada para los ﬂtotre_g'uladoz"es sintéticos se asocia
& la existencia de pocos sistemas e.nzimf\ti.cos que los inactiven (Bidwel,

1979).

Las concentraciones de 0.01 y 0.1 ppm en los treas casos son las mis
apropiadas para el establecimiento de los cultivos vegetalesy ademis de
poder observar, de manera ndi‘cifu:ai, que las altas concentraciones de hox

monas (10 ppm) inhiben el crecimiento de H. suaveolens.

En cuanto a la morfologia prasentada por los callos, se pudieron ob

servar ciertas variaciones, Algunos callos son masas_ celulares compactas
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y duras como en los casos del AIA y en algunas de las concentraciones de
ANA (0.0} ppm) y 2,4-D(l ppm), en otras ocasiones se formaron masas de te
jido esponjoso (friables) fdcilmente disgregables. Con respecto a la go-
loraci&n no se presentaron diferencias muy marcadas en los diferentes ca

BOS.

Todos los cultives se manejaron en las mismas condiclones de luz, -
tempeératura, macro y micronutrientes, varjando Gnicamente los fitorrxegu-

ladores y sus concentraciones.

El tipo y grado da pigmentacisn estd marcadamente influenciadc por
factores nutricionales y ambientales, y se manifiestan por la presencia
de clorefila, carotenos, antocianinas, ete, Desde el punto da vista mor
fogenético la caracteristica mis importante del callo es la totipotencia
lidad de sus células, ya que en general, con un manejo adecuado de las -
condiciones nutricionales, hormonales y ambientales, tienen la capacidad
de desarrollar brotes, raices embriones, etc. El uso de las auxinas, es-
pecialmente ANA Y AIA presentd una frecuente rizogénesis desarrollando
pequefias raices sobre los callos de H., suaveolens. En los cultivos de Un
caria ellijptica se han reportado xesultados similares {Knoon y Nagazam;n
1990). las auxinas son un factor esencial en la promocidn del crecimiento
de las raices, debido a que en genral el AIA puade incrementar significa

tivamonte la elongacién de segmentos aislados de raices, (Hurtade et al,

1987).

Por otro lado, los cultivos inducidos con 2,4~D no presentarcon nin-
gun tipo de diferenciacifn, debido & que el 2,4-D suprime la mott‘ogéng

#i5 vy da por resultado la répida proliferacifn de c&lulas tipo callo
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exclusivamente, siendo necesaria para la mayoria de loa cultivos una a-
plicacidn al medio de aigﬁn compuesto con actividad auxfnica y en al--
qunos casos se reduce la concentracifn inicial para mantener su creci-—
miento. En ausencia de citocininas, como en este casc, la auxina provo-
ca el alargamiento celular en los tejidos cultivados., Sin embargo un ex
ceso de auxinas puede suprimir esta divieién y alin el crecimiento celu-
lar, como se pudo observar en el casc de la concentracidn de 10 ppm ¢oh

los tres fitorrequladores utilizados.

Es importante sefalar que los procesos morfogénicos pueden estar
controlados por mecanismos m8s complejos, puesto que eatln influencia-
dos por otros factores (no hormonales), tales como los az@icares, fos=-
fatos, compuesfoa fén&llcon. etc. lagregados al medio), efectos fisicos
como luz, temperatura, consistencia del medlo ( s8lido o 1lf{quidc) y aflin

por la calidad y tipo de tejido empleado. .

Cabe mencionar que durante el desarrollo del presente trabajo los
cultives se vieron fuertemente influenciados pox algunos de los factores
ffsicos antes mencionados, puesto que los cultivos manejados en cscuri-
dad no presentaron un buen desarrolle, presentando un color grisaceo y
un necrozamiento rfpido del tejido. Por otro ladc, se observd que a tem-
peraturas mayores de 28°C, el cultivo se tornaba de un color café y se
necrosaba ripidamente por lo que los cultivos se mantubleron a 25°C+

1°c.
6.2 CULTIVO DE CELULAS EN SUSPENSION:

No fue posible obtener las cinfticas de crecimiento por paguate de

volumen celular y ohservar de una manera mas precisa el comportamiento
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de las cé@lulas en crecimiento, debido a que los callos no fueren lo sufl
cientemente friables para la obtencibn del cultivo de cdlulas en suspen

cidn (Hurtado, et al 1987).
6,3 CURVAS DE CRECIMIENTO;

El crecimiento del tejido celular se determin5 finicamente en rela=-~
cidn al peso fresco a partir de los callos inducidos con los diferentes
fitorreguladores (figuras 2-4), donde fue posible observar la manera y
la velocidad del crecimiento de los cultivos inducidos con cada uno de

los fitorregquladores utilizados.

Las fases del desarrollo del callo de H. suaveolens se pueden divi-
dir de la siguiente maneras
a) La etapa de induccifn utilizando 2,4-D para explantes tanto de tallo -
como de hoja, tomd de 6 a 7 dfas aproximadamente, periodo en que se ob

serv8 el inicio del crecimiento celular en nfimero y en tamafio.

Para los cultivos inducideos con ANA, el tiempo fue mis largo, aproxi
madamente de 8 a 9 dfas, tanto para el talle como para la hoja, los cua-

les presentaron un crecimiento muy similar durante esta etapa,

Con AIA, se observé un crecimiento celular mucho mds lento ( de 9 a
10 dfas aproximadamente) que el obtenido con los fitorreguladores anterio

res,

b) Durante la etapa de proliferacisn celular, los cultivos con 2,4-D au-
mentaron su masa celular hasta un miximo alcanzado a los 20 dfas. Los ca
llos a partir del tallo, presentaron un mayor incremento en peso que los

indueidos por las hojas.



Los cultivos inducidos con ANA tomaron de 18 a 20 dias para atumen=—
tar su masa celular con un mayor incremento ph el peso de los callos in

ducidos a partir del tallo,

Encuanto a los cultivos indueidos con AIA, presentan un aumento de
su masa celular muy pobre, en comparacidn a los cultivos que contenian
2,4-p y ANA, Para este fitorregulador la fase de proliferacidn se alcar
28 a los 15 dias en el caso de los callos inducidos a partir del talle
y a los 18 dias aproximadamente en el caso de los ‘inducidos con hoja.
En este cuso, estos (ltimos presentan un mayor aurento celular que los
explant&s de tallo, mientras que con 2,4-D y ANA es maycr al efecto de
proliferacién en los callos inducidos a partir del tallo que con los de

hoja.

¢} Los cultivos en los que se utilizd 2,4-D tardaren en alcanzar la eta
pa de desaceleraciSn aproximadamente 22 dias en el caso de los explartes
de talle, mientras que los callos inducidos a partir de hoja tardaror 20
dias aproximadamente, Se pudo observar que el proceso de desaceleracidn
fue mds rdpido para la hoja que para el tallo. Los callos obtenidos 2 paxr

tir de hoja éresgntan un peso menor que los obtenidos del tallo.

En el caso de los cultivos en los que se utilizd ANA, alcanzaron la
etapa de desaceleracidn en un ticmpo similar que tom3 de 20 a 21 dfas,
aleanzando el mdximo incremento en peso de los callos inducidos a partir

del tallo.

Por otro lado el efecto del AIA fue menos significativo, pueste que

la fase de desaceleracidn comenzd 2 los 18 dfas en el caso de los calles
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obtenidos de los explantes de hoja ¥ a los 21 dias en el caso de los cul
tivos obtenidos a partir de los explantes de tallo. En este caso se pudo
observar que los callos inducidos a partir de explantes de hoja presenta
ron un crecimiento mis rdpido que los inducidos a partir del tallo, lle-

gancdo por lo tanto a la fase estacionaria mis rdpido.

d) Para la fase estacionaria los cultives empiezan a envejecer y a per-
der la capacidad de crecimiento., Esta etapa es por lo tanto la mis acon

sejable para realizar los subcultivos.

En los cultivos mantenidos con 2,4-D esta etapa empezd a los 22 di-
as en el caso del tallo y a los 21 dfas en el caso del cultivo inducide
a partir 'de la hoja; en este periodoc se observb la falta total de creci=-
miento en los cultiwvos, presentdndose primero en la hoja que con el ta-—-

llo.

Con ANA se pudo observar que los cultivos se comportaron de manera
muy similar, tanto los callos obtenidos a partir de explantes de talloe

como los cbtenides a partir de la hoja.

En @stos se observd la perdida de capacidad de crecimiento entre los
20 y 21 dfas aproximadamente, mientras que en los cultivos donde se uti-

1428 AIA, se observé a los 21 dias para los dos tipos de cultivo,
En conclusidn, estas curvas de crecimients permiten observar clara-~

mente que el fitorrequlador de crecimiento mfs conveniente para la induc

cién y mantenimiento de los cultivos de H. suaveolens es el 2,4-D.
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A pesar de que el ANA produce un efecto notorio de aceleracisn del cre-‘
cimiento de las células vegetales, con este fitorregulador no se¢ logrd
obtener un efecto significativo en relacifn con el incremento en pesa
del cultivo celular. El efecto poco notorio en el desarrollo de los ca-
llos con el AIA permite concluir que este fitorregulador no es muy recg
mendable para la induccidn y establecimiento de los cultivos vegetales

d¢ H._suaveolens,

Los explantes mas convenientes para el establecimiento del cultive

celular de esta especie se obtiene a partir de tallo.
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Efecto del 2,4-D sobre el peso fresco del cullivo de
H. suaveolens
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I‘-‘ig.2 Influencia del 2,4-D sobre los cultivos de callo de M.

guaveolens, mantenidos a 25°C con luz continua durante 22 dias.
Cada punto mostrado en la grifica es el promedio de 5 repeti-

ciones.
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Efecto del ANA sobre el peso fresco del cullivo de
H. suaveolens
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Fig. 3 Influencia del ANA sopre los cultivos de callo de H.suavealens

mantenidos a 25°C con luz continua durante 22 dias. Cada punto

es el promedic de 5 repeticiones.
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Efecto del AlA sobre e! peso fresco del cultivo de
H. suaveolens
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Fig. g Influencia del AIA sobre los cultivos de callc de H, suaveolens

, mantenidos a 25°C ¢on luz continua durante 22 dias. Cada

punto es el promedio de 5 repeticiones.
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6.4 EVALUACION PRELIMINAR DEL CONTENIDO METABOLICO.

Los anilisis preliminares realizados en cromatogratfa de capa fina
(CCF) de los extractos preparados de acetato de etilo y cloroformo (fig
5) permitieron identificar las bandas activas en el ultra violeta (UV)
= 0,7y R

que correspondieron a los R = 0.3) estas bandas desarrolla=-

£ £

ron un color café intenso al exponer las placas con vapores de yodo, El
registro del espectro en UV ( fig. 6 ) del extracto de acetato de eti
lo presentS un méximo de absorcidn en 310 nm, valor que corresponde per
fectamente con los valores descritos en la literatura para los derivados

del ac. cinfmico (Bant horpe et al, 1988 y 1985).

Por lo tanto, estas observaciones permiten suponer que el cultivo
de H. suaveolens sintetiza el mismo tipo de derivados fenélicos descri-

tos para los cultivos de otras especies de labiadas ( Banthorpe, 1988 ).

Estos dos pigmentos amarillos se obtuvieron en un rendimiento del
2,3t del peso fresco, calculade mediante cromatografia de gases a par—-
tir del callo y observindose que la maxima acumulaci®n de estos pigmen
tos correspondia al periode final de la fase estacionaria, aproximadanen
te a los 21 dias ( fig. 2-4 )., Estos resultades experimentales son andlo
gos a los reportados para la formacidn de los pigmentos fenSlicos del ca

lle de lavandula angustifolia ( Banthorpe et al, 1885).

El anilisis mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas
de la banda de Rf = 0.7 (Cloroformo-acetona; 9:1) permitid caracterizar

a los pigmentos como la mezcla de @steres de enol isomdricos (Z,E) y (E.E)

formados por la condensacidn del dopaldehide con el &c,cafeico ( fig. 7 ).
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Fig, 5 Cromatograffa en capa fina de los oxtractos preparados de

acetato e etilo v cloroformo.
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Fig., 7 Esteres de enol derivados del ac. einimico.
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En tanto que la banda de R, = 0.3 se identificd como el 3cido rosmari-

f
nico (Banthorpe, et al, 1985 y 1988).

La fraccidn de fitosteroles obtenida de la extraceidn clorofdrmica,
correspondib a un rendimiento de 0.0025% del peso fresco. La separacién
de los constituyentes individuales de esta mezcla utilizando la secuen-
cia instrumental de cromatograffa de gases-espectrometria de masas, de-
mostrd en el cromatograma obtenido (fig. B) la presencia de tres consti
tuyentes mayoritarios que correspondieren a los tiempos de retencidn --
(Rt) de 22,26, 23.45 y 25,02 minutos. El constituyente de menor tiempo
de retencidn se caracterizd como el campesterol mediante el anflisis del
espectro de masas generado (fig. 9). Este metabolito correspondid a un
11.7% de la mezcla total de esteroles. El constituyente mayoritario de
la mezcla de estercles que correspondid al pico de Rc= 23,45 ge identj-
fich como el estigmasterol (fig. 10) y su abundancia relativa fue de --
56%. El constituyente de m.:.yor polaridad (R: = 25,02) se identificd co-

mo el/z-sitosterol {fig. 11) y su rendimiento correspondid al 32.3%,

Fig, B Cromatograma del extracto clorofdrmice obtenido mediante
cromatograffa de gases, mostrando tres picos; 1)Campeste

rol, 2)Estigmasterol y 3),? -sitosterol.
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fig. 9 Espectro de masas por impacto electrBnico del campesterol,

EM - iE m/e (%): 401 (M41, 15); 400 (M, 21); 385(M~15, 8); 382([M-18, &):
367{M-15~18,9)7 315(M~28+67, 3}; 289(M-03-18, 12}; 274 (1-18-108, 23
273¢{M~cadena lateral, 4}; 261 (M-18-121, 2}; 255(M-1B-cadena lateral, 4):
231 (M~42~cadena lateral, 1}; 299(N~27=17-cadena lateral,l}y 213 (M=4I-18~-
cadena lateral, 13)); 178(2); 163(5); 145(18}; 135{10)¢ 123 (15); 95(23);
81437} 57(31).
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Fig. 10 Espectro de masas por impacto electrfnico del estigmasterol,
EM-1E m/e (V): 413{M+l, 9); 412(M, 30)y 397(M=15,3)) 379(M~18-151 5)1

360{M-43, 4); 351 (M-43-18, 12); 300(M¥-19-94, 12); 299{M-15-98, 6); 281
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lateral-42,3); 213(M-cadena lateral-42-18, 9)) 183 {8} 145(24))y 133(24):

109(17); 107(25)s 95(28); 83(53}) BL(56)) 63(47).
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Fig 11. Espectro de masas por impacto electrdnico del,é-sltnsterol.
EM~iE m/e (%)% 416(M+2, 1); 415(M+1, 9): 414(M,31); 399(M=-15, 10); 396

(M-18, 11}; 381 (M-15-18, 10); 330(M-18-67+1, 4); 303 (M~18-93, 17); 275
(M=18-121, 5): 273 (M=-cadena lateral, 7); 255(M-cadena lateral-18, 12):
246 (M=cadena lateral=27, 1); 231 (M-cadena lateral-27, 7); 213 (M=cadena

lateral=-42-+18, 18); 145(26); 135(15)¢ 95(34); B1{(44).
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El cuadro 5 muestra los efectos de los diferentes fitorreguladores
sobre 1a produccidn de esteroles en el cultivo de H. suaveolens. Estos
resultados indican que la produccidn de fitosteroles se incrementa con
el empleo del ANA. resultados anilogos se cbservan en la produccién de
metabolitos secundarios en cultivos celulares de Mentha spicata y de O

tras especies de labiadas {Banthorpe, et al 1988).

Cuadre 5. Efecto de los fitorreguladores sobre la produccidn de asteroles.

Fitorregulador A fitosteroles (IOBX)
ANA  ( 0.01 mg/1 ) 2.5
2,4-D ( 0.01 mg/1 ) 1.0
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€,5 ANALISIS ANATOMICO

6.5.1 MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA DE 1OS CALLOS.

La morfologfa macroscépica de los callos inducidos con los fitorre
guladores ( auxinas ) 2,4-D, ANA y AIA proporcionan la sgiguiente in

formacién;

Son masas irregulares de tejido a los cuales llamamos callos, es-
tructuras que varfan considerablemente en cuanto a su crecimiento, apa
riencia y textura, siendo algunas veces blandos y friables y en otras

compactos y duros.

Las caracteristicas morfolSgicas en cuanto al crecimiento del calle
estdn estrechamente relacionadas con el medic de cultivo, en especial ,-
con las concentraciones utilizadas de los f£itorrequladores, incluyende
otros factores tales como el origen del explante utilizado (hoja o tallc)

la edad de ia planta y la especie.
6.5.2 ORIGEN DEL CALLO.

Se determind por medio de las cbservaciones al microscBpio Sptico,
gue a partir de los explantes de H. suaveolens gse presentaban diferentes
zonas de proliferacifn del tejido; en especial del tejido parenquimatoso,
{fig. 12) y de las zonas de corte, Tambhién se observd la presencia de cé
lulas del parénquima hacia una diferenciaci8n (fig. 1B), siendo en to--
dos los casos tejido poco diferenciado capaz de ser modificado ficilmen=-
te hacia un cambioc estructural y funcional gue lo conduce a la diferen--

ciacidn en presencia de estfmulos adecuados como se muestra en este tra-

bajo, con la aplicaci8n de auxinas en el medio de cultivo.
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Los resultados coinciden con los reportados sobre el cultivo de ho
jas ibvenes de cafia de azficar por Wai-Jane Vasil (1983}, donde se obser
v6 que la proliferacidn del callo ocurre a partir de células del mesBfilo
cercanas a los haces vasculares y a las zonas de corte, asi como de célg

' las del parénquima vascular, obteniendo en ambos casos cé&lulas ricas en
citoplasma. Esta diferencia celular observada tambi&n para los callos de

H. suaveolens fue analoga a la descrita para el apin {Apium oraveolens)

por Zee y colaboradores (1979).

6,5.,3 TARACTERISTICAS DEL CALLOt

El estudio microscépico @ histoldgice demostrd que los tejidos de
tipo callose generalmente son heterogéneos, es decir, un mismo callo pue
de presentar varios tipos celulares. Las células que forman los callos
son altamente vacucladas; &sto se atribyyo a la gran cantidad de agua
que tiene el calle (Esau, 197¢) y son de formas muy variadas que van des
de esféricas a alargadas, predominando una gran cantidad de células amor

fas.

En el callo de H. suaveolens podemos distinguir bisicamente la pre-
sencia de 2 tipos celulares con base en su morfologia, independientemen

te de la técnica de tincidn aplicada.

Tipo I. ¢&lulas grandes ocupadas por una gran vacuola, nlicleo excen
trico y citoplasma poco denso con pared celular un poco engrosada (célu-

las parenguimatosas) (figs. 13 y 14).

Tipo II. C&lulas pequeiias con citoplasma dense y pocoe vacuoladas
con nficleo central grande y difuso y con nficleclo intensamente tefiido,

presentando pared celular delgada. (fig. 12).
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De manera general los callos forman c&lulas parenquimatosas indi-
ferenciadas, comoc lo observamos en los callos inducidos con 2,4<D; as=
tas células frecuentemente se ubican en hileras y al parecer constituye
la mayor parte del callo. Inmersas en este tejido, hay agrupaciones ce
lulares meristemiticas, pequefias y con nucleolo fuertemente tefiido,
coincidiendo con lo reportadc por Sharp (1980) ¥ Williams y Maheswaran
{1986). Estas zonas a diferencia de las zonas meristemiticas encontra-
das por varios autores como Tlsserat (1979), Pannetier y Buffard-Morel
(1982) mostraban hileras de células, las cuales a veces tambi&n rodea-

ban parcialmente los haces vascularesg del calle originade (fig. 12).

Bn los cortes semifinos se pude definir claramente l# presencia
del xilema ¥ el floema (figs, 16 y 17). En el xilema se observaron dos
tipos de elementos tragueales, las tragueidas y los elementos de vasos.
Las traqueidas son caélulas imperforadas, finicamente provistas de pares
de .puntuaciones eh sus membranas comunes, mientras que los elementes de
vasos estfin perforados en :iert.as Sreas de contacto con otros elementos

(figs. 15, 16 y 17).

Los tipos celulares anteriormente descritos se presentaron en los
callos inducidos con 2,4~D, ANA y AIA. En espcciall, los callos induci-
dos con ANA presentaron una mayor diferenciacisn del tejido vaseular,
con una organizacifn celular particularmente distinta del resto del ca
1lo (figs. 18 y 19). Tal difercnciacidn celular presente en estos cul-
tivos, se debid al desarrollo de una gran cantidad de rafces por el e~
fecto del ANA, Estof resultados coincidieron con los observados expe=

rimentalmente para los callos de Helianthus tuberosa, en los cuales se

———

formaron traqueidas como respuesta del ANA y BAP, en presencia de saca
rosa o glucosa, (Halperin y Minocha, 1974),
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Con base en los resultados histolSgices, se puede concluir que las
auxinas no solo desempefian un papel importante en la induccidn del cul-
tive celular, sino que tambiZn en la vascularizacibn observada en los -

callos de H., suaveolens.

Estudios adiclonales en cultivos de tejidos han demostrado la ne-
cesidad de la presencia de auxinas en el medio de crecimiento para la
diferenciacién del xilema (Wetmore y Sorokin, 1955) y por lo tanto, no
es sorprendente el desarrollo de rafces en los callos de H. suaveolens
cono respuesta a las auxinas utilizadas. Al mismo tiempo, el contenido
metabSlico de los calleos con un mayor grado de diferenciacién celular
{£igs. 1B y 19) fue superior {cuadro 5) demostrande la necesidad de =

cierta organizacifn para el inicio de las rutas biosintéticas del me-

tabolismo secundario ({¥hoon y Nagoratman, 1990).
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CESTA TESIS NO DEBE
SMUR DE LA BIBUDIECA

Fig. 12 c8lulas pequefias poco vacuoladas con nficleos (Nu)} centrales gran
des y difusos y con nucleolo (N} intensamente tefiido, las cuales
se encuentran rodeando los vascs (V). Callo de tallo, inducido

con 2,4-D. Téenica Safranina-fast green, 64X.
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Fig. 13 Células parenquimiticas con una gran vacucla, nficleo excéntrico (Nu)
¥y nucleclo (M) intensamente tefiido, con pares celular delgada. Tec.

Az@Gl de metileno-Rojo de rutenio. 64X.
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Fig. 14 Callo de hoja. C&lulas del parénquima com vacuola (Vac) muy
grande, una pared celular bien delimitada, citoplasma granulose

(Cg} y nficleo excéntrico (Nu)}. Técnica Safranina-Verde rdpldo.

Fig. 15 Callo de hoja. ernamentaciones de vascs {V ) rodeadas por c§
lulas parenquimiticas con una gran vacuola (Vac). Técnica Azll de

tolujdina. 160X.
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Fig. 16 Estructuras provasculares inmersas sn el tejlde parenquimatoso.
Las células del floema (F1) se encuentran en hileras rodeando a
las células del parénquima y al xilema (X1}, En la parte media

superior derxecha se observa una tragueida (Tr).'Tec. Azﬁl de tolui

A

Fiy 17. Estructuras provasculares, Area superior derecha upa traquecida (Tr})
¥ on la superior izquierda, aelementos vasculares (V) rodeados por
el floema (F1) y las c@lulas del parénguima, formadas POr una gran

vacuola (vac) y pared celular delgada. Tenica AzGl de toluidina, 64X.
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Fig. 18 callo de hoja inducido con ANA, diferenciacidn del tejido vascular.

Téenica Safranina~-verde rapido. 25.2X.

Fig. 19 cCallo de hoja. En la regidn central se observa un Haz vascular
(Hz V) cuya organizacién celular nos indica una diferenciacidn
incipiente, rodeado por c&lulas meristemiticas poco diferenciadas

con nlicleslo intensamente tefildo, T&cnica Safranina-Verde ripido.



7. CONCLUSIONES

El establecimiento del cultivo celular de Hyptis suaveolens, Pro
puesto como objetivo fundamental de la presente investigacidn, permi-

ti8 generar las siguientes conclusiones:

1. Se logrd el establecimiento del cultivo celular de H. Suaveolens -
en un medio sdlido al utilizar 2,4-D como fitorregulador para la in
duecidn del callo & concentraciones entre 0.1 y 0.01 ppm. E1 empleo
del ANA y AIA fueron inductores mencs efectivos, en cualquiera de -
los casos; el empleo de altas concentraciones de estas auxinas (210

ppm) inhibid la proliferacidn celular,

2. La maxima proliferacifn cglular en los callos de H. suaveolens se
obtuvo a partir de explantes de tallo, bajo condiciones de luwz y a

°
una temperatura constante de 25 C,

3. El estudio quimico preliminar del contenido metabdlico de los cul-
tivos c@lulares de H. Suaveolens demostrd que los callos sintetizan
derivados fendlicaos del ac. cinfmico y esteroles; la acumulacién de
estos metabolitos alcanzd un mfximo al final de la fase estaciona~--

ria.

4. Se deternind que el empleo del ANA favorece la blosintesis de meta
tolitos secundarios. Al mismo tiempo, la acumulacidn de una canti--
dad significativa de &stos, se asocia a un mayor grado de diferen--
clacidn celular. Los estudios histoldgicos confirmaron la formacidn
de primordios radiculares a partir de los callos de H. suaveolens -

inducidos por el empleo del ANA.
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5. La diferenciacidn en raiz, promovid el inicio de las rutas biosinte

ticas involucradas en el metabolismo secundario.

6. Las condiciones Sptimas para el establecimiento de cultivos celula-

res de H. suaveolens para la produccién de productos naturales, in=

volucpran el empleo de ANA come £itorregulador.
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