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l, RESLfoEN 

Diversos metabolitos aecundarios de gran importancia biológica, se 

han aislado de la especie de Hxpti& suavaolens, dentro de los cuales -

se encuentran aceites esenciales como el timol y algunos monoterpenos, 

por lo que el cultivo de H. suaveolens presenta una qran alternativa 

para la producción de diversos compuestos de interés socioeconómico. 

En este trabajo se eatablecU5 e~ cultivo de callos a partir del 

hipocotilo y hojas cotiledonarias de plantulas obtenidas .!!; ~, -

donde se variaron los reguladores de crecimiento 2, 4-D, ANA y AIA ,­

en el medio MS (Hurashi9e a.nd Skoog, 1962). Loa resultados obtenidos -

mostraron que el fitorrec¡ulador apropiado para el crecimiento del callo 

es el 2,4-D a bajas concentraciones (O.Ol y 0.1 ppm). Los callos obten! 

dos con este Utorregulador no presentaron ninguna diferenciación celu-­

lar, mientras que el ·ANA y el 1'IA,aunque fueron inductores menos efect,! 

vos para el eatableci.miento del callo, provocaron la diferenciación de 

éstos en primordios radiculares. 

Para la evaluación del contenido metablSlico se realizaron cromato­

graftas en capa fina y cromatoqraf!a de qaaes. Estas técnicas analtti­

cas demostraron que los c.sllos sintetizan derivados fenólicos del ácido 

cinámico y diverso1 fitosteroles. 

1'::>& estudios histo15gicoa confirmaron la formaci6n de primordios 

radiculares a partir de loa callos de !!• suaveolena inducidos por el 9!, 

pleo del AN.\. Esta diferenciaci6n ocasiona el inicio de las ruta• de -­

bio1:tntesis involucradas en el. metabolismo secundario. 
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2, . INTRCIXJCCIOO 

Los últimos cuarenta años han sido decisivos en el desarrollo de 

nuevos flnnacos q~e han permitido el control y, en algunos casos afo;: 

tunados, la cura de numerosas enfermedades. 

Aunque muchos de estos remedios son derivados sintéticos o pr9 -

duetos antibióticos / no hay duda acerca de la gran aportaci6n que han 

h~cho las plantas medicinales y sus productos derivados. en este sent!_ 

do. AdetnSs resulta evidente que los fármacos o sus productos inteme­

diarios de origen natural, se obtienen de las especies vegetales que 

gozan de una reputaci6n de uso popular por su coritenido de principi.os 

activos. 

Por lo tanto, la medicina tradicional representa una prlctica •.! 

ternativa para la obtencilin de posibles fuentes de sustancias biol6ql:, 

camente activas. IDs estudios químicos de plant&s medicinales o de Ut.!, 

lidad económica, desempeñan un papel importante corño poderosas herr.! 

mientas para la investigación de los constituyentes quúnicoa de la f12, 

ra, as{ cano para el descubrimiento de sustancias .bioactivas de impo!. 

tancia en estudio• famacolóqicoa. 

Durante loa úl.timos años se han desarrollado numerosas metodolo-

g!as que permiten cultivar una amplia variedad de especies vegatalea 

en medios artificiales perfecte.mente definidos. Ciento• de plantas 

pueden cultivarse en un estado de diferenciación cano el de callo• y 

cultivos en suapenciSn. 
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Loe beneficios que brinda la investigación con cultivos celulares 

in vitro, permiten plantear la producción de metabolitos secundarios 

de intcr~s comercial o terapéutico a partir del cultivo de tejidos V!_ 

getales. Entre estos productos se encuentran sustancias de intcres ~ 

~nómico que representan muchos fármacos utilizados como los alcaloi­

des, aplicados en la terapéutica contemporánea, y los aceites esenci,! 

les empleados ampliamente como colorantes y saborizantes de alimentos 

procesados. ( Loyola y Reyes, 1985) •. 

La obtenci6n comercial de los metabolitos secundarios, que se -

rP.aliza mediante la extracción de la planta completa presenta numero­

sos problemas en la manufactura de tales canpuestos. 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, 

Asta deber& conservarse en estado do máxima aCtividad fisiológica para 

asegurar altos rendimientos de los metabolitos deseados durante el cu.! 

tivo y el almacenamiento de la planta. 

Un se9undo problema es la domesticación de las plantas silvestres 

y la consecuente pérdida, en algunas ocaciones, de su capacidad biósi.!! 

tetica en la producci6n de rnetabolitos secundarios debido a una sobre .. 

explotaci6n. 

Con el objeto de eliminar estos problemas se han propuesto como 

una alternativa de producci6n, el empleo de los cultivos de tejidos V,! 

9etD.les (CTV). Estos sistemas pueden proveer un suministro continuo 
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Y homogeneo de materia prima en un estadío fisiológico uniforme debido 

a su independencia del medio ambiente ya que su crecimiento se realiza 

en condiciones cont.xoladas y estériles. Por otro lado, los ctv se pue­

den manipular con mayor facilidad que las plantas cor:npletas para incr!_ 

mentar los rendimientos en metaboli tos secundarios y por lo tanto, el 

ctv representa un gran potencial de apliccición a nivel industrial, 

El presente trabajo describe el estudio del cultivo de Hyptis 

suaveolens con el fin de obtener las mejores condiciones para su des.! 

rrollo y propagación. Al mismo tiempo se describirá el estudio fitoqu! 

mico preliminar del contenirJo rn"'ta.b61ico del mismo, con el objeto de 

reconocer la posible formación de metaboli tos secundarios en los cul t.!, 

vos celulares de esta especie. 

2 .1 POSICION TAXONOMICA Y DESCRIPCION DE LA ESPECIE. 

Phylum: Magnoliophyta 

Clase: Ma9noliopaida 

Subclase: Asteridae 

Orden: Lamiales 

Familiar Lamia~ae 

Genero1 ~ 

Especie1 suaveolens L. poit. 

Clasificación según Arthur Cronquist, 1998. 

Nanbres corn.unes1 Chta y hierba del burro. 

Descripci6n1 Hierba enmalezada anual, hasta de 3 mm de altura, laminas 
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foliares de 3-10 cm de largo, peciolos generalmente de 3 .. 5 en címulas 

pedunculadas. Maleza com\in y difundida en los trópicos de ambos hcmi_! 

feries. 

La importancia económica de esta especie se debe principalmente a 

sus usos terapl!uticos en la medicina tradicional de México. 

Las bondades inedicinales asociadas populannente a esta planta soni 

Para el paludismo.- Infusión de toda la planta. 

Propiedades carminativas.- infusi6n de las hojas. 

Analgésico estomacal.- Infusión de toda la planta. 

Para afecciones intestinales.- triturar la semilla y tomar como bebida. 

Como antipirético.- Infusión de las hojas. 

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

Pari\ diarrea y disenteria.- Infusi6n de las hojas. 

Como condimento.- Usar las hojas. 

Como bebida refrescante.- Las semillas. 
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3, .ANíECEDENTES 

El género HYptis est& compuesto eproximadamente por 400ap de la 

familia de las labiadas y se encuentra distribuido desde el sur de 

Estados Unidos hasta Argentina. Son plantas de una qran diversidad 

en la forma vegetativa, variando desde anuales efímeras hasta árboles 

pequeños, predominantemente subarbustos o hierbas perenea, sus hojas 

también son variables pero en la mayor!a de loa casos son ovaladas y 

bastante amplias, pecioladas o sésiles y con una estructura floral 

extraordinariamente w'liforme. La corola bilabiada, caracter!etica de 

esta familia, ha experimentado muy pocas modificaciones durante el 

proceso evolutivo. ( Epling, 1949 } • 

El género está conformado por un grupo de plantas de gran impor­

tancia económica en la vida diaria de nuestro pueblo, ya que todas las 

especies de uso medicinal presentan propiedades antisépticas, carminat,! 

vas y antihelm!nticas ( Del runo, 19791 Maseki, 1962 y Wagner, 1973 } • 

Las especies del género Hyptis se caracterizan por. ser aromáticas, 

singularidad que les confiaren SUB aceites eaenciale111 y las propiedades 

tónico-estimulantes, se atribuyen a Bus aceites vol&.tiles ( Roiq, 1974). 

Por lo tanto la importancia de eatas plantas se incrementa por el inte­

rés económico que representan para la industria, particularmente, la f8!, 

macéutica y la de la perfumería, y en menor proporci6n pero con qran 

perspectiva, para la industria de los saborizantes, ( Paredes, 1973 ) • 

La gran diversidad de usos populares de las plantas del género 
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~ implica en forma indirecta, una umplia diversidad en el metaboli~ 

mo secundario de estas especies, misma que representa un extenso panora­

rua para la investi9aci6n de productos naturales como fuentes potenciales 

de sustancias biológicamente activas. {Pereda-Miranda et al., 1990). 

El aislamiento de diversos compuestos asociados con una actividad 

biológica de interés terapéutico, a partir de algunas plantas del género 

Hyptis, ha marcado la pauta a seguir de numerosas investigaciones fito­

qu!micas. Cano por ejemplo la actividad bactericida de las plantas del 

género Hyptis puede atribuirse, en la mayor1'..a de los casos, a los comp~ 

nantes de los aceites esencialeS. Por ejemplo la actividad bacteriostáti 

ca de los monoterpenos citral, citronelal y linalool, los cuales repre­

sentan los constituyentes mayoritarios de las ~sencias de .!:!· auaveolens, 

se asoció con la respuesta en co,ntra de algunas bacterias patógenas, 

( Ja!n et al, 1974 ) • 

Las propiedades antisépticas de estas esencias se relacionan con ~ 

levado contenidq en los aceites esenciales como el timol, aplicado en la 

terapéutica de las inflamaciones de las vias respiratorias y can.o profi­

lactico, por su poderosa acción bacteric~da. (Wagner, 1977). 

La especie Hypti1 pcctinata, que se utiliza en vapori~aciones co­

mo remedio en casos de congestión pulmonar y rinofarinqitis, presenta un 

eleVado contenido de timol (26\) en su aceite esencial y por lo tanto, a 

este monoterpeno se asocian las propiedades antibacterianas de la planta. 

Como resultado de la c:ontinua investigación sobre plantas que presentan 
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actividad antitL111ora1, el género Hyptia tam.bi&n ha sido sugeto de est~ 

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

Una investigación fitoqu!mica sobre plantas mlxicanas y del Sud•.!, 

t:e:. de lo.e E~tados unidos, con una posible actividad anti t\l!loral, deme.! 

tró que el extracto cloiof6rmico de las part~a a6re.as da Hyptia ~ 

era activo contra ·el cllcinana de Walker en ratas. Eate eatw!io establ!. 

ciO··que el responsable de tal acci6n es el Scido betul!nico, tri terpeno 

que también se aisló del extracto de ra!:z de J!. auaveolens. ( Miara, 1983) 

y de las partes aéreas de Hyptis ~ ( Pereda-Mirand
0

6' y Delgado, 1990). 

Otros triterpenos aislados de la ra!z de !!• auavaolena y !!.• caeitata, 

el lupeol y el ácido ursólico ha~ demostrado .••r potentes a9ent•• antic-n 

cer!genos lltlngston y Hunjal, 19781 Lee, 1988). 

Por lo tanto, la diversidad de usoa populares de la1 plantaa dMl ;! 

nero Hyptis repre.sentan un extenso panorama para la .1nveati9aci6n de pr,2 

duetos na1:urales cano fuentes potenciale1 de su1tanciaa activaa. Por otra 

parte, el empleo de cultivo de tejidos vegetales en rnedio1 detinidoa bajo 

condiciones cont.roladaa y aa,pticaa posibilita una mayor manipulaci6n ex­

periment~l para la ohtenc16n de· loe met&bolitoa ••cund:arioe de int•r•• -

bioll59lco, que en n~eroaaa ocaaionoa re1ulta impo1lble deade e1 punto 4• 

vista pr&ctico en la fitcqutmica convancional. Por eata raz6n no e1 aor-

prendente que .dada la qran variedad de J?rodUctoa eecundarioa en planta• 

superiores, estos tamb1ln hayan 1ido inveatiqadoa •n loa cultivos celul! 

.rea in vit~o. (Loyola, 1985). 
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El cultivo de tejidos ha sido utilizado para estudiar con detalle 

las rutas metab61icas de bios!ntesis de algunos productos y su regula-

ci6n, y de esta manera, ha sido posible controlar su producción desde 

una perspectiva mSs racional ( Staba, 1980 } • 

En las familias de las labiadas sólo se han establecido los cult.f. 

v~s de 7 especies de interes económico, ya que son utilizados como -

condimentos en la culinaria de numerosos países. 

Los extractos obtenidos de los cultivos celulares de algunas es-

pecies de labiadas: ~ angustifolia, Plectranthus c~, ~ 

~ oficinalis, ~ spicata, ~ lonqifolia, ~~ 

lis presentaron una sig~ificativa actividad fungicida Clmg) sobre ,S!!­

dosporiu:n herboricum y en todos los casos la mezcla de isáneros (Z, E} 

y (E,E) de ésteres de enor derivad?s del ácido cafeico fue la. respon­

sable de la actividad detectada (Banthorpe, et al , 1988). Otro const,! 

tuyente fenólico caracterizado en estos estudios fue el ácido rosmarí-

nico. 

Los fitosterol, isofucosterol, sitosterol y estigrnasterol fueron 

aislados de los cultivos celulares de ~· angus~ifoUa en un rendimie!!. 

to en peso seco del 0.01, 0.02, y 0.005 \, respectivamente. {Banthorpe, 

et al, 1988). 

- 9 -



4 CB.IETIVOS 

4.1 OBJETIVO GENERAL: 

El objetivo fundamental del presente trabajo experimental es 

lograr el establecimiento del cultivo celular de ~s~ con 

el propósito de iniciar el estudio químico del contenido metabólico de 

los callos obtenidos y predecir las condiciones 6ptimas para la forma­

ción de productos naturales de interés para estudios biosintéticos po.!. 

teriores. 

4. 2 OBJETIVOS ESPECIFICOS s 

1.- Establecer el cultivo celular de !!• suaveolens en un medio sólido. 

2.- Establecer el cultivo de células en suspensión. 

3.- Determin<i.r la cinética de crecimiento para los cultivos estableci­

dos. 

4.- Realizar el estudio histológico preliminar y observar el grado de 

diferenciación inducido en los callos por el efecto de diferentes 

condiciones experimentales. 

s.- Evaluar de manera preliminar el contenido metab61ico de los callos. 
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5, METODOLOG!A 

5. l MATERIAL VEGETAL: 

Para la realización del presente trabajo se utilizaron semillas 

de plántulas de la "' ch!a ", Hyptis suaveolens. 

La desinfección y la siembra de las Eiemillas se realizó de la 

siguiente maneras 

a) Las semillas se lavaro_n con agua corril!nte 

b) se colocaron en etanol al 70\ durante 1 min. 

e) se eliminó el etanol con vacio y se lavar.en ~on aqua destilada, 

d) se desinfectaron remoj&.ndoh.s en una soluci6n de hipoclorito de 

sodio ~-1 10\ durante 10 min. 

e} se eliminó el hipoelorito al vacio con 4 o S lavadas de agua e11teril. 

f) por último,se colocaron en el medio Murashi9e y Skoog (HS) sólido 

sin fitorreguladores. 

La inducción de la germinación se realizó en condiciones de luz y 

oscuridad total, a 2s•c. 

5,2 MFllIOS NUTRITIVOS Y REGUIAOORES DEL CRECIHIENT01 

El medio utilizado durante todo el experimento fue HS (Huraahig .. 

and Skoog, 1962) sólido, usa~do cano soporte agar ( Bogan, 1982). 1' Wl 

volumen de agua determinado ea le ac¡regaron las soluciones de salea n~ 

tritivas indicadas en el cuadro 1, manteniendoae en agitaci6n continua 

con la obtenci6n de una auspenaHSn hanogenea. 
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CUADRO l. 

MEDIO BASAL MS ( MUAASHIGE AND SKOOG, 1962 ) 

COMPUESTO 

Cloruro de calcio {CaC1
2

.2H
2
o) 

Nitrato de Amonio (NH
4

No
3

) 

Ni trato de Potasio (Jo:N0
3

) 

Yoduro de potasio (l<I) • 

Cloruro de Cobalto (COC1
2

6H
2
o) 

Fosfato de Potasio (KHl'º 4> 

Acido Bórico rn
3

oo
3

) 

Holibdato de Sodio (Na
2

Mo0
4

.2H
2
0). 

Sulfato de Magnesio (MgSO 
4

• 7H
2

0) 

Sulfato de Manganeso (MnSu
4

.H
2
0J 

sulfato do Cobre (CUSO 
4

• SH
2
0) 

sulfato de Zinc ~ZnSO 
4

• 7H
2
0) 

sulfato de Fierro (FeSO 
4

• 7H
2
oJ 

E.O.T.A. (2 !la) 

Mio-Inosi tol 

Acido Nicot{nico 

Tirunina HCl 

Piridoxina HCl 

Glicina 

Sacarosa 

Agar 

pH • s.0 

- 12 -

CONCENTRACION 

mg/ml 

440.000 

.16S0.000 

.1900.000 

0.830 

o.02s 

.110. ººº 
6.200 

o.2so 

370.000 

16. 900 

o.02s 

8.600 

27 .800 

37.300 

100.000 

o.sao 

0.100 

o.sao 

2.000 

30000.000 

•• 0.8\ 



Fia. l. 
FITOOREGULAOORES USAOOS, 

ACIDO WIFT~LENACET!CO (AW\) 

Ó
-COOH 

CI 

~ 
()~J~ 

CI H 

ACIDO 2.4-DICLOOOFENOXIACETICO (2,4-D) ACIDO ltW..ACETICO ( AIA ) 

- 13 -



Posteriormente, se añadió la sacaros~ en una concentración de 30 g/1, 

Los fitorreguladores utilizados fueron el ácido 2, 4 oiclorofefloxiacético 

(2, 4-D), ~cido nafta len acético (ANA) y .licido indol acético {1\IA), (fig. 1) 

a una concentración de o. 01, 0.1, 1 y 10 ppm, respectivamente. El pH se 

ajustó a S. B con una solución de NaOH 0.1 N y HCl 0.1 N, aforando por úl-

timo al volumen requerido. El medio preparado se esterilizó en autoclave 

por 15 rnin. a 120°C. 

S.3 CULTIVO DEL TEJIDO: 

La inducción se realizó a partir de fracciones de hojas cotiledo-

narias y tallo (Strit, 1979), de las pl§.ntulas obtenidas a partir de la 

' 
germinación de l<ls semillas en condiciones estériles en luz continua. 

Las hojas se cortaron por la mitad y los tallos en pequeños seqrnentos 

de aproximadamente 1 cm. Estos explantes se usaron para la iniciación 

y formación del callo. Los cultivos se realizaron en frascos de vidrio 

conteniendo 25 ml del medio nutritivo MS solidificado con agar al 0,8\, 

Y.os frascos se sellaron con tapas de plS:stico o papel aluminio refcrz_! 

do con ligas. 

Los m_edios se colocaron en cámaras de cre~imiento a 2SºC .:!: 1 ºC 

con lw: y oscuridad continua. Los cultivos se observaron durante un 

periodo de 3 a 4 semanas con resiembras cada 10 dtas. Las resiembras 

se realizaron en condiciones estériles, eliminando las zonas necros!. 

das y transfiriendo el tejido calloso a un medio sólido nuevo, sin 

alterar la concentración del fitorregulador utilizado a partir de la 

inducción. tos cultivos se mantuvieron en e&tas condiciones durante 

VI\:: tos meses, 
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S. 4 ESTABLEClMIE?lTO :>U. CULTIVO DE CELULAS EN SUSPENSION. 

El medio utili=ado p.:\ra la inducción del callo y el medio para el 

mantenimiento en culti\"C en suspensión constó- de las mismas concentra­

ciones de sales, vitalli:".as y fitorreguladores. 

El m'Jdio que se utilizó fue el MS líquido con 1 mg/l de 2, 11-D. 

Para la iniciación del .:ultivo se utilizaron 2 gr de callo, disgregán­

dolo dentro de un mat:-a:: Erleruneyer Ce 125 ml con 25 ml de medio líqu_h 

do. 

La incubación se re.alizó en una plataforma de agitación rotacion.:il 

con una velocidad de 10: rpm y ~ temperatura ambiente. 

S. 5 CURVAS DE CRECIHIE:-;o;:: 

El crecimiento Ce! ti=jido celular se determinó en función del pe­

so fresco, para lo cual una alícuota de 2 gr de callo se colocó en el 

medio MS s6lido y se Ceterminó el aumento del volumen célular durante 

18 días, cuantificando el peso cada tercer día. El tejido se transfirió 

a un medio nuevo Cilda 72 hrs. Estas operaciones se realizaron por qui.!l 

tuplicado. 

S. 6 AISLAMIENTO DE LOS COSSTITUYENTES METAEOLICOS: 

5. 6.1 Procedimientos de extracci6n. 

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 exti:ajo exhaustivamente con 11.cetató de etilo (AcOET) (20 ml) 
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a temperatura ambiente durante 72 hrs. Posterior.:.ente, se procedió a la 

preparación del estracto mediante filtración, eliminación del residuo -

sólido amorfo y concentración del disolvente de extracción. 

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

para obtener un extracto clorofórmico. 

S. 7 AllALISIS CROMATOGRAFICO PRELIMINAR DEL EXTRACTO PARA IA DETECCION 

DE CONSTITUYElll'ES FENOLICOS Y TERPENICOS. 

Los análisis preliminares del extracto de acetato de etilo se rea-

!izaron mediante cromatografías en capa fina (CCF). 

Una pequeña cantidad del residuo se disolvió en metanol (MeOH) y -

se aplicó una gota de esta solución sobre un cromatofolio ( gel de s!li. 

ce GOF 
254 

Merck). Para la de~ección de los constituyentes fenólicos 1 se 

utilizó como sistema de eluci5n la mezcla de (Cloruro de metileno-Meta-

nol-Scido acético; 30: 161 4). Una vez desarrollado el cromatograma 1 -

la visualización de los fenoles se realizó de la siguiente manera1 

El primer paso consistió en exponer las placas cromatoqráficas pr.! 

via evaporación del eluyente, a la luz ultravioleta de onda corta. Se 

marcaron aquellas zonas que exhibieran fluorescencia. Inmediatamente, -

las placas se humedecieron mediante un aspersor con una solución de H
2
so 

4 

f\Ulfato cérico y se revelaron por calentamiento sobre una parrilla a BOºC 

para la detección de los constituyentes terpénicos adicionales. 
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Alternativamente, la visualización de los fenoles se realizó me-

diante exposición de l~s cromatoplacas desarrolladas a vapores de yodo. 

5. B AISLAMIENTO Y CUANTIFICAC~ON DE LOS ESTEROLES: 

El extracto clorof6rmico obtenido del tejido· celular se purificó 

(BO mg) mediante cromatograHa a nivel pfeparativ6 en CF utilizando una 

cromatoplaca de gel de sílice de 20 X 20 cm y ·como sistema de clucion 

la mezcla cloroformo-acetona ( 9: 1 ) • 

Una vez desarrollada la cromatografía se observó en UV y 1.:is ban-

das activas correspondieron a los Rf de 0.6 y 0.3. Con el objelu de 

visualiz,i.r la banda correspondiente a la fracción de los fitosteroles, 

(0.5 cm de la cromatoplaca), cada uno de los extremos de la cromatopl_! 

ca se expusieron .:i una solución de ác.sulfúrico-sulfato cérico, reve--

lándola posteriormente por calentamiento. Este procedimiento permitió 

detectar la banda con un Rf"'0.~6 correspondiente a estos compuestos y 

por lo tanto se proccsió a su separaci6n mediante el siguiente proced.f. 

miento: 

La zona no expuesta al re:-relador y que correspond!a en R!' a la 

fracción de esteroles se separ5 del .resto de la cromatoplaca y la e~ 

tracción de los motabolitos se reali:z6 mediante la desadsorción de la 

sS:lica con cloroformo. Esta suspensi.6n se mantuvo en agitación cont!nua 

durante 3 hrs y al cabo de este tie.rnpo la gel de sílice se eliminó por 

filtración. La solución clorofórmica resultante se concentró a presión 

reducida en un rotaevaporador proporcionando 10 mg de la mezcla de est!. 

roles. 
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La identificación de loe constituyentes individuales de esta frac­

ción se realizó mediante la secuencia de análisis instrumental croma to-

grafía de gasea <3coplada con espectrometr1a de masas. 

S. 9 ANALISIS POR CROMATOGPAFIA OE GASES ESPECTROMETRIA DE MASAS DE LA 

rRACCION DE FlTOSTEROLES. 

Condiciones instr\111.entaless 

I.Ds espectros de tnasas se registraron con espectrómetro equipado -

con una column.:i capilar de s!lica fundida. ( 10 H X 0.11 mm ) recubierta 

con eilic6n ov-101, el programa de temperatura fue isotérmico a SOºC d.,!:! 

rante 1 min y posteriormente se incremont6 a un velocidad de 4.Sº/min -

hasta alcanzar 200°C. Cada espectro se midi6 por un segundo con un VO! 

taje de ionización de 70 cV y la temperatura de la fuente i6nica de 260°C. 

S.10 CAAA.CTERlZACION DE LOS FI'l'OSTEROLES. 

La idcntificaci6n individual de cada uno de los esteroles sintetiZ,! 

dos por el callo de .!!• 11uaveolens se realiz6 utilizando estándares puros 

aislados previamente del genero Hyptis (Pereda-Miranda y Delgado, 1990). 

El criterio fundamental para su caractcrizaci6n fue la comparación de .. 

los tiempos de retención y los espectros de masas generados por la mue.! 

tra problema. y los diferentes estS.ndaz::es utilizados. 

5.11 ANALISIS ANA'l'CllICO. 

La técnica utilizada para la obtenci6n de preparaciones histol69i­

cas o partir del cultivo vegetal de !!• sua.veolens consisti6 en los si-­

guiente1:1 procedimientos: 

i-~ijaci6n1 

So tomaron pequeños fragmento• (aprox. 1 cm de diámetro) de los -
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cal los obtenidos con las tres hormonas {2, 4-01 AIA y ANA}. Las muestras 

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

Deshidratación: 

El proceso de deshidratación se realiz6 en forma qradual transfi--

riendo a una serie de soluciones de etanol en concentraciones crecientel 

C 30°, 40°, SOº, 70° 96° y 100~) con intervalos de 15 min en cada solu­

ción, para posteriormente realizar el proceso de inclusión. 

Inclusión y cortesi 

La inclusi5n del material so realizó mediante inmersiones en solu­

ciones de xilol- parafina (1 z 1), xilol - parafina (1 z 2) y parafina 

pura durante 15 min en cada cambio. La solidificación se realizó con P,! 

rafina pura de 58ºC de fusi6n, on pequeñas cajas de papel. Los tejidos 

incluidos se sujetaron de manera individual a prismas de madera y se --

cortaron con un microtomo rotatorio, obteniendo cintas de 10 micras de 

grosor, las cuales se seccionaron y se fijaron con portaobjetos, media!! 

te un baño preparado con a9u.:. y gronetina (0. 2 q/l). Los cortes se dej_! 

ron sec.:.r durante 24 hrs. 

Tinci6n y montaje: 

Para la tinción se utilizaron las técnicas de safranina-verde ráp! 

do y azGl de metileno-rojo de rutenio. Se realiEaron pruebas adicionalos 

de tinci6n como la de azGl de toluidina. 

T6cnica de tinción con aafranina .. verde r&pido. 

se elimina la parafina de las preparacione1 por calentamiento en ~ 

na estUfa a 60ºC durante 15 min. Po1teriormente 1e colocan las prepara­

ciones en xilol durante 20 min y ae hidratan en alcoholes qradualea huta 

agua destilada (100º, 15 adnr 96° 5 mini 70• Sminr SOº, S min y H2o, Smin) 

enseguida se s\anorgen la• preparaciones en una solución acuosa de 
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safranina durante 1 hr. ( el tiempo varia según el tejido l. Posterior­

mente se sumergen en alcoholes de SOº, 70° y 96º durante 2 min aproxim_! 

darnente y se tiñen con verde rápido durante 1 ó 2 min aproximadamente. 

Por Último, se colocan en alcohol absoluto y xilol para montar en báls,,! 

mo de canadá. 

Técnica de tinci6n con AZGl de metileno-rojo de rutenio. 

Se desparafina e hidrata el material hasta agua destilada, pasando 

por alcoholes de 100°, 96°, 70° 7 50°. Posteriormente se tiñen las pre­

paraciones en una solución acuosa de at.Úl de metileno {l') durante 5-10 

min, lavando enseguida con agua destilada para quitar el exceso de co­

lorante. Enseguida se tiñen de 5-10 min con una solución acuosa de rojo 

de rutenio (0.1\) y se deshidratan en alcoholes graduales (50º, 70º, 96° 

y 100°). Una vez terminada la tinci6n se monta con bálsamo de canadá. 

Técnica de J. s
4

• 

Se fija el material en FAA o glutaraldehido por 15 min, se deshidr.! 

ta en alcoholes graduales, 30°, so•, 70º, 96º y 100° por 15 min. La im­

pregnación se realiza con mezcla A mSs mezcla B más catalizador 30 min, 

en capsulas BEEN bien tapadas a tetnperatura ambiente. 

Esta tl!cnica se utiliz6 para corte& semifinos, los cuales se tiñe­

ron con azG.1 de toluidina. 
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6, RESULTAOOS Y DISCUSION 

6.1 INDUCCION DEL CALLO DE !!· auaveolons. 

Lü inducción del callo a partir de la1 secciones de tallo y hoja c.:, 

locadas en el medio HS no tuvo los mi&t\Os resultados, debido al efecto -

, que ejercen las diferentes auxinas utilizadas para cada uno de loa · ••...: 

plantes. 

En los experimentos realizado1 con diferentes concentraciones d• fl:, 

torreguladores, se encontr6 quo loa explantea de hojas y tallo• con las 

distintas auxinas administradas presento.ron distintos patrone1 de de111.--

rrollo { cuadros 1-3). 

El hinchamionto de los oxplantes mencionado como uno de 101 cambios 

que sufre el material en desarrollo en el cultivo (Murashi9e and Sk.oo9, . 
1962) se inició a los 5 dt.as de haberse inoculad.o en el medio MS 1uple-

mentado con los fitorreguladorea, ANA, AIA y 2,4-D en concentracione1 de 

0.01, 0.1, l y 10 ppm, de acuerdo con los procedimientos de1crito1 en la 

litnratura (Yeoman, 1977 y Graaael, 1984)1. Posteriormente la prolifera-

ción del callo so iniciS a la• 4 semanas, tiempo en el cual 101 cultives 

generados presentaron un tamaño adecuado para poder efect\Jar subcultivoa 

de los mismos. El tiempo que n.cesitaron los explantea de .!!• auAV•olen1 

para establecer el callo oriqinal, 1e encuentra dentro de 101 11mite1 

descritos en la literatura para que la prolif'eracilSn del cultivo alcance 

el tamaño necesario y se puada realizar el 1ubcultivo. ( Hurtado, 1987). 
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... ... 

Cuadro 2, Efecto del 2,4 .. D sobre la apariencia de los cultivos 

celulares de !!· suaveolcns. 

Origen delt--~~~~~~~~~~~c_o_nc_c_n_tr_a_c_i_o_ne_s~~----,~~~~~~--,-~~~~~-I 

explante 0.01 ppm 0.1 ppm 1 ppm 10 ppm 

Callo de color verde Callo de color verde Callo de color Callo café, 

Hoja amarillento, duro y con amarillento, poco verde pálido duro, con 

apariencia cristalina. friable. no friable. m.inima indu_s 

ción. 

callo de color verde Callo de color verde Callo color Solo hubo hi,!! 

Tallo con apariencia poco claro y poco friable verde, con poca chamiento del 

friable y cristalino. inducción. tallo sin in-

ducción de e.e, 

lle. 



Cuadro 3. Efecto ael ANA sobre la apariencia de los cul tl.vos vegetales 

de l!• suaveolens. 

l Origen del Concentraciones 

1 explante O.O! ppm O.l ppm l pprn 10 pprn 

1- Callo color verde allo color verde Sin inducción ~in inducción 

' l pálido, con poca lcon poca inducción o ligera induc de callo. 

Hoja inducción y poco ~ rnices. ci6n de cal lo 

friable. en algunos ca-

sos. 
-

Callo do color verde Cal lo de color verde Callo verdoso ligero hinch!_ 

poco friable con zaiccs p5l i<lo poco íri.:ible poco friable miento del e~ 
Tallo 

con .1buhdantcs rJi- con raices. plante. 
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cuadro 4. Efecto del AIA sobre: la apariencia de los cultivos vegetales 

de .!!.• su;:iveolens. 

,--o=~= ·:e~· 
- -·------. -· 

___ J Concentraciones 

1 explnnte 0.01 ppm o.·l ppm 1 ppm 10 ppm 

! 
Callo de color verde Callo verde pálido Callo gris-café Jlo hubo indu.s_ 

1 

1 

Hoja pálido, poca indu_z duro y con algunas duro, muy poca ción, explan-

ción .. ralees pequeñas. inducción. tes necrosados. 

1 
i 

1 
Callo verde ama.ri- 1 Solo hubo hincha-

1 

Callo de color No hubo hinch~ 

: llento, duro con miento del tallo verde pálido iniento ni indu_s 

Tallo ralees. o poca inducción 
; 

poco friable:. ción. 

en algunos, con ' : 
raices. 1 



Los experimentos preliminares realizados en condiciones de luz CO.!!, 

tinua y oscuridad total utilizando 2,4 .. D para la inducción del cultivo, 

resultaron en Wl porcentaje del 90\ de generación del callo en las con .. 

diciones de luz continua y una marcada inhibición en el desarrollo de 

los callos originados en oscuridad total, correspondientes a un 10\ del 

total de inducción. 

De los cultivos inducidos con ANA se obtu?x> el 80\ 1 mientras que -

los inducidos con AIA sólo se obtuvieron en un 40\ aproximadamente. 

Cano se puede observar con la co11centraci6n de 10 ppm, en el caso 

de todos los fitorrequladores, la inducci6n fue prtctica.m.ente nula, por 

lo que el experimento se repitió utilizando cinetina en dos concentraci,E. 

nes {0.01 y O.l ppm) con las tres auxinas antes mencionadas, pero loa 

resultados no presentaron una diferencia marcada y por esta raz5n •6lo 

se tomaron encuenta los cultivos obtenidos con las tres auxinas ueadas 

inicialmente. 

Los explantes colocados en el medio que contenta AIA, no fueron -

provedores de buenos cultivos debido a que la inducción no fue adecll!, 

da, ademlis de que algunos de ellos desarrollaron una coloraci6n gri•,! 

cea. 

La poca inducción y tincicSn de color gri 1acea fue da pronunciada .. 

en los cultivos obtenidos con AIA. En consecuencia a la ob1ervación qen!. 

ral rie que los cultivos con AIA, de las secciones de tallo y hoja preae,a 

taren una inducción de callo pobre en relaci6n • los dem.b cultivo• que 

presentaron un mejor desarrollo, se llego a la concl\lsi6n de que 
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lo ptás apropiado para realizar la in~ucci6n es utilizar el 2,4-D y el 

AUA. 

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

La producción de callos se observó en todas las concentraciones usadas 

dE? 2,4-D, ANA y AIA. (Tablas 1,2 y 3). El AIA .fue el menos efectivo, al 

igual que el empleo de .altas concentraciones (10 ppm) de cualquiera de 

los fitorreguladores. Los resultad_os mostraron que el ºOrden de efectiv!. 

dad fue: 2,4-D con 0.01, 0.1 y 1 ppm1 A~A con 0.01, 0.1 y AIA con 0.01 

y O.l .ppm. Estos resultados son congruentes con las observaciones rel_! 

cionadas con el efecto provocado por la aplicación exógena de fitorre~ 

ladores naturales, como el AIA y el producido por los sintéticos, 2,4-0 

y ANA. El AIA y otras awcinas naturales no se acumulan en grandes can-

tidades en los cultivos celulares, _debido a que existen procesos natur.! 

les de inactivación y destrucción de estas, los cuales son menos eficie!!, 

tes con las awcinas sintéticas. como el. 2,4-0 y el ANA, peniitien<!o así 

una acumulaci6n y .un periodo de actividad auxínica relativamente largo. 

La estabilidad observada para .los fitorreciuladores sintéticos se asocia 

a la existencia de pocos sistemas enzimáticos que los inactivcn (Bid\i•el, 

1979) • 

. Las concentraciones de 0.01 y 0.1 ppm en. los tres casos son las más 

aprOpi~das para el establ.ecimientto de los .cultivos v~getales1 además de 

poder observar, d~ manera adiCJ">r:ai, que las al~as concentraciones de ho!. 

monas (10 ppm) inhiben el crecimiento de!!• suaveolens. 

En. quanto a la rnorfolo9Ia pusentada por los callos, se pudieron o.E 

servar ciertas variaciones. Algunos c'allos son masas. celulares compactas 
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y duras como en los casos del AIA y en algunas de las concentraciones de 

ANA(0.01 ppm} y 2,4-D(l ppm), en otras ocasiones se formaron masas de t.! 

jido esponjoso (friables) fácilmente disgregables. Con respecto a la co­

loración no se presentaron diferencias muy marcadas en los diferentes C!, 

sos. 

Todos los cultivos se manejaron en las mismas condiciones de luz, -

temperatura, macro y micronutrientes, variando Gnicamente los fitorregu­

ladores y sus concentraciones. 

El tipo y grado de pigmentación estS marcadamente influenciado por 

factores nutricionales y ambientales, y se manifiestan por la presencia 

de clorofila, carotenos, antocianinas, etc. Desde el punto de vista mo!_ 

fogenético la caracterrstica más importante del callo es la totipotenci.! 

lidad de sus célúlas, 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 presentó una frecuente rizogénesis desarrollando 

pequeñas raices sobre los callos de !!.• suaveolens. En los cultivos de ~ 

~ elliptica se han reportado resultados similares (Knoon y Nagaratman 

1990). l.as auxinas son un factor esencial en la promoción del crecimiento 

do las raices, debido a que en genral el AIA puede incrementar siqnific~ 

tivamcnte la elongación de segmentos aislados de raices. (Hurtado et al, 

1987). 

Por otro lado, los cultivos inducidos con 2,4-0 no presentaron nin­

gun tipo de diferenciación, debido a que el 2,4-D suprime la morfogén_! 

ais y da por resultado la dpida proliferación de células tipo callo 
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exclusivmnente, siendo necesaria para la mayoría de los cultivos una a­

plicación al medio de aigún compuesto con actividad aux!nica y en al--

qunos casos se reduce la concentraci5n inicial para mantener su creci­

miento. En ausencia de citocininas, como en este caso, la auxina provo-

ca el alargamiento celular en los tejidos cultivados. Sin embargo un e~ 

ceso de auxinas puede suprimir esta divisi6n y aGn el crecimiento celu­

lar, corno se pudo observar en el caso de la concentración de 10 ppn con 

los tres fitorrequladores utilizados. 

Es importante seña.lar que los procesos morfog&nicoa pueden estar 

controlados por mecanismos más complejos, puesto que estln influencia-

dos par otros factores (no honnonales) / tales como los azGcarea, fos .. 

fatos, compuestos f~nólicos, etc. (agregados al medio), efectos físicos 

corno luz, temperatura, consistencia del medio sólido o Uquido) y aún 

por l<i calidad y tipo de tejido empleado. 

Cabe mencionar que durante el desarrollo del presente trabajo los 

cultivos se vieron fuertemente influenciados por algunos de los factores 

físicos antes mencionados, puesto que los cultivos manejados en oscuri-

dad no presentaron un buen desarrollo, present•ndo un color 9risaceo y 

un necrozamiento rSpido del tejido. Por otro ladC? se observó que a te."?1-

peraturas mayores de 2~•c, el cultivo se tornaba de un color cafii y se 

necrosaba rápidamente por lo que los cultivos se mantUVicron a 2SºC"! 

l°C. 

6.2 CULTIVO DE CELULAS EN SUSPENSIONr 

No fue posible obtener las cinl!ticas de crecimiento por paquete de 

volumen celular y observar de \Ula manera más precisa el comportamiento 
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de las célulus en crecimiento, debido o que los callos no fueron lo suf.!. 

cientemente friables para la obtenci6n del cultivo de células en suspe!! 

ción (Hurtado, ot al 1987). 

6.3 CURVAS DE CRECIMIENT01 

El crecimiento del tejido celular se determinó llnica:nente en rela-... 

ción 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 fitorreguladores utilizadoa .. 

Las fases del desarrollo del callo de .!!· suaveolens se pueden divi­

dir de la siquicnte maneras 

a) La etapa de inducci5n utilizando 2,4-0 para explantes tanto de tallo -

como de hoja, tom5 de 6 a 7 d!as aproximadamente, periodo en que se o~ 

serv5 el inicio del crecimiento celular en número y en tamaño. 

Para los cultivos inducidos con ANA, el tiempa fue más largo, aprox_! 

madamente de 8 a 9 d!as t tanto para el tallo corno para la hoja, los cua­

les pres~ntaron un crecimiento muy similar durante esta etapa. 

Con AIA, se observó un crecimiento celular mucho más lento ( de 9 a 

10 d!as aproximadamente) que el obtenido con los fitorreguladores anteri~ 

res. 

b) Durante la etapa de proliferaciiSn celular, los cultivos con 2,4-D au­

mentaron su masa celular hasta un máximo alcanzado a los 20 días. Los c_! 

llos a partir del tallo, presentaron un mayor incremento en peso que los 

inducidos por las hojas .. 
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Los cultivos inducidos con ANA tor.iaron de 18 a 20 días para au:nen­

tar su masa celular con un mayor incremento .e'n el peso de los callos i.!! 

ducidos a partir del tallo. 

Encuanto ª. los cultivos inducidos con AIA, presentan un aumento de 

su ma$a celular muy pobi:e, en comparación a los cultivos que conten!an 

2,4-0 y ANA. Para este fitorrequlador la fase de pro~iferación '3e alca!:. 

zó a los 15 días en el caso de los callos inducidos a partir del tallo 

y a los 18 dS:as aproximadamente en el caso de los inducidos con hoja. 

En este c ... so, estos Últimos presentan un mayor altrento celular que los 

explantes de tallo, mientras que con 2,4-D y ANA es mayor el efecto de 

proliferación en los callos inducidos a partir del tallo que con los de 

hoja. 

e) Los cultivos en los que se utilizó 2,4-D tardaron en alcanzar la et_! 

pa de desaceleración aproximadamente 22 días en el caso de los explartes 

de tallo, mientras que los callos inducidos a partir de hoja tardaror. 20 

días aproximadamente. Se pudo observar que el proceso de desaceleración 

fue más rápido para la hoja que para el tallo. Los callos obtenidos a Pª.!: 

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

En el caso de los cultivos en los que se utilizó ANA, alcanzaron la 

etapa de desaceleración en un tiempo similar que tomó de 20 a 21 días, 

alcanzando el máximo incremento en peso de los collas inducidos a partir 

del tallo. 

Por otro lado el efecto del AIA fue menos siqnificativo, puesto que 

la fase de desaceleración comenzó a los 18 d!as· en el caso de los callos 
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obtenidos de los explantes de hoja y a los 21 días en el caso de los cu! 

tivos obtenidos a partir de los explantes \.ic tallo. En este caso se pudo 

observar que los callos inducidos a partir de explantes de hoja present.! 

ron un crecimiento más rápido que los inducidos a partir del tallo, lle­

gando por lo tanto a la faso estacionaria más rápido. 

d) Para la fase estacionaria los cultivos e:iipiezan a envejecer y a per­

der la capacidad de crecimiento. Esta etapa es por lo tanto la más aco_E. 

sejable para realizar los subcultivos • 

.En los cultivos mantenidos c_on 2,4"";0 esta !'!tapa empezó a los ::!2 dí­

as en el caso del tallo y a los 21 dtas en el caso del cultivo inducido 

a partir "de la hoja: en este periodo se observó la falta total de creci­

miento en los cultivos, presentándose primero en 1.:i hoja que con el ta--

llo. 

Con ANA se pudo observar que los cul ti"':'os se comportaron de manera 

muy aimilar, tanto "los callos obtenidos ~ parti~ de explantes de tallo 

cerno los obtenidos a partir de la hoja. 

En éstos se observó la perdida de capacidad de crecimiento entre los 

20 y 21 días aproximadamente, mientras que en los cultivos donde se uti­

lizó AIA, se observó a los 21 días para los dos tipos de cultivo. 

E:n conclus~ón, estas curvas de crecimiento permiten observar clara­

mente que el fi torrequlador de crecimiento más conveniente para la indu_E 

ción y mantenimiento de los cultivos de'.!!• suaveolens es el 2,4-D. 
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A pesar de que el ANA produce un efecto notorio de aceleraci6n del cre­

cimiento de las células vegetales, con este fitorregulador no so logró 

obtener un efecto significativo en relación con el incremento en peso 

del cultivo celular. El efecto pqco notorio en el desarrollo de los ca­

llos con el AIA permito concluir que _este fi torregulador no ea muy recE, 

mendable para la inducción y establecimiento de loe cultivos vegeto.les 

de .!!• suaveolens. 

Los explantee mas convenientes para el establecimiento del cultivo 

celular de esta especie se obtiene a partir de tallo. 
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Efec!o del 2,4-D sobre el peso fresco del culfivo de 
H. suaveo/ens 

-- Tollo -~ tfolo 

1 o 15 

Tiempo (días) 
20 25 

Fig.2 Influencia del 2,4-0 sobre los cultivos de callo de H. 

nuavoolens. mantenidos a 25ºC con luz continua durante 22 días. 

Cada punto mostrado en la gráfica es el promedio de S repcti-

ciones. 
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Efecio del ANA sobre el peso fresco del cullivo de 

H. suaveolens 

Pig. 3 

- Te/lo _.__ Ho/a 

10 15 

Tiempo {días) 
~o 25 

Influencia del ANA sobre los cultivos de callo de H.sua·:eolens 

mantenidos a 25ºC con luz continua durante :!2 días. Cada punto 

es el promedio de S repeticiones. 
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Ef eclo del AJA sobre el peso fresco del cultivo de 

H. suaveo/ens 

3.5 
p 

o 2.5 

1.5 

o 
0.5 

(g) o 
o 10 15 20 25 

Tiempo (días) 

-rano _,_Hola 

Influencia del AIA sobre los cultivos de callo de H. suaveolens 

, mantenidos a 25ªC con luz continua durante 22 ñías. Cada 

punto es el promedio de S repeticiones. 

- 35 -



6. 4 L'VALU1\C10H PRELIMINAR DEL CONTENIDO HETABOLICO. 

Los análisis preliminares realizados en cromatografía de capa fina 

(CCF) de los extractos preparados de acetato de etilo y clorofom.o (fig 

5) permitieron identificar las bandas activas en el ultra •:ioleta (UV) 

que correspondieron a los Rf= o. 7 y Rf = O. 31 estas bandas deaarrolla--

1·on un color café intenso al exponer las placas con vapores de yodo. El 

registro del espectro en W ( fig. 6 ) del extracto de acetato de etl;, 

lo presentó un máximo de absorción en 310 nm, valor que corresponde pe_! 

fectamente con los valores descritos en la literatura para las derivados 

del ac. cinámico (Bant herpe et al, 1988 y 1985). 

Por lo tanto, estas observaciones permiten suponer que el cultivo 

de .!!· suavcolens sintetiza el mismo tipo de derivados fenólicos descri­

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

Estos dos pigmentos amarillos se obtuvieron en un rendir.liento del 

2. 3\ del peso fresco, calculado mediante cromatografÍJ, de gases a par-­

tir del callo y observSndose que la máxima acumulación de estos pigme_!! 

tos correspondía al periodo final de la fase estacionaria, aproximildar.ie.!! 

te il los 21 días ( fig. 2-4 ) • Estos resultados experimentales son anál2 

gos a los reportados para la forrnaci5n de los pigmentos fenólicos del e:! 

llo de~ anqustifolia ( Banthorpe et al, 1985). 

El análisis mediante cromat09rofía de gases-espectrometría de masas 

de la banda de Rf = O. 7 tCloroformo-acetona1 9:1) permitió caracterizar 

n los pigmentos cano la mezcla de ésteres de enol isoméricos (Z,E) y (E,E) 

íormJ.dos por la condensación del dopaldehido con el 'ác.cafeico ( fiq. 1 ) • 
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CHCl5 ACETONA 

g : 1 

• • 0.70 

9 ' 0.46 

• • 0.30 

. . 
1 2 

1 Eatraclo AcOET 

2 Eattacto CHC13 

e Aetlwo uv 

f) VilUCllilOdo con "'""'º cirico 

Fi9. 5 Cranatografta" en capa fina ele lo¡¡ extractos preparados do 

acetato <le etilo ~· clornformo. 
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3eO 350 3.C.0 330 320 31 o 300 290 290 270 2eO 250 ª'º 230 220 21 o 200 

Fiqur.i. 6 

Eapecuo·an UV del extracto de aceta.to de etilo. 
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Fl9. 7 Esteres de enol '1e.rivados del ac. cinimico. 

OH 

OH 

< z, E> 

OH 

<E, E) 

HO 

ACIOO ROSMARINICXl 
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En tanto que la banda de Rf e: o. 3 se identificó como el ácido rosr.iarí­

nico (Banthorpe, et al, 1905 y 1980). 

La fracción de fitosterolcs obtenida de la extracción clorofórmica, 

corrcspondi6 a un rendimiento de O. 0025\ del peso fresco. La separación 

de los constituyentes individuales de esta mezcla utilizando la secuen-

cia instrumental de crornatograf!a de gases-espectrometrí.a de masas, de-

mostró en el cromatograrna obtenido {fig. 8) la presencia de tres const,! 

tuyentes mayoritarios que correspondieron n los tiempos de retención --

(Rt) de 22.26 1 23.45 y 25.02 minutos. El constituyente de menor tiempo 

de retenci6n se caractert:zó como el campesterol mediante el análisis del 

espectro de masas generado (fiq. 9). Este metabolito correspondió a un 

11. 7\ de la mezcla total de esteroles. El constituyente mayoritario de 

la mezcla de esteroles que correspondió al pico de Rt= 23.45 se identi­

fic6 como el estic;m.:isterol (fig. 10) y su abundancia relativa fue de --

56\. El constituyente .de m.J.yor polaridad (Rt ~ 25.02) se identificó co­

mo el ¡?-sitosterol {fig. 11) y su renOimiento correspondió al 32.3\. 

Fiq. e Cranatogrorna del extracto clorofórt:1ico obtenido mediante 

cromatoqraí!a de gases, mostrando tres picos1 l)Campest!,_ 

rol, 2)Estiqmasterol y 3)¡1 -sitosterol. 
1 

'·"''i 2 j ! 
1 ~ 3{ l 

::::L.k::::== .. =.;== :;=:;J~~-
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'º 
'º .. 
10 ,, .. 

fig. 9 Espectro de masas por impactQ electrónico del campesteroL 

.EM - iE m/e (\): 401 {M.+l, 15), 400 (M, 21)1 385(M-15~ B)J 3S2(M-1C, tlt 

367{M-15-18,9)t 315(M-19 .. 67, 9)t 28-9(M-93-18, 12}J 274{M-l8-l09, .:>i 

273 (M-cadena lateral, 4} r 261 {M-La .. 121, 2) 1 255 (M-18-cadena lateral. 4): 

231 (M-42-cadena lateral, l} J 299 (M-27-17-cadena. lateral,ll; 213 (H-.t.::-1a-

ca.dena lateral, 13)); 178(2)1 163(5}1 145(16)1 135(10lr 121(15)1 95(:3), 

81(37)1 57(31). 
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'C.f:.L.Ctl •• 
•• 
•• 
•• .. 
'º ,. .. 

Fig. 10 B&pectro de masas por impacto electrónico del estigrnasterol. 

EM-iE m/e (\): 413(M+l, 9)1 412(M, 30)1 397(M-l5,3)1 379(M-l8-l51 5)1 

369(M-43, 4)J 351(11-43-18, 12}¡ 300(M-l9-94, 12)1 299(M-l5-98, 6) 1 281 

(M-15-18-99, 2) r 273 (M-cadena lateral-18-2, 5) 1 271 (KTcadena lateral-2, 20) 

255 (M-cadena lateral•lS, 22) J 253 (M-cadena lateral-18-2, 5) r 231 (M•cadena 

lateral-42
1
3) 1 2-lJ(H•cadena lateral-42-18, 9) J 163 (8) J 145 {24) J 133 (24) 1 

109 (17) 1 107 (2511 95 (28) 1 83 (53) 1 81(56)1 69(47). 
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, . 
•• 
•• .. 

Fig U. Espectro de masas por impacto electrónico del ,8-sitosterol. 

EM-iE m/e (\}': 416(M+2, l)r 415(M+l, 9)r 414(M,31)1 399(M-l5, 10); 396 

(H-19, 11)1 JBl(M-15-10, lO)J JJO(M-18-67+1, 4); JOJ(M-18-93, 17)1 275 

(H-18-121, 5) t 273 CH-cadena lateral, 7) J 255 CM-cadena lateral-19, 12) 1 

246 CH-cadena lateral-27, 1) 1 231 (M-cadena lateral-27, 7) 1 213 CM-cadena 

lateral-42-lB, LB); 145 (26); 135(15) 1 95 (34) 1 Bl!44). 
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El cuadro 5 muestra los efectos de los diferentes fitorreguladores 

sobre 1."l producción de esteroles en el cultivo de.!!• suaveolens. Estos 

result.:ldos indican que la producción de fitosteroles se incrementa con 

el empleo del ANA. resultados análogos se observan en la producción de 

metabalitos secundarios en cultivos celulares de ~spicat:a y de .Q 

tras especies de labiadas {Bantho.rpe, et al 1988). 

Cuadro S. Efecto de los fitorreguladores sobre la producción de esteroles. 

F i torre9ulador 

ANA ( O. 01 mg/l ) 

2,4-D ( 0.01 m9/l ) 
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6. 5 ANAI~ISIS ANA'OOMICO 

6.5.1 MORFOI.OGIA Y ESTROCTURA DE LOS CALLOS. 

La morfología macrosc6pica de los callos inducidos con los fitorr!. 

guladores ( auxinas ) 2,4-D, ANA y AIA proporcionan la siguiente i~ 

formación: 

Son masas irrequlares de tejido a los cuales llamamos callos, es­

tructuras que var!an considerablemente en cuanto a au crecimiento, a¡;.! 

riencia y textura, siendo algunas veces blandos y friables y en otras 

compactos y duros. 

Las características morfol69icas en cuanto al crecimiento del cal:!.o 

est&n estrechamente relacionadas con el mAdio de cultivo, en especial,­

con las concentraciones utilizadas de los fitorrequladores, inclliyendo 

otros factores tales como el origen del explante utilizado (hoja o talle) 

la edad de la planta y la especie. 

6. 5. 2 ORIGEN DEL CALLO. 

Se determinó por medio de las observaciones al microscSpio óptico, 

que a partir de los explantes de 1!• suaveolens se presentaban diferente& 

zonas de proliferación del tejidOJ en especial del tejido parenquimatoso, 

(fig. 12) y de las zonas de corte. También se observó la presencia de cf 

lulas del parénquima hacia una diferenciaci6n {fig. 18), siendo en to ... -

dos los casos tejido poco diferenciado capaz de ser modificado fácilmen­

te hacia un cambio estructural y funcional que lo conduce a la diferen-­

ciación en presencia de est!mulos adecuados corno se muestra en e•te tra­

bajo, con la aplicación de awcinas en el medio de cultivo. 
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Los resultadas coinciden con los reportados sobre el cultivo de h~ 

jas jóvenes de caña de azúcar por Wai-Jane Vasil (1983), donde se obse_;: 

v6 que la proliferilción del callo ocurre a partir de células del mesófilo 

cercanas a los haces vasculares y .::i las zonas de corte, así como de cél.!:!_ 

las del parénquima vascular, obteniendo en ambos casos células ricas en 

citoplasma. Esta diferencia celulD.r observada también para los callos de 

.!!• suaveolens fue analoga a la descrita para el apio <Apium oraveolens) 

por Zee y colaboradores (1979). 

6.S..J ,..ARACTERISTICAS DEL CALL01 

El estudio microscópico e histológico demostró que los tejidos de 

tipo calloso generalmente son heterogéneos, es decir, un mismo callo PU!. 

de presentar v;:i.rios tipos celulares. Las células que forman los callos 

son altamente vacuoladas: ésto se atribuyo a la gran cantidad de agua 

que tiene el callo (Esau, 197í-) y son de formas muy variadas que van deJ! 

de esfér!.cas a al,¡:¡rg,¡:¡das, predominando una gran cantidad de células amo.! 

fas. 

En el callo de .!!• su,¡:¡veoleris podernos distinguir básicamente la pre­

senci.a dt! ~ t!pos celulares con base en su morfología, independienteme_!! 

te de lD. técnica ele Unción aplicada. 

Tipo I .. células grandes ocupadas por una gran vacuola, núcleo exc::e.!! 

trice y citoplasma poco denso C'on par<'d celular un poco engrosada (célu-

las po.renquimatosas) (figs. 13 y 14}. 

Tipo II. Célulds pequeñas con citoplasma denso y poco vacuoladas 

con nGcleo central gr"nde y difuso y con núcleolo intensamente teñido, 

pre!lcntando pared celular delgada. (fig. 12). 
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De manera general los callos forman células parenquimatosas indi­

ferenciadas, como lo observamos en loa callos inducidos con 2 1 4-Di es­

tas células frecuentemente se ubican en hileras y al parecer constituye 

la mayor parte del callo. Inmersas en este tejido, hay agrupaciones c~ 

lulares meristemáticas, pequeñas y con nucleol~ fuertemente teñido, 

coincidiendo con lo reportado por Sharp (1990) y Williams y Maheswaran 

(1986). Estas zonas a diferencia de las zonas meristemáticas encontra­

das por varios autores como 'l'isserat (1979), Pannetier y Buffo.rd-Morel 

(1982) mostraban hileras de células, las cuales a veces también rodea­

ban parcialmente los haces vasculares del callo originado (fig. 12). 

En los cortes semifinos se pudo definir claramente J v presencia 

del xilerna y el floema (fiqs. 16 y 17). En el xilema se observaron dos 

tipus de elementos traqueales, las traqueidas y los elementos de vasos. 

Las traqueidas son células imperforadas, únicamente provistas de pares 

de .puntuaciones en sus membranas comunes, mientras que los clemP.ntos de 

vasos estSn perforados en ciert~s áreas de contacto con otros elementos 

(fi9s, 15, 16 ¡• 17). 

Los tipos celulares anteriormente descritos se presentarnn en los 

callos inducidos con 2 ,4 .. 0, ANA y AIA. En especial~ los callos induci­

dos con ANA presentaron una mayor diferenciación del tejido vascular, 

con una organización celular particulanncntc distinta del resto del C,! 

llo (fige. 18 y 19). Tal diferonciación celular presente en estos cul­

tivos, se debió al desarrollo de una gran cantidad de raíces por el e­

fecto del ANA. Estos resultados coincidieron con los observados expe­

rimentaltnonte para los callos de Helianthus ~' en los cuales Se 

formaron traqueidas corno respuesta del ANA y BAP, en presencia de sac~ 

rosol o glucosa. {Halperin y Minocl'ia,. 1q74). 
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Con base en los resultados histol6gicos, se puedo concluir que las 

au.xinas no solo desempeñan un papel importante en la inducción del cul­

tivo celular, sino que también en la vascularizaci6n observada en los .. 

callos de .!!• suaveolens. 

Estudios adicionales en cultivos de tejidos han demostrado la ne­

cesidad de la presencia de auxinas en el medio de crecimiento para la 

diferenciación del xilerna (Wetmore y Sorokin, 1955) y por lo tanto, no 

es sorprendente el desarrollo de ra!ces en los callos de .!!• suaveolens 

cano respuesta a las auxinas utilizadas. Al mismo tiempo, el contenido 

metabólico de los callos con un mayor grado de diferenciación celular 

(figs. 18 y 19) fue superior (cuadro 5) demostrando la necesidad de -

cierta organización pll.ra el inicio de las rutas biosintéticas del me-. 

tabolismo secundario (Y.hoon y Naga.ratman, 1990). 
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Fig. 12 Células pequeñas poco vacuoladas con núcleos (Nu} centrales gra!! 

des y difusos y con nucleolo (N} intensamente teñido, las cuales 

se encuentran rodeando los vasos (\'). Callo de tallo, inducido 

con 2, 4-D. Técnica Safranina-fast green, 64X. 

Fig. 13 Células pnrenquimáticas con una gran vacuola, núcleo excéntrico (Nu) 

y nucleolo (N) inte'nsame11te teñido, con pares celular delgada. Tec. 

Azúl de rnetileno-Rojo de rutenio. 64X. 
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Fig. 14 Callo de hoja. células del parénquima con vacuola (Vac} muy 

grandt:, una pared celular bien delimitada, citoplasma granuloso 

(Cg} y núcleo excéntrico (Nu). Técnica Safranina-Verde rápido. 

Fig. 15 Callo de hoja. ornamentaciones de vasos (V ) rodeado.s por c!, 

lu1 as parenquimáticas con una gran vacuola (Vac). Técnica Az.úl de 

toluidina. 160X. 
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Fig. 16 Estructuras provasculares inmersas on el tejido parenquimatosa. 

Fi·.1 17. 

Las células del floema (Fl) se encuentran en hileras rodeando a 

las células del parénquima )' al xilema (Xl). En la parte media 

superior derecha se observa una traque ida (Tr) •• Tec. 1\ZUl de tolu! 

(Tr) 

y en la superior izquierda, olC!mentos vasculares (V) rodeados por 

el flocma (Fl) y lo.u células del parénquima, formadas por una gran 

vacuola (Vac) y pared celular dC!lgada. T~cnica Azúl de toluidina. 64X. 
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·'"•' :i 

Fig. 18 callo de hoja inducido con ANA., diferenciación del tejido vascular. 

Técnica Safranina-verdc rdpido. 25. 2X. 

Fig. 19 callo de hoja. En la región central se observa un Haz vascular 

(Hz V) cuya organización celular nos indica una diferenciación 

incipiente, rodeado por células meristemáticas poco diferenciadas 

con núclcolo intensamente teñido. Técnica Safranina-Verde rápido. 
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7, COl\\'.:LUSIONES 

El ettablecimiento del cultivo celular de Hyptis suaveolens, Pr9_. 

puesto como objetivo fundamental de la presente investigación, penni­

tió generar las siguientes conclusiones 1 

l. Se logró el establecimiento del cultivo celular de.!!.· suaveolens -

en un medio sólido al utilizar 2,4-D como fitorregulador para la i.!! 

ducción del callo a concentraciones entre O.l y 0.01 pprn. El empleo 

del ANA y AIA fueron inductores menos efectivos, en cualquiera de -

los casos, el empleo de altas concentraciones de estas auxinas (:>10 

ppm) inhihió la proliferación celular. 

2. La máxima proliferación célular en los callos de .!!· suuveolens se 

obtuvo a partir de explantes de tallo, bajo condiciones de luz y a 

una temperatura constante de 25 c. 

J. El estudio químico preliminar del contenido met.Jbólico de los cul­

tivos célularcs de l.!· suaveolens demostró que los callos sintetizan 

derivados fenólicos del ac. cinámico y esteroles; la acumulación de 

estos mctabolitos alcanz6 un mliximo al final de la fase estaciona--

ria. 

4. se determinó que el empleo del ANA favorece la biosíntesis de met_! 

boli tos secundarios. Al mismo tiempo, la acumulación de una ca.nti-­

dad significativa de éstos, se asocia a un mayor grado de diferen-­

ciación celular. Los estudios histológicos confirmaron la formación 

de primordios radiculares a partir de los callos de .!:!· suaveolens -

inducidos por el empleo del ANA. 
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s. La diferenciación en raíz, promovió el inicio de las rutas biosínt~ 

ticas involucradas en el metaboiismo secundario. 

6. Las condiciones Óptimas para el establecimiento de cultivos celula­

res de B.· suavealens para la producción de productos naturales, in­

.volucrian el empleo de ANA como fitorregulador. 
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