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l. Rl!SU!EN 

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) representa una alternativa 

potencial para la producci6n de metaboli tos secundarios destinados a la -

industria farmaceútica, alimenticia y/o agronómica. Dentro de este cont~ 

to, el sacasil (Anredera ~) es un agente antiséptico antpliamente -

utilizado en la medicina tradicional de nuestro país y representa una in

teresante fuente de posibles agentes antimicrobianos de interés ternpcúti 

co. La presente investigaci6n describe los resultados obtenidos para la -

inducci6n, el establecimiento y la propagaci6n del tejido calloso de Anre 

dera ~· Al mismo tiempo, se realizó un estudio fitoquÍmico pre1imi 
nar para detectar la presencia de la retrochalcona, 2,4-dihidroxi-6-meto

xi-5-formil-3-metilchalcona. 

La inducci6n del tejido calloso se realiz6 a partir de explantes de -

tallo y hoja en cuatro medios de cultivo (M.S; B5; N6 y N6 (2)), suplementa

dos con el regulador de crecimiento 2,4-D en las concentraciones de 0.5, -

1.0 y 2.0 m;¡/l. 

Al final del período de inducción, se evaluó la respuesta de fonnación 

del callo para cada uno de los explantes en los medios de cultivo seleccig 

nadas y se cuantific6 la producci6n de tejido canoso en términos del peso 

fresco. La mejor respuesta se observo en el medio N6 (2) para los explantes 

de tallo a una concentL-aci6n de 0.5 rrg/l del fitorregulador 2,4-D. Este -

tejido calloso se propagó mediante diez resiembras sucesivas con el cojee.o 

de incrementar la cantidad del material biológica disponible para cu~ntif.!. 

car la síntesis de la 2 ,4-dihidroxi-6-metoxi-5-formil-3-metilchalcona en -

los cultivos anulares de esta especie. l.a concentración. de esta retrochal 

cona en los cultivos fue semejante con la observada en las partes aéreas -

de la plan La. 

- 1 -



Las plantas continúan siendo, hasta nuestros días, una fuente impor

tante para la obtención c:le fármacos de origen natural o sus productos in

temediarios obtenidos de las especies vegetales que gozan de una reputa

ción en la medicina tradicional (t..oyola y Reyes, 1985). 

El cultivo de plantas medicinales atravieza por serias dificultades, 

tales como las provocadas por las variaciones en las condiciones climáti

cas, la presencia c!e plagas y problerriU.s u.sc:::i;:ido:: con los distur1'ios clel

nedio ambiente, así como la sohreexplotaci6n de muchas especies silvestres 

(COrdell et al., 1991). 

De a'1i el interés suscitado en relación a la posibilidad de producir 

netabolitos secundarios mediante el empleo de cultivos de células y teji

dos vegetales. El cultivo de células vegetales consiste en la inducción -

in vitre de cualquier tejido vegetal rajo condiciones asépticas y ambien

tales controladas, en nedios nutritivos adecuados (Berlin, 1985). Las cé

lulas resultantes en estos cultivos se encuentran desdiferenciadas, cre-

cicnCo ccmo una masa desorganizadñ ct la que se le denDr.lina callo. Este -

tej itlo calloso, puede ser mantenido mediante suocultivos (cultivo de teji 

do). Dichas células del)en tener el potencial para sintetizar cualquier -

canpuesto asociaCo con la planta completa. Esta es la característica cen

tral que ha orientado al cultivo de células vegetales hacia la comerciali 

zación (Ealandrin et al., 1985). 

La aplicación de esta técnica puec?e variar de acuerdo a los obJct1-

vos que se persigan, como la propagaci6n vegetal (Fowlcr y hllan .. 1985). 

la obtención de metal::olitos secundarios hasta el estudio Ce los procesos

cntogénicos o ':>ioquímkos básicos del metoboJ tsmo vegetal (llashimoto y Y~ 

mada., 1991), entre otros. 

Estos sistemas pueden proveer un suministro continuo y homogéneo de

materia prima en un estadio fisiolÓgico uniforme l'e'oido a su independen-

cia del medio arabiente y, de esta forma, aumentar los rendimientos de me

tabolitos secundarios. Por lo tanto, el CT.V representa una alternativa -

atractiva para la obtención de productos secundarios importantes para su

escalamiento industrial (llas'1imoto y Yamada., 1991). 
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Sin embargo, los rendlmlentos de producci6n de metabolltos secunda-

dos obtenidos por cultivo de células vegetales hasta la década de los 60-

fueron demasiado bajos al compararlos con los obtenidos a partir de la --

planta .!!!. vivo. A finales de los 70 se iniciaron los estudios sobre el CO!J! 

portami~to bioquímico y fisiol6gico de la célula vegetal en condiciones -

.!!!. .J!!llg para as{ pensar en el desarrollo de nuevos procesos dirigidos a -

la producci6n de metabolltos secundarlos de intéres econ6mico (Fujita y -

'!'abata., 1987) 

En base a estos estudios se llegó a establecer una C5trategia general 

para el desarrollo de procesos biotecnológicos con células vegetales, la -

cual se representa en la figura 1. Gracias a la aplicaci6n de esta estrat_g 

gia general se han logrado resultados satisfactorios a nivel indu::tL1·lal da 

varios productos COl1'0 la producci6n y comerciallzaclón de la shiconina (1} 

que es un agente bactericida, colorante y antilnflamatorio, compuesto pro

ducido por las células de Li thospernnnn erythrorhizon, e industrializado -

por la compañia japonesa Mitsui Petrochemical (Fujita et al., 1981: MiZUkl! 

mi et al., 1978). 

shiconina ll i • K=H 

Aun cuando el potencial de esta técnica ha sido ampliamente reconoci

do, es claro que existen severos problemas que impiden la industrializa~

ción de estos sistemas. Uno de ellos es la lenta velocidad de crecimiento

Ü<t las wlUlas, por lo tanto la e.~rill"'ntaci6n resulta muy tediosa (Fow-

ler y Allan., 1985). 

Entre las alternativas que se han propuesto para el incremento en la

producción de metabolltos secundarlos en cultivos vegetales .!!!. .Y1l<!:2 se -

encuentran las siguientes: 

- la manipulación del medio (principalmente reguladores de crecimiento --
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o en la fuente de carbono). 

- la manipulación de las condiciones ambientales (luz, temperatura, ae~

reación y pH). 

- la inducción de mutantes y 

- el desart;ollo de métodos de selección para aislar líneas celulares con 

altas productividades. 

A pesar de las alternativas propuestas que han dado buenos resultados 

s.iguen siendo en su mayor parte, acercamientos serniemp!ricos debido a la

falta de conocimientos de las rutas biosintéticas de la mayoría de los -

rnetaboli tos ( Loyola y Reyes, 1985) . 

En México, el sacasil (Anredera scandens) es una planta utilizada en 

la medicina tradicional debido a sus propiedades curativas en el ·trata-

miento de enfermedades infecciosas de la piel. "or tal motivo surgió el -

interés por aplicar las tecnicas de CTV para su estudio fitoquímico. 

En el presente trahajo se describen las metodologías para la induc-

ción y el crecimiento de callo d~ ~ ~ con el fin de obtener 

las mejores condiciones par_ su desarrollo y propagación. 

cabe mencionar que es la primera vez que esta especie se sanete a -

dichas metodologías para inducir una masa de células desdiferenciadas {c~ 

llo). De manera adicional, se realizó un estudio fitoquímico para cuanti

ficar la producción de la 2,4-dihidroxi-6-metoxi-5-formil-3-metilchalcona 

(2) Ula u~CaOolito secundario del grupo de los flavonoides. 
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Planta seleccionada con 

alta producción de 

metabolitos secundarios 

obtención de material aséptico 

Plantas de campo Germinación de semillas 
in vitro 

Selección de las condiciones para 
la inducción y mantenimiento de 

callos en medio semisólido 

Selección de condiciones para 

síntesis del producto 

Selección de líneas celu

lares altamente productoras 

Selección de las condiciones para el 
crecimiento celular y producción de 
metabolitos secundarios en células 

en suspensión 

Estudios para escalamiento 

Figura 1. Estrategias de selección para la producción 

de metabolitos secundarios en r::rv. 
(Stafford et al., 1986) 
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3. ANl'B:1lDENl.'I 

3.1 Biología de Anredera scandens. 

El género~ está compuesto de una sola especie (Cronquist, A.,-

1981) llamada Anredera ~. la cual pertenece a la familia Basellaceae 

y es conocida VUlganoonte con el nanbre de sacasil y hiedra de monte. 

La clasificación taxon6mica de esta especie según A.Cronquist (1981) -

es la siguiente: 

Reino Vegetal 

División Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida 

SUbclase caryophyllidae 

Orden caryophyniales 

Familia Basellaceae 

Género ~ 
Especie ~ 

La sinonimia presentada por la especie ~ ~ (I.am) es la

siguiente: 

- Polygonum scandens 

-~ vesicaria 

- Anredera vesicaria 
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En México, ~ ~ se encuentra distribuida principalmente

en los estados de Nayarit, Sinaloa, Hidalgo, lltlrango y Guerrero. También-

se distribuye en Guatemala, CUba, Jamaica y el salvador. Es una especie -

trepadora provista de un rizana alargado y grueso, su tallo es carnoso y -

muy ramificado, sus hojas son alternas ovadas u oblongadas de 3-6.5 en y -

de 2-4 en de ancho, la base apical de la hoja puede ser aguda o acuminada, 

flores pequeñas blancas pediceladas agrupadas en espigas axilares con cin

co pétalos y estambres fÜamentosos subUlados dirigidos al ápice, las ant~ 

ras sagitales, conteniendo 3 estilos unidos, el estigma dilatado con 2-3 -

lóbulos membranosos incluidos en el perianto, estipitado (Martínez, 1979;

Standley y Steyermark, 1987). 

En la rredicina tradicional el rizana de la raíz de sacasil se utiliza 

en emplastos antiinflamatorios y como agente antiséptico, las hojas de es

ta planta también se usan para bilmas en los casos de fracturas y en Gua~ 

mla se utiliza como shampoo para el cabello (Martínez, 1979; Standley y -

Steyermark, 1987). 

3.2 Estudio químico de ~ scandens 

Desde el punto de vista químico sólo se ha realizado un estudio del -

rizana de A.scandens (calzada, 1989), el cual permitió el aislamiento y la 

purificación de un nuevo producto natural la rPt.rt"V:"h~l~!'l:: 2,tl-d!hi<li.:Uxi-

6-metoxi-5-formil-3-metilchalcona (2), el cual constituye el agente antim.i 

crobiano mayoritario del extracto de A.scandens (Pereda, 1992). La elucid~ 

ción estructural permitió su caracterización como la 2,4-dihidroxi-6-meto

xi-5-formil-3-matilchalcona (calzada et al., 1990). 
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o 

(2) 

3.3 Empleo de cultivos de tejidos celulares en la bios!ntesis 

de f!avc!1o!des. 

Ningún antecedente existe en la literatura en relación con el creci

miento en cultivo de tejidos celulares de l\nredera scandens. Sin embargo.

esta técnica de investigación bicx¡uímica se ha utilizado para la caracteri 

zación de flavonoides en tejidos celulares de origen vegetal in vitre. l\sÍ 

por ejemplo, el estudio sobre la formación y el crecimiento del cultivo ~ 

lUlar de~ t!lliptica pennitió cuantificar el conlenido de flavonoides 

de importancia farmacológica como la epicatequina ( 3) (Munitch, M y Flete!!. 

er, J., 1984). Las estructuras (4-6) se propusieron para los componentes-

fisiológicamente activos de los cultivos en suspensión de Podophyllum ver

sipelle (Ayabe et al., 1960). Otro ejemplo de obtención de navonoides !!J.
vitro son los cul.tivo~ celUlares de Glycyrrhiza echinata (Ayabe et al., --

1980) que proporcionaron una mezcla canpleja de chalconas, retrochalconas

y navonas. La retrochalcona cquinatina (7), se cuantificó con un rendimien. 

to de aproximadamente 0.003 % del peso fresco y se aisló junto con la li<;2 

diona (B), el precursor biosintético de la equinatina (7) y las flavonas -

(9) y (lo). 
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4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo general. 

Lograr la indu=i6n, el establecimiento y la propagaci6n del cul-

tivo celular de Anredera scandens para predecir las condiciones -

Óptimas de su crecimiento y de la producción de la 2,4-dihidroxi--

6-metoxi-5-formil-3-metilchalcona en los tejidos callosos. 

4.2 Objetivos específicos. 

l.- Establecer el mejor medio s6lido de cultivo celular de A.sean 

dens. 

2.- Determinar la curva de crecimiento para el mejor cultivo celJ!. 

lar de l\ .. scandcns .. 

3.- Determinar la presencia de retrochalcor.:i (2) en las partes -

aéreas de la planta madura. 

4.- cuantificar la presencia de la retrochalcona (2), en los cul

tivos de tejidos celulares de A.scandens. 
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Para la realizaci6n del presente trabajo experirrental se diseñó un -

protocolo que consta de varias etapas: 

En la prirrera etapa, se procedi6 a inducir callo a partir de explan-

tes de tallo y hoja de Anredera scandens, en rredios de cultivo adicionados 

de 2,4-D en diferentes concentraciones ( MS(l.0-2.0 m;¡/l); e5 (0.5,1.0-2.0-

rrg/l); N6(L0-2.0 m;¡/l) y ri6 ¡2¡(0.5,1.0-2.0 m;¡/l), .:le tal fom.a que al fi

nal de esta etapa ( 5-6 semanas) se determin6 el explante que present6 la -

rrejor respuesta. De esta manera, se procedi6 a realizar el primer subculti 

vo para la obtención del callo primario. 

En la segunda etapa, se llevó a cabo la prirrera resiembra en los mis

mos rredios (mencionados anterionrente) , con la finalidad de evaluar el ef~ 

to de cada uno de ellos en el crecimiento del tejido calloso, y determinar

la fase óptima del crecimiento del callo para efectuar la propa;:raci6n y el 

mantenimiento de los subcultivos. Al mismo tiempo, se evaluó cualitativa y 

cuantitativarrente cada uno de los cultivos obtenidos durante las tres pri

neras resiembras. 

En la Última etapa, se realizó una evaluaci6n en el rredio de cultivo -

que resultó más favorable a través de una curva de crecimiento con la fin-ª. 

lidad de definir el tiempo necesario para obtener una cantidad suficiente

de callo. La figura 2 representa el diagrama de flujo que resume los tres

procedimientos realizados durante la inducción y la propagación del callo

Ce A.scandens. Los cultivos se resembraron durante diez o::asioncs sucesi-

vas y se procedi6 a su análisis químico (figura 3). 
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~J-. 
resiembra 
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Mismos 
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Figura 2. Diagrama de flujo para el diseño experirrental utilizado 

durante la inducción y la propagación del callo de -

A. scandens. 
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Nota:(*) Solamente para material vegetal aéreo. 

Figura 3. Diagrama de flujo para el diseño experimental utilizado 
durante el análisis químico de los callos y las partes 
aéreas de A. scandens . 
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6. PARTE EXPERIMENmL 

6.1 Material vegetal, 

Para la realización del presente trabajo se utilizaron las partes --

aéreas de A.scandens obtenidas de ejemplares cultivados en invernadero. 

6.2 Equipo: 

- Balanza analítica Sartorius 

- Incubadora Freas 616 

- Autoclave AESA CU-300 

- Potenciómetro Cole Palmar 6996 

- Parrilla con agitador magnético Corning Pc-351 

- Refrigerador 

- Rotavapor (BUchi) 

6.3 Reactivos. 

- etanol absoluto Merck 

- solución de hipoclorito de sodio (l:l) 

- agua desionizada 

- vitaminas, aminoácidos y fitohormona marca Sigma 

Para todos los reactivos utilizados en la preparación ce los medios -

nutrith"Os ·.,.-éanse los cuc:10rus 1, 2, 3 y 4. 
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6. 4 Fi torregulador. 

La hormona de crecimiento vegetal utilizada para canpletar los medios 

de cultivo fue el ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). 

Estructura del ácido 2 ,4-D 

6.5 Inducción y establecimiento del callo de Anredera scandens. 

6.5. l Esterilización del material biolÓgico. 

Bajo condiciones de asepsia total, las hojas y tallo de A. scandens se 

óesintectaron, distribuyendo el material. biolÓgico en matraces Erlenmeyer

estériles sumergiéndolos en 100 m1 de una solución de etanol al 70 % v /v -

con un tiempo de exposición de 30 segundos. seguida de cuatro enjuagues -

con agua desionizada estéril. Una vez eliminados los residuos del etanol, -

se agregó la solución de hipoclorito de sodio al 10 % v/v durante 10 minu

tos, decrintando eRt.ñ Aolnción. Por Último, el r!'li;'tf:'rial ~et.al ~e enjuaa.S

cuatro veces con agua desionizada estéril. 

Los explantes de hojas y tallos de A.scandens se obtuvieron a partir

de la región que circunda a la zona apical. El tamaño de los explantes ob

tenidos fue de aproximadamente 0.5 cm2 , los cuales se colocaron en cajas -

de Petri para ser sembrados en el medio de cultivo adecuado. 
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6.5.2 Preparaci6n y caracterizaci6n de los medios de cultivo para la 

inducci6n de callo. 

Los medios que se emplearon para el cultivo in vitro de A.scandens -

fueron: Murashige-Skoog (1962), denaninado MS; N6 (Chu et al., 1975) y -~

N6(2) que es una I!Kldificaci6n del medio N6 y el de Gamburg (1968), denomi

nado 8s· 
Para facilitar la preparaci6n de los medios de cultivo, se elaboraron 

s01uciones 11 stock11 con los diferentes compuestos que constituyen a cada 

uno de los medios, tal caro se indican en los cuadros 1-4. 

6.5.2.1 Medio MS. 

Para llevar a cabo la preJ'>araci6n de un litro del medio MS (Murashi~ 

Skoog, 1962) en un vaso de precipitado se añadi6 un volumen de 820 ml de -

agua desionizada, la cual se mantuvo en agitación constante; las so1ucio-

nes (cuadro 1) se adicionaron de la manera siguiente: 

Soluci6n ml/l 

A 10 

B 100 

e 10 

D 10 

E 10 

F 10 

G 10 

H 5 

I 0.5 

J 5 

K 2 

Sacarosa 30 g/l 

Regulador de crecimiento (2,4-D) 

(dependiendo de la concentraci6n, 1-2 "']/l) 
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Solucion 

A 

B 

e 

D 

E 

* F 

G 

H 

I 

J 

K 

SOUJCIONEs "stock" DEL MEDIO MURASHIGE-SKOOG 

CCmpuesto 

cac12.2H2o 
Nll4N03 
KN03 
KI 

CoCl2.611zO 

KHzP04 

H3B03 

Na;tt>O 4 • 2Hz0 

l-1;¡504. ?Hzº 
Mn504·Hzº 
cuso4 .511zO 

ZnS04·7Hzº 
FeS04 .7HzO 

lIDI'A .Na
2 

Mio-Inositol 

Ac.Nicotfoico 

Tiamina-HCl 

Piridoxina-HCl 

Glicina 

cantidad (g) 

44.0 

16.4 

19.0 

0.063 

0.0025 

17.0 

0.62 

0.025 

37.0 

1.69 

0.0025 

0.66 

2.764 

3.724 

2.5 

0.025 

o.os 
0.025 

0.25 

VOlllllleO (ml) 

cbp----1000 

cbp----1000 

cbp----1000 

cbp---1000 

cbp--1000 

cbp----1000 

cbp---- 250 

cbp-- 250 

cbp---- 250 

cbp---- 250 

cbp--- 250 

( .. ) Nota: Para preparar la solución 11F11
, se calienta ligeramente la solu-

ci6n de IDrA y posterionrente se agrega lentamente la soluci6n

de fierro. 

CUadro J. Medio basal Murashige-Skoog MS ( 1962). 
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6.5.2.2 Medio N6 

Para preparar un litro de medio N6 (Chu et al., 1975) se añadieron -

cada una de las soluciones "stock" (cuadro 2) a un volumen de 835 m1 de -

agua desionizada; las cantidades que se agregaron son las siguientes: 

Solución ml/l 

1 10 

2 100 

3 lO 

4 10 

(MS) F 10 

(MS) H 5 

(MS) I 5 

(MS) J 5 

(MS) K 2 

sacarosa 30 g/l 

Regulador de crecimientc (2,4-D) 

(dependiendo de la concentración, 1-2 ng/l) 
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PREPARACION DE SOLUCIONES "stock" DEL MIDIO N6 

so1uci6n Compuesta cantidad (g) Volumen (ml) 

cac12• 2Hiº. 16.6 cbp----1000 

2 KN03 28.3 

(Nlf4l2504 4.63 cbp----1000 

3 KI o.os 

RllzP04 40.0 

"31303 0.16 cbp----1000 

4 M]S04· 1Hzº 18.5 

MnS04·Hzº o.33 

ZnS04·1Hzº 0 .• 15 cbp----1000 

F (MS) FeS04· 1Hzº 2.784 

1!!71'A.Na2 3.726 cbp---1000 

H (MS) 'Ac. Nicotinico 0.025 cbp---- 250 

I (MS) Tiamina-HCJ. o.os cbp--- 250 

J (MS) Piridox!na-!!Cl 0.025 cbp-- 250 

K (MS) Glicina 0.25 cbp---- 250 

CUadro 2. Medio basal N6 (Chu et al., 1975). 
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6.5.2.3 Medio N6 ( 2 ) 

Para llevar a cabo la preparaci6n de un litro de medio N6 (2 ) se agre

g6 un volumen de 785 ml de agua desionizada, añadiendo las soluciones ''s"2 

ck" del medio N6 (cuadro 3) mismas que se adicionaron de la manera siguie.!l 

te• 

5oluci6n ml/l 

1 10 

2 100 

3 10 

4 10 

(MS) F 10 
{MS) H 5 

{MS) I 5 

(MS) J 5 

{MS) K 2 

Glieina 10 

Ti amina 9 

COctel-2 10 

COctel-3 10 

Menina 10 

l\sparagina 150 mg/l 

~-e= :m;;/1 

RegUJ.ador de crecimiento (2,4-D) 

{dependiendo de la concentraci6n, 0.5,1-2 mg/l) 
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CCt!POSICIOO DE LOS "cocteles" DEL MEDIO N6 (2) 

Coctel 2 

canpuesto cantidad (g/l) 

Glicir¡a z.o 
Inositol 100.0 

Ac. Nicotínico 0.5 

Piridoxina o.s 
Ti amina 1.0 

Coctel 3 

<:anpuesto cantidad (g/l) 

Glicina 20.0 

L-Aspártico 7.5 

L-Asparagina 10.0 

L-Arganina 60.0 

Urea 45.0 

Tiamina 1.0 

Ac.Nicotínico 1.0 

Piridoxina l-0 

Ac.F6lico 1.0 

Biotina 1.0 

Riboflavina 0.1 

Glutáml.co 7.5 

Inositol 45.0 

cuadro 3. Modificaci6n del iredio N6 • 
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6.5.2.4 Medio s 5. 

Para preparar un litro de medio s 5 (Gamburg et al., 1966) se adicionó 

\ID volumen de 765 ml de agua desionizada, agregando las siguientes cantid,l!. 

des de las soluciones "stock" (cuadro 4): 

Solución 

I 

II 

III 

IV 

V 

(MS) F 

(MS) G 

(MS) H 

(MS) I 

(MS) J 

ml/l 

10 

100 

5 

10 

10 

10 

10 

10 

50 

10 

Sacarosa 20 g/l 

Regulador de crecimiento (2,4-D) 

(dependiendo de la concentración, 0.5, 1-2 ng/l) 
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PREPl\Rl\CION DE LAS SOUJCIONES "stocl<" DEL MEDIO B5. 

Soluci6n Compuesto cantidad (g) Volumen (ml) 

c1caz- 21'"20 15.0 cbp---1000 

II KN03 6.25 

CNH4l2504 0.335 cbp-- 250 

III KI 0.015 

OoC12 .6!!zO o.oos cbp---- 100 

rv· 1~ro3 o.o:: 

NaH2PO 4 • H20 1.50 

Nafb04 .211zo 0.002 cbp--- 100 

V ~4 6.25 

MnS04 0.25 

CuS04 0.0006 

ZnS04 o.os cbp--- 250 

F (MS) Feso4 • ?H
2
o 0.696 

EIJJ'A.Na
2 0.93 cbp-- 250 

.G (MS) Hio-Inosi tol 2.5 CbP---- 250 

11 (MS) l\c.Nicotfoico 0.025 cbp---- 250 

. , .. _, 
J. \1' .... , Ti=in~-HCJ: o.os cbp--- 250 

J (MS) Piridcr.dna-HCl 0.025 cbp--- 250 

cuadro 4. 11.?dio basal de GambUrg B 
5 

(1968) • 
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Para completar la preparación de cada uno de los medios de cultivo se 

realizó lo siguiente: 

El pH de los medios se ajustó a 5.B con una solución de HCl 0.1 N o -

KOH 0.1 N; se completó el volumen a un litro y se agregaron 7 g/l de agar. 

Posteriormente, se tapÓ con papel aluminio y se mantuvo en agitación cons

tante, dejando calentar hasta que el agar se disolviera por completo sin -

permitir que el medio de cultivo hirviera. Finalmente, el medio de cultivo 

se incorporó en frascos de vidrio (gcrber} en alícuotas de 25 ml; estos -

frascos se sellaron con tapas de plástico y se esterilizaron en autoclave

ª 121 •e y 1.5 libras de presión durante 15 minutos. 

6.5.3 Inducción y establecimiento del callo de A.scandens. 

Para inducir la formación del tcj ido calloso de A.scandens los expla!!. 

tes desinfectados de hoja y tallo se sembraron bajo condiciones estrictas

de asepsia en una campana de flujo laminar. Las hojas y tallos se fraccio

naron con ayuda de unas pinzas Ue disección previament!? sUmP.rgidas con ete 

nol y flameadas. Los explantes se colocaron sobre el medio de cultivo (300 

explantcs por cada medio}, procurando siempre que la parte donde se reali

zó el corte entrara en contacto con el medio. Una vez sembrado el material 

biológico se incubaron a 26 ~ 2 •c. Después de 2 semanas, se evalúo el po~ 

centaje de explantes de tallo y hoja que presentaron inducción. se dejaron 

incubar de cinco a seis semanas, segÚn el n~.iu, y c;c p:-c=c=!é a ri::-C?~mhr"'r. 

6.6 Propagación del callo. 

La primera resiembra del tejido calloso sa re::iliz.ó \ma vez lograda la 

inducción del mismo en cada uno de los medios de cultivo y para cada tipo

de explantes con el proposito de mantener el callo y propiciar su creci--

miento. Las resiembras consecutivas se realizaron cada 16 días, con el ob

jeto de cuantificar la producción del tejido calloso. De esta manera, cada 
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uno de los frascos se pesó antes y después de colocar O. 5 g de callo. La -

apariencia del tejido calloso se evaluó visualmente tanando en cuenta su -

consistencia, textura y coloraCión. 

P. partir de la primera resiembra, se separó la porción del callo del

resto del explante que no presentó respuesta para evitar necrosamientos -

posteriores y como consecuencia la pérdida del tejido calloso. Estos procg_ 

dimientos se repitieron consecutivamente durante diez resiembras. 

6. 7 Evaluación del crecimiento del tejido calloso. 

Antes de realizar cada Wla de las resiembras, se realizó la evaluación 

cualitativa de los cambios en la morfología, la textura y la coloración -

del tejido calloso con el propósito de establecer parámetros para determi

nar la calidad del material obtenido y que permitiera el mantenimiento del 

cultivo celular de A.scandens. Al mi5mo tiempo, se cuantificó la produc

ción del tejido calloso, tomando como parámetro el peso fresco. 

6.8 CUrva de crecimiento. 

El crecimiento del tejido celular se determinó en función del peso -

fresco en gramos, para lo cual se sembraron un total de 40 frascos a par-

tir de tejido lnáucido en el medio N6¡2¡, iniciando con un !nÓCUlo de 1 g

de callo en cada frasco para cada una de las repeticiones. Los frascos se

mantuvieron en una incubadora a 26 ± 2 •e y con luz continua. cada 72 horas 

se tomó un lote de 4 frascos por un periodo de 20 días, teniendo así dicz

puntos para la curva de crecimiento. 
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6.9 Análisis fitoquímico. 

6.9.1 Material vegetal. 

Para la realizaci6n del estudio fitoquímico se utilizaron las partes

aéreas de A.scandens cultivadas en invernadero, así como los callos de 18-

días de desarrollo obtenidos de la curva de crecimiento y mantenidos en el 

medio N6 ( 2). 

G.9.2 Pr0t..'t:!Ulu1l~ntos de extracción. 

6.9.2.1 Extracci6n de las partes aéreas. 

El material vegetal (tallos y hojas) (985 g) se dejaron secar a temper.!!_ 

tura ambiente y se trituró utilizando un mortero. La maceración de este ~ 

terial se .~ealiz6 con CHC1
3

-MeOH ( 1: 1) a temperatura ambiente dejándose r~ 

p:>sar durante cuatro días. Posteriormente, el disolvente de extracción se

decant6 y filtr.6 para ser concentrado por destilaci6n a presión reducida.

Esta operaci6n se repitió dos veces, obteniéndose un total de 21.83 g de -

extracto orgánico. 

MeOH-CHCL¡ Residuo vegetal 

(1:1) < 
Material vegetal l 
pulverizado ~~~~~~~~-"''--~~~~-< 

<905 g) E>:tracto conc;;n
trado (21.83 g) 
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6.9.2.2 Extracción del tejido calloso. 

La obtención del extracto orgánico a partir de los callos de A.scan-

dens se realizó de la siguiente manera: 

128.88 g del tejido calloso se expusieron a una corriente continua de 

aire caliente durante 7 horas. Una vez seco, el material vegetal (aproxi~ 

damente 7.131 g) se extrajo con l\cOEt (50 ml) durante 48 horas. Posterior

mente, se procedió a la preparación del extracto mediante la filtración y

eliminación del residuo sólido amorfo y la concentración del disolvente de 

extracción. Este procedimiento proporcionó 370 mg de un extracto color --

ámbar. 

6.9.3 llnálisis cromatográfico. 

El análisis cromatográfico de los extractos preparados se realizó me
diante cromatografía en capa fina (gel de sílice de 60 F, 250 Merck) de la 

siguiente manera: se aplicó con un capilar una o varias veces la solución

problema sobre un cranatofolio. Los cromat.ograinas se obtuvieron al desarrg, 

llar cada una de las placas en algunos de los siguientes sistemas de elu-

ci6n: 

n-Hexano-CHC13 ( 1: 1) 

(95:5) 

CHC~-Acetona ÍY~:5j 

(9:1) 

n-Hexano-CHc1
3
-Acetona (3:6. 5:0.5) 

Acetona (100 %) 

-~H (95:5) 

(1:1) 
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Posteriormente, para la visualización de los constituyentes presentes, 

el primer paso consistió en exponer las placas cromatográficas previa eva

poración del eluyente a la luz ultravioleta de onda corta. cualquier zona

que exhibiera fluorescencia rue marcada inmediatamente. Las placas se hlllr!l. 

decieron mediante un aspersor con una solución de 11;iso4-sulfato cérico y -

se revelaron por calentamiento sobre una parrilla a una temperatura de ---

80 •c. 

6.9.4 Procedimientos de aislamiento y purificación de la retrochal-

cona (2). 

El extracto orgánico total de las partes aéreas de la planta (21.83 g) 

se fraccionó en una columna empacada oon 1 Kg de gel de sílice (70-230 --:: 

Mesch), para lo cual el extracto se adsorbió en 100 g del mismo adsorbente, 

utilizándose n-hexano-CHC13 ( 1: 1) como sistema de elución e incrementando

la polar ldad del di sol vente con cloroformo y acetona. 

El volumen de los eluatos fue de 50 m1 y cada uno se concentró hasta

"!1 volumen de 3 ml aprcocimadamente. Por Último, la semejanza y homogeneidad 

de los constituyentes detectados mediante el análisis en cromatografía en

capa fina permitió la reunión de cada una de las fraccione_s, obteniéndose

XII fracciones ccxnbinadas, las cuales se trataron por separado a fin de -

¡:odar detectar y purificar la retrochalcona ( 2 j. Cb~ ~v.t.¡:;~;::::t:: ::::: nt-.t-mrA

en la fracción IV y en menor proporción en la fracción V. La purificación

posterior de estas fracciones se realizó mediante cromatografía en capa -

fina preparativa utilizando una cromatoplaca de gel de shice (20 x 20 c:m

x 2 mm) y como sistema de elución la mezcla n-hexano-CHc13-Acetona (3:6.5: 

0.5). Una vez desarrolladü l~ crcr.~tograffa se observó a la luz ultraviol~ 

ta de onda corta, con el objeto de visualizar la banda correspondiente a -

la retrochalcona (2). 

Posteriormente, cada uno de los extremos ( 1 c:m) de· 1a croma top laca se 

expusieron a una solución de ácido sulfúrico-sulfato cérico y revelándola

por calentamiento. 
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Este procedimiento permiti6 detectar la banda con un Rf = O.SS al uti 

lizar el sistema de eluyente formado por hexano-CHC13-Ac:etona (3:6.5:0.5). 

La separación de esta banda se realiz6 de la siguiente manera: la zona no

expuesta al revelador y que correspondía a la fracción de interés fue se@ 

rada del resto de la cranatoplaca. la extracción de la retrochalcona se -

realiz6 mediante su desadsorción del soporte cromatográfico con acetona.-

Esta suspención se mantuvo en agi taci6n continua durante 3 horas y una vez 

transcurrido este tiempo; la gel de sílice se elimin6 por filtración. La -

solución acet6nica resultante se concentró a presión reducida en un rota::

evaporador, con un calentamiento de 40 •e en ballo de agua. Este procedi--

uú'2:.llt.o prcpo;-cion6 51 ::-;; C:: t!.'1 ~6!.id0 <loe 001or .r;rr.;:\ri 110 claro cuyas cons-

tantes físicas y espectroscópicas correspondieron a las descritas para la

retrochalcona (2) (Calzada et al., 1990). 

6.9.5 Análisis por cromatografía de gases-espectranetría de masas 

para la detección de la retrochalcona ( 2). 

Tanto las fra=iones IV y V obtenidas de los procedimientos de purifi 

caci6n del extracto preparado a partir de las partes aéreas de l\.scandens, 

así caro la extracción del tejido calloso se sanetieron a un análisis de -

tipo cualitativo y cuantitativo mediante la secuencia instrumental de cro

matoqrafía d" gases-espectrometría de masas, para detectar y cuantificar -

la presencia de la retrochalcona (2). 

Este análisis utiliz6 las siguientes condiciones instrumentales: los

espectros de masas se registraron con un espectránetro equipado con una -

columna capilar de sílice fundida ( 10 m x 0.11 mm) recubierta con silicón

OV-101, el programa de temperatura fue isotérmico a 50 •e durante un minu

to y posterionrente se incrementó a una velocidad de 4 .5 ° /min hasta alc".!l 

zar 280 •e, con un flujo de He de 1.5 ml/min. La temperatura del inyector

y de la interfase fue de 220 •c. cada espectro se midió con un voltaje de

ionización de 70 eV y la temperatura de la fuente iónica de 260 •c. 

- 29 -



7. RESOLTADOS Y DISCIJSICW 

7 .1 Inducci6n y establecimiento del callo. 

El cuadro 5 resUJJE? los porcentajes de inducci6n obtenidos en cada uno 

de los medios a partir de explantes de tallo y hoja. Estos resultados per

m).tieron seleccionar a los explantes de tallo caoo los id6neos para lograr 

la inducci6n y el crecimiento del tejido calloso de A.scandens. 

Es importante señalar que el explante de hoja gencr6 poco tejido ca-

llosa con un crecimiento lento en c:anparaci6n con el observado para los -

explantes de tallo. Por lo tanto, estos resultados indicaron que los ex--

plantes de hoja no r&=ii:.;:p0!ld!erc:-i: ~ le:; iiiiC\liob cie cultivo utilizados (MS; B
5

; 

N6 y N6 (2¡>, en ninguna de las diferentes concentraciones del fitorregula

dor (2,4-D), en los casos más afortunados, s6lo se observ6 el hinchamiento 

en la periferia del tejido vegetal con indicios de callo. En la mayoría de 

las ocasiones se observ6 solamente la necrosis del tejido vegetal. 

De esta manera, se utilizaron los callos canpactos obtenidos en mayor 

cantidad a partir de los explantes de tallo, obtenidos del medio N6 (2 ) --

para determinar la curva de crecimiento del cultivo de A.scandens y para -

realizar su posterior análisis químico. 

7.2 Caracterizaci6n y obtenci6n del callo. 

Al término de la inducci6n de tejido calloso (5-6 semanas), se llev6-

a cabo la eva1uaci6n cualitativa para determinar el comportamiento de cada 

uno de los explantes en los diferentes medios de cultivo empleados en este 

trabajo. En dicha evaluaci6n se consideraron s6lo aspectos morfol6gicos -

tanando en cuenta los siguientes párametros: la textura, la consist1mcia y 

la coloración, con la finalidad de describir las características que pre-

sentaba el tejido calloso en cada medio. 

Los cultivos se resembraron duran~e diez ocasiones bajo las mismas -

condiciones de cultivo. Sin embargo al término de la décima resiembra se -
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realiz6 una segunda evaluaci6n cualitativa, permitiendo dividir los culti

vos en los grupos siguientes: 

Grupo I. Estos callos se desarrolló en el 11Edio MS, y las características 

que presentaron fueron: consistencia mucilaginosa y textura lisa, 

su crecimiento st.nnarrente lento, presentando un necrosamiento rá

pido, con una coloración verdosa, esto ocurre en ambas concentre 

cienes del fitqrregulador. 

Todas las características antes mencionadas se observaron gene

ral!rente para este 11Edio a partir de la segunda resiembra. 

Grupo II. Estos callos se presentaron en el 11Edio B5, con una consisten

ci:::. fri;::blc y t-c..':tl.!...--: li::;:l C!1 l~::; ::cr:cc."1t!"aci~2 de 0.5 y 1.0-

del fitorregulador, con un buen crecimiento, el cual se mantuvo 

en la parte superficial del tejido calloso manifestandose un n.!!_ 

crosamiento en la base antes de realizar el subcultivo. En oca

siones esta necrosis fue tan abundante que provocaba la pérdida 

del material biolÓgico. La coloración presentada fue de verde -

claro-verde amarillo. 

Grupo III. Tejido calloso de consistencia canpacta y textura granular con 

un crecimiento rápido. La consistencia del callo permitió que

se propagara durante diez subcultivos. Los callos que se ubiCj! 

ron dentro de este grupo desarrollaron a partir de la segunda

resiembra una coloración que varió desde ámbar hasta café roji 

zo tenue. Esta pigmentaci6n suponía ;}_priori la síntesis de al 

gún cromóforo relacionado con la retrochalcona ( 2) . Los 11Edios 

N6 y N6 (2) indujeron este tipo de callo, destacando las conce.!J. 

traciones de 0.5 y LO del fitorregulador. 
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Medio de Regulador de concentra- Inducción (%) 
Cllltivo crecimiento ción (m;¡/l) Hoja . Tallo 

# % * % 

MS 2,4-0 LO 78 26 222 74 

MS 2,4-0 2.0 55 18 231 77 
----------------------------------------------------

B5 

B5 

B5 

2,4-0 

2,4-o 

2,4-0 

2,4-0 

2,4-0 

2,4-D 

2,4-D 

2,4-D 

0.5 

LO 

2.0 

LO 

2.0 

0.5 

LO 
2.0 

69 23 

57 19 

.O o 

43 14 

o o 

33 11 

51 17 

49 16 

293 

264 

254 

267 

260 

296 

266 

268 

cuadro 5. Valores de apreciación para la inducción del callo 

de A.scandens en diferentes medios de cultivo. 

Nota.: el #, indica el No. de explantes que dieron callo. 

En todos los casos se sembraron 300 e.-cplantes • 
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De acuerdo a estas evaluaciones se elijió al nedio NG(Z) cano base -

para la obtención del material biol6gico. la consistencia canpacta del te

jido calloso se utiliz6 cano un parámetro de evaluación para establecer el 

mjor cultivo celular de A.scandens y poder cuantificar la producción de -

éste expresada en relación al peso fresco obtenido en cada uno de los me-

dios utilizados. Cabe mencionar que para el establecimiento del cultivo -

celular, s610 se utilizal'."' los callos del grupo III (específicamente los

del medio N6(Z), ya que en los grupos I y II no se logro establecer el te

jido calloso de forma adecuada. 

La posible explicación que se sugiere para el crecimiento lento obseE. 

vado en callos provenientes de tejido foliar puede asociarse con la baja -

ridript-.ar.16n durante la inducción. 

7 .3 Evaluación morfol6gica del callo en los cultivos celulares en 

los diferentes medios. 

En este trabajo se establece por primera vez el cultivo de tejido ve

getal. da 1'1 especie l\.scandens. Para el logro de los objetivos específicos 

se evaluó el incremento en el crecimiento del tejido calloso y su grado de 

pigmentación, estos parámetros constituyeron un factor importante para po

der realizar el estudio fitoquímico de estos cultivos. Por otra parte, el

tejido calloso mjor establecido sirvió cano fuente para la propagación y

el mantenimiento del cultivo in Yll!:g_. 

Con el fin de hacer un análisis canparativo en relación al Ccillu l.cuu

bien se describen las características que presentaron algunos de los expla.!!. 

tes de hoja. Así el comportamiento de los explantes en los diferentes me-

dios fue el siguiente: Para tallo en todos los nedios utilizados se obtuvo 

la formación del tejido calloso en el transcurso de las prineras 5-6 sema

Jlit~. 
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En el medio MS el hinchamiento de los explantes se inici6 seis días -

después de la siembra. En tallo la proliferaci6n del callo se inici6 a las 

cinco semanas, tiempo en el ~al los cultivos presentaron un tamaño adecu-ª. 

do para poder efectuar subcUltivos cada 16 días. 

El cuadro 6 se presentan los resultados relacionados con las dos con

centraciones del fitorregulador pará los cultivos celulares de A.scandens

~btenidos a partir de explantes de hoja y tallos en el medio MS. 

origen del 
explante 

e 
o 1.0 m;ill 
N 
e 
E 
N 
T 
R 
A 
e 2.0 m;i/1 
I 
o 
N 

Talle 

ca110 de color verde claro, 
consistencia mucilaginosa 
textura lisa y poca induc
ción. 

cano de color verde-amari
no, consistencia mucilagi
nosa, textura lisa y poca 
inducci6n. 

Callo de color café 
obscuro, con una -
miníma inducci6n. 

Indicios de callo en 
la periferia del ex
plante. 

cuadro 6. Efecto del 2,4-D sobre la apariencia de los 

cultivos celulares de A.scandens en el medio 

MS. 
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En el medio B5 (Gamburg, 1968) el hinchamiento de los explantes se -

inició a los cinco días de la siembra en las concentraciones ya menciona

das y la proliferación del callo (en tallo) se inició a las seis semanas.-

En el cuadro 7 se describen los resultados relacionados con los cam-

bios morfolÓgicos ocasionados por la diferencia en la concentración del 

2,4-D sobre los cultivos celulares. 

Origen del 
explante 

e o.s mg/1 
o 
N 
e 
E 
N 1.0 mg/l 
T 
R 
A 
e 
I 
o 2.0 mg/l 
N 

Tallo 

C;¡11o rlP r.olor f'.'rtf.6 ;:irn::iri
llento de apariencia cris
talina, friable con buena 
inducción y textura lisa. 

ca110 color café verdoso -
con buena inducción, fria
ble y de apariencia opaca. 

callo de color café amari
llento, friable con aparien 
cia opaca y una inducción -
regular. 

Hoja 

Callo colo!" •.-e::dc -::::1.;:.:.-o 
poca inducción en la pg 
riferia del explante,-~ 
consistencia compacta. 

callo color café verdo
so o~ca, poca induc--
ción en la periferia,-
consistencia compacta. 

SOlo hubo hinchamiento
de la periferia del ex
plante sin inducción de 
callo. 

cuadro 7. Efecto de las concentraciones del 2,4-D sobre la 

apariencia del tejido calloso en el medio a5 • 
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En el medio N6 (Chu et al., 1975) el hinchamiento se inició a los --

seis días de la siembra en ambas concentraciones del fitorregulador. lle -

esta forma, la proliferación del callo (en tallo) se inició a las cinco -

semanas. 

En el cuadro 8 se resumen los resultados obtenidos en los cambios mr

folÓgicos por las variaci0nes en la concentración del fitorregulador sobre 

los cultivos celulares. 

Origen del 
explante 

e 
o 
N 1.0 m;J/l 
e 
E 
N 
T 
n 
A 
e 2.0 11q/1 
I 
o 
N 

Tallo 

callo de color verde pálido 
consistencia canpacta, con
buena inducción. Pobre acu
mulación de pigmentos. 

cauo de color ámbar' poco-
friable, inducción regular. 
Pobre acumulación de pi9l1"'.!!. 
tos. 

callo de color café obs 
curo, poca inducción eñ 
la periferia y friable. 

No hubo inducción, ex
plantes necrosados. 

CUadro 8. Efecto de las concentraciones del 2,4-D en la 

apariencia morfológica del tejido calloso en 

el medio N6• 
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En el medio N
6

(
2

) una modificación del medio N
6

, el hinchamiento de -

los explantes (en tallo) se inició a los cinco días después de la siernbra

en las concentraciones ya mencionadas. PosteriotlOO'nte, la proliferación -

del callo se inició a las seis semanas. 

En el cuadro 9 se resmne breve.we:nte los resultados relacionados con -

los cambios roorfolÓgicos ocasionados por las variaciones en la concentra-

qión del fitorregulador sobre los cultivos celulares obtenidos de los ex-

plantes. 

Ori~'?n del 
explante 

e 
o 
N 
e 
E 
N 
T 
R 
A 
e 
I 
o 
N 

o.s mg/l 

1.0 mg/l 

2.0 mg/l 

Tallo 

cano de color ámbar' com
pacto y con buena induc-
ción. Acumulación abundante 
de pigmentos. 

cano de color café, cornpac 
to, con una inducción regu::
lar. Abundante acumulación
de pigmentos. 

cano color amarillo' trans 
parente, compacto, induc--= 
ción regular. Pobre acumula 
ción de pigmentos. -

Hoja 

Indicios de callo en la -
periferia del explante 
sin pigmentación. 

Indicios de callo en la -
periferia del exolante. -
Pobre acumulaci6ñ de pig
rretos. 

MÍnima inducción de callo 
color café verdoso en la
periferia de la hoja. Po
hr~ ñM1m111.::iii:-i6n d!? ~!.-;::=n_ 
tos. 

cuadro 9. Efecto de las concentraciones de 2 ,4-D en la apariencia 

morfo16gica del tejido callo~o en el medio N6 ( 2 ). 
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Estos resUltados penniten concluir que los callos que desarrollaron -

una mejor apariencia morfolÓgica en cada uno de los medios de cultivo em-

pleados fueron los generados a partir de los explantes de tallo. Al consi

derar la morfología y el grado de pigmentación observados para cada uno de 

los callos obtenidos, se concluye que las concentraciones de O. 5 y 1. O --

rrg/l del fitorregulador 2,4-D en los diferentes casos fueron las más apro

piadas para la realizaci6n de su estudio fitoquímico, así como su inducción 

y establecimiento celUlar; 

7 .4 Evaluación cuantitativa del crecimiento del tejido calloso. 

La evaluación cuantitativa del incremento en peso fresco durante el -

crecimiento del tejido calloso en los diferentes medios empleados para la

inducción constituyó un segundo criterio utilizado. De esta forma, se dec.!. 

dió evaluar el peso de los callos durante tres resiembraa y esto se reali

z6 para cada uno de los medios de cultivo en las concentraciones apropia-

das: MS (1.0 rrg/l); B5 (0.5 rrg/l): N6 (1.0 rrg/l) y NG(Z) (0.5 mg/l), obte

niéndose diferencias en el a!.lrt'ento celular (de 1 a 5 g aproximadamente) -

para cada uno de ellos. Sin emb-:trgo, en el medio N6 (2) a 0.5 mg/l se pre-

sentó un crecimiento del tejido calloso satisfactorio (5 g), el cual se d!!_ 

tenninó a través del peso fresco en gramos. El cuadro 10 y la figura 4 --

muestran el incremento de los tejidos celUlares expresados en peso fresco 

durante las primeras tres resiembras en cada uno de los medios utilizados. 

- 38 -



Madio de Concen .. Párametro Primera Segunda Tercera 
cultivo 2,4-D resiembra resiembra resiembra 

(rrg/l) 

Peso (g) 15. 73 21.39 34.16 

x 0.58 o.79 1.27 

MS 1.0 % de incre-
mento 35.9 117.1 

DS 0.2755 0.3856 
------------------------------------------------------------

ª5 

N6 

N6(2) 

Peso (g) 18.37 

.. o.ee 
0.5 % de incre-

mento 

DS 

Peso (g) 13.02 

x 0.87 

1.0 % de incre-
mento 

DS 

Peso (g) 12.96 

x 0.65 

0.5 % de incre-
mento 

DS 

Nota: "X-valor promedio 
DS-desvi2ción estandar 

49.76 61.3 

Z.37 4.1 

170.8 233.6 

0.4900 0.5212 

38.42 73.95 

2.65 4.4 

195.0 467.9 

o.5213 0.4920 

41.75 98.1 

2.9 4.9 

222.1 656.Q 

o. 7520 0.8786 

CUadro 10. Incremento en peso fresco del tejido calloso 

de A.scandens durante las tres primeras resiembras 

en diferentes medios sólidos. 
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10 

80 

60 

2 
RESJEMBAAS 

3 

:/< MS (l.O mg/¡) 

• N6 (1.0 mg/¡) 

• "6(2) co.s mg/l) 

o E5 (O.Sm;/l) 

FigJra.4. curva del incremento del peso fresco (g) en los diferentes iredios,utilizando 
como fitorregulador al 2,4-D en ng/l 
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Para la inducción se partió de la misma cantidad de material vegetal. 

Sin embargo en el transcurso de las resiembras se observaron diferencias -

significativas en relación al peso fresco alcanzado por cada uno de los ca

llos propagados en los diferentes medios sólidos utilizados. Al realizar la 

segunda resiembra se observó que el crecimiento de los callos en el medio -

MS alcanzó un incremento del 35. 9 %, seguido del medio a5 con un incremento 

del 170.8 % y del medio N
6

_ con un crecimiento de los callos del 195.0 %. En 

tanto que el medio N
6

(2) alcanzó un crecimiento significativo del 222.1 %.

Finalmente, al determinar el segundo incremento en peso como resultado de -

la tercera resiembra, se observó con mayor claridad el canportamiento de -

c:ida uno de los cultivos. re esta fOI"IM el medio N5 (2) presentó el mayor -

incremento alcanzando casi a triplicar su masa celular en un 656.9 %. Esta

evaluación del crecimiento del tejido calloso estableció que el medio N6 (2) 

era el apropiado para la propagación y el mantenimiento del tejido calloso

de A.sc~andens 
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7. 5 Curva de crecimiento. 

El crecimiento del tejido celular se d2terminó únicamente en función

del peso fresco (g) permitiendo observar la velocidad de incremento del -

cultivo inducido con el fitorregulador 2,4-D a 0.5 mg/1. 

En el cuadro 11 se enlistan los datos de peso fresco obtenidos para la 

determinación de la curva de crecimiento de los callos de A. scandens. 

Peso 
fresco 

(g) 

DIAS 

2 4 6 10 12 14 16 18 

1.15 1.15 1.57 1.97 2.32 2.72 3.02 3.77 3.99 

Cuadro 11. Valores promedio para la curva de crecimiento del 

cultivo de tejido celular de A.scandens. 

20 

3.9 

La curva de crecimiento para los callos de A.scandens presentó el CCI!!!. 

portamiento típico de los sistemas biológicos una curva sigmoidal en la -

cual se observaron las cuatro etapas de crecimiento, las cuales se descri

ben de la siguiente manera: 

a) La fase lag abarcó los cuatro primeros días, durante este periodo 

se observó muy poco crecimiento. 
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b) La fase exponencial se registr6 a partir del sexto día y se ini-

ci6 por un increaento significativo en el crecimiento del callo,

aumentando su masa celular hasta alcanzar un máximo a los 16 días. 

c) La fase de desaC!!leración comenzó a los 20 días y se inici6 la f~ 

se estacionaria con el envejecimiento y la pérdida de la capaci-

dad de crecimiento del tejido calloso. 

Esta c.i..-.-¡¡ Ce creci.t??!ento pPnni t~i6 determinar que el día 18 era el -

satisfactorio para realizar los subcultivos y así poder propagar el tejido 

calloso para la acumulaci6n de una cantidad suficiente de material biológi 

co y realizar una posterior evaluaci6n de la retrochalcona ( 2) figura 3. 

Por lo tanto, los procedimientos de la resiembra del cultivo para la

propagación del callo se repitieron de manera consecutiva durante diez oc~ 

sienes proporcionando un total de 39. 60 g de callo. 
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7 .6 Evaluaci6n preliminar del contenido de la retrochalcona (2). 

Con el objeto cie verificar la capacidad de biosíntesis de este produg_ 

to en las células desdiferenciadas, se procedi6 a realizar un análisis --

químico para demostrar la producci6n de la retrochalcona ( 2) en las partes 

aéreas y en los cultivos celulares de A.scandens. 

7 .5.1 hi:::l~-:iento }' P".!!"'ificación de la r:?t.rochrilcona (2) 01 !'>'lrtir 

de las partes aéreas de A.scandens. 

se realiz6 un fraccionamiento mediante cromatografía en columna de gel 

de sÍlice con el extracto orgánico (985 g) preparado a partir de las plan

tas cultivadas en invernadero. El cuadro 12 resume la secuencia desarrolli!_ 

da durante este proceso de separación. 

De la reunión Ce eluatos, se obtuvieron 12 fracciones numeradas en -

orden creciente de polaridad. caca uno de los eluatos se analizaron por -

ccf. Este análisis preliminar permitió identificar en la frac:<:ión IV una -

banda activa en <!l ultravioleta (uv) que correspondi6 al Rf = O.SS. Esta -

banda desarrollo un color café intenso al exponer la placa a vapores de -

yodo. El cromatograma obtenido se ilustra en la figura 6 y se compara con

el desarrollado por el estandar utilizado. se observa que la fracci6n IV -

es una mezcla de la retrochalcona ( 2) y dos constituyentes menos polares -

(figura 6). 

La purificaci6n posterior de esta fracci6n permiti6 el aislamiento de 

la retrochalcona (2). El rendimiento de este metabolito fue del 0.006 % -

expresado en función del peso seco total del material vegetal analizado. 

La identificaci6n de este metabolito secundario como la 2,4-dihidroxi 

6-metoxi-S-formil-3-metilchalcona se realiz6 al comparar sus constantes -

físicas y sus propiedades espectroscópicas con las descritas en la litera

tura (calzada et al., 1990). 
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Sistema de Fracción No. de eluatos Sistema de eluci6n 
elución ccf 

n-Hex-CHc13 n-llex-CHC13 
95:5 1-80 95:5 

1:1 I 81-151 1:1 

ar.:1r11cct= CHC1 3-Acetona 

95:5 II 152-196 95:5 

9:1 III 197-275 9:1 

n-Hex-CHC13-Acetona n-Hex-CHc13-J1cetona 

3:6.5:0.5 IV 276-308 3:6.5:0.5 

V 319-328 

Acetona Acetona 

100 % VI 319 328 100 % 

Acetona-MeOH Acetona-MeOH 

95:5 VII 329-336 l :1 

95:5 VIII 3:p-348 85:15 

95:5 IX 349-362 65:25 

1:1 X 363-369 l :1 

1:1 XI 370-374 85:15 

1:1 XII 375-376 75:25 

cuadro 12. Fraccionamiento del extracto orgánico de J\.scandens. 
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• 
• 

IV EC2) 

IV = Fracción IV del extracto de las partes aéreas. 

E = Estandar retrochalcona (2). 

Sistema de eluci6n. 

C!!Cl3-Hexano-Acetona 

(6.5:3:0.5) .. 
Banda visualizada con luz rro e!.) 

Banda revelada con eeso4/Hiso4 =• 
Figura 6. cranatografÍa en capa fina de la fracción IV del extracto 

de las partes aéreas de A.scandens y de la retrochalcona (2) 
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El cuadro 13 incluye las constantes físicas obtenidas para este producto -

natural. 

PF: 162-164 •c. 

UV: ).. 

IR: '11 

(Espectro 1). 

MeOH 

máx 

KBr 

máx 

(log ~): 290(4.25)' 335(3.46) 

(cn-1 ): 3300-3100, 3100-3000, 2900, 1630, 1610, 1560, 

1280, 990, 870. 

ll!-IE, 70 eV: m/e (% int. relativa): 312(3), 295(7.5), 282(19.3), 

281 (100)' 105(23)' 77(23). 

RMN-1H, (300 MHz, ll-!SO): t5: 2.05(s,Me); 3.62(sa, OH); 3.85(s.~); 
7.5-8.2(m, SH); 7.92(d, 1H, J=l5 Hz); 

6.0l(d, lH, J=15 Hz), lO(s, lH, CHO); 

l2.6(s, lH,-OH). 

(Espectro 2) 

cuadro 13. Constantes físicas y espectroscopicas de la 

2,4-dihidroxi-6-metoxi-5-forndl-3-metilchalcona 

(2), aislada de tejido aéreo de A.scandens 
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7.6.2 Detección cualitativa de la retrochalcona (2) en los callos 

de A. scandens. 

7.6.2.1 Cromatografía en capa fina. 

Una vez obtenida en . forma pura la retrochalcona { 2) a partir del mat~ 

rial vegetal, se procedió a detectar la presencia de este metabolito en el 

callo obtenido de A.scandens en el medio N6 {2). 

Se utilizó la cromatografía en capa fina cano herramienta comparativa. 

El cromatograma obtenido para las fracciones IV y V, obtenidas del fraccig, 

namiento del extracto de las partes aéreas, presentó una gran similitud -

con el desarrollado por el extracto clorofónnico del tejido calloso induci 

do y propagado en el medio N6{2). La figura S muestra de manera comparati

va cada uno de los cran&togramas para las fracciones III-VI, el extracto -

orgánico del callo de A.scandens y el estandar utilizado, el cual corres-

pondfo a la retrochalcona (2) en forma pura. En las fracciones IV y V se -

detectó la presencia de la retrochalcona mediante su intensa absorción en

el ultravioleta y al desarrollar una banda con el Rf = O.SS similar al de

sarrollado por el estandar utilizado. 

7.6.2.2 Cromatograria de gases-espectranetr!a de masas. 

El análisis mediante cromatografía de gases-espectrometría de masas -

de la banda de Rf = O.SS {hexano-CHC13-Acetona (3:6.S:O.S)) permitió iden

tificar cano constituyente mayoritario a la retrochalcona { 2) que corres-

pendió a un tiempo de retención {Rt) de 28.S min. La figura 8 ilustra el -

cromatograma obtenido para esta fracción y se canpara con el desarrollado

por el estandar utilizado. De esta manera, al pico con un tiempo de reten

ción {Rt) de 28.S min. se identificó inequívocamente cano la retrochalcona 

(2). Al realizar este mismo análisis para el extracto del tejido calloso,

se demostró por ccf una mayor complejidad en el contenido metabÓlico de --
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éste, en canparación (figura 5) con el observado para las fracciones IV y

. v. Sin embargo, el constituyente mayoritario nuevamente correspondió al -

pico ele Rt = 28.5 min. Por lo tanto, este análisis cuantitativo demostró -

la biosíntesis de la retrochalcona (2) por el tejido calloso y su rendi--

miento correspondió al 0.01 % del peso fresco del callo, calculado median

te el área de integración. para el cromatograma obtenido. 
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Bill•IN cM 9tYcl6n 
H9•....0Cta-Ac•lona 

11-41-0IJ 

III-VI = Fracciones III-VI del extracto de las partes aéreas. 

Ec = Extracto del tejido calloso. 

E = Estandar retrochalcona (2). 

Banda visualizada con UV ::. () 

Banda revelada con eeso2/H2SO 4 = • 

Figura 7. Cranatograma desarrollado por el extracto del tejido 

calloso, la retrochalcona (2) y las fracciones III-VI 

del extracto de las partes aéreas. 
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o 
Frac c1Ón IV 

.1 ..• 1 1l 
o 

E&tandar 

-~ 
] .. 

" 
E• t rac10 crudo 

1 

~ 
t!I :;io :;i~ • 30 J!l 

T11.-.po (mlnt 

Figura 8. Cromatografía de gases de la fracción IV, 

estandar y estracto del tejido calloso. 
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La inducción, el establecimiento y la propagación del cultivo de teJi 

do celular de ~ ~ propuestos como objetivo fundamental de la 

presente investigación, permitieron generar las siguientes conclusiones: 

l_.- La máxima proliferación celular en los callos de A.scandens se obtuvo 

a partir de los explantes de tallo, bajo condiciones de luz y temper;!_ 

tura ambiente constantes. 

2.- Se logró la inducción y él establecimiento del cultivo celular de --

A.scandens en el medio sólido al utilizar 2,4-D como fitorregulador -

para la inducción del callo en las concentraciones de 0.5, LO y 2.0-

ug/l. en los medios s5 , N6( 2), N6 y MS. 

3.- La evaluación cualitativa y cuantitativa del tejido calloso de~ 

~ens permitió establecer que el. medio N6 (2 ) es el más apropiado para

su propagación y mantenimiento sólo en la concentración de O. 5 rrg/l -

del fi torregulador 2, 4-D. 

4.- La cuantificación de la 2,4-dihidroxi-6-r.ietoxi-5-formil-3-metilchal

rnn~ (?.) en el cultiva de teiido celular de l\.scandens demostró que -

este mantiene la capacidad de biosfntesis de dicho metabolito secund;!_ 

do. 

La concentración de retrochalcona en los cultivos celulares (0.01 %)

fUe semejante a la cuantificada (0.006 ')(,) en las partes aéreas de l.a

planta. 
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