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RESUMEN

Ligusticum porteri Coulter & Rose (Apiaceag), “chuchupate’, es una especie silvestre que se
distribuye en el centro de las Montafias Rocallosas en E.U. y en el norte de la Sierra Madre
Occidental en México. Esta hierba perenne no se cultiva y su raiz es extraida de sus poblaciones
naturales para fines comerciales y medicinales. Es altamente apreciada por los Tarahumaras, Zunis,
Pauites, Pimas y Mescal eros Apaches para propositos medicinales y ceremoniales. Lainfusion dela
raiz se consume para aiviar problemas gastrointestinales, como anagésico y remedio contra
padecimientos bronco respiratorios, ademéas de que es utilizada como talisman. Uno de los
compuestos responsables de esta actividad farmacoldgica, la ftdlida Z-ligustilida, esta presente en
los aceites esenciales de la raiz. El objetivo fue establecer las condiciones in vitro para inducir la
formacion de callo y la biosintesis como parte de una estrategia de conservacion ex situ y uso
sostenible. Los resultados fueron comparados con los de la especie cultivada Petroselinum crispum,
“pergjil”. Las semillas de ambas especies fueron germinadas en medio Murashige y Skoog (MS) a
100%, 50% y 25% y 1.5% de sacarosa. Las plantulas se seccionaron en hipocdtilo, raiz, cotileddn,
peciolo, tallo y hojay se indujeron de 30 a 90 dias en medio MS al 50% adicionado con 0-4 mg/l de
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 6 0-4 mg/L acido-alfa-naftalenacético (ANA) con 0-3 mg/L
de benziladenina (BA). Los explantes de L. porteri desarrollaron un callo pequefio, poco friable,
compacto y amarillo pgjizo. En contraste, los explantes de P. crispum, produjeron un callo muy
abundante, altamente friable, hialino y verde. A partir de los callos obtenidos en medio MS-50 con
2,4-D (4 mg/L) y ANA/BA (4:1) de ambas especies, se establecieron los cultivos de células en
suspension para iniciar una curva de crecimiento de hoja, raiz, peciolo, tallo y cotiledon para
determinar la cinética de crecimiento y la morfologia celular de cada explante en las distintas fases
del cultivo. Se analizaron los extractos obtenidos a partir de callos de hoja, semillas, peciolo, tallo y
raiz asi como partes aéreas y raiz de plantas adultas de ambas especies por cromatografia en capa
fina (CCF) y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM). A partir del
extracto de partes aéreas de L. porteri se identificd la ftalida E-butilideneftalida junto con 33
componentes mas. Del extracto de raiz de P. crispum se identificaron dos ftalidas no descritas
previamente, la 3-n-butilftalida y la 3,6,7,-trimetoxi-isobenzofuran-13(H)-ona. De los extractos de
callo de peciolo y tallo de L. porteri se identifico la ftlida 3-butilideneftélida, asi como en el
extracto de raiz. Este es el primer trabajo que describe la germinacion, el desarrollo in vitro y ex
vitro, lamorfologia celular, describe la composicién quimica de |os extractos de L. porteri y explora

el potencial biotecnoldgico de la especie silvestre L. porteri.



SUMMARY

Ligusticum porteri Coulter & Rose (Apiaceag), “chuchupate’, is a wild plant that grows in the
central Rocky Mountains and northern Occidental Sierra Madre in Mexico. This perennial plant it's
not cultivated and its roots are extracted from their wild populations and sold as a drug. It’s highly
valued for medicinal and religious purposes by Tarahumara, Pima, Zuni, Pauite and Mescalero
Apache. The root infusion is consumed to relieve gastrointestinal disorders, as an analgesic and to
treat respiratory ailments. It is also used as a talisman to ward off witches and snakes. One of the
biologically active compounds, the phthalide Z-ligustilide, is found in the root essentia oils. The
objective of the present work was to establish the in vitro conditions in order to induce callus
formation and the in vitro biosynthesis as a ex situ conservational strategy and sustainable use.
Results were compared to that of the cultivated plant Petroselinum crispum, “parsley”. Seeds were
germinated in 25%, 50% and 100% Murashige and Skoog (M S) medium with 1.3% sucrose. Plants
were excised into hypocotyledon root, cotyledon, petiole, stem and leaf explants and cultured in an
induction media supplemented with 0-4 mg/L of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) or 0-4
mg/L of alpha-naphthaleneacetic acid (NAA) with 0-1 mg/L of 6-benzylaminopurine (BAP). L.
porteri’s explants developed into a small, poorly friable, compact and yellow callus. In contrast, P.
crispum’s explants developed into an abundant, highly friable, hyaline and green callus. Suspension
cultures were established from callus cultures of both species in 50% MS medium supplemented
with 2,4-D (4 mg/L) and NAA/BA (4:1). Growth kinetics and cell morphology at each culture stage
were determined of leaf, root, stem, petiole and cotyledon cali cultures. Calli derived from leaf,
seeds, petiole, stem and root, mature aerial parts and roots extracts were analyzed with thin layer
chromatography (TLC) and gas chromatography-mass spectrum (GC-MS). E-butylidenephthalide
was identified along with other 33 compounds from the mature aerial parts extract of L. porteri. 3-
Butylidenephthalide and 3,6,7,-trimethoxy-isobenzofuran-13(H)-one, not previously reported, were
identified from the roots of P. crispum. 3-butilidenephthalide was identified from petiole and stem
callus as well as in the root extract of L. porteri. This is the first report that describes the
germination, the in vitro and ex vitro development, cellular morphology describes the chemical
composition of the extracts of L. porteri and explores the biotechnological potential of the wild

species L. porteri.
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INTRODUCCION

En e mundo existen mas de 170 paises, pero sélo 12 de ellos son considerados como megadiversos
albergando entre 60 y 70% de la biodiversidad total del planeta (Figura 1). México es uno de estos
paises, ocupa e cuarto lugar a nivel mundial en riqueza vegetal con una estimacion de 30 000
especies pertenecientes a dos reinos floristicos que viven en diez tipos de vegetacion (Mittermeier y
Goettsch, 1992; Bye, 1998) y de las cuales aproximadamente 9 500 son endémicas (Huerta, 1997).

Desde épocas remotas el hombre ha buscado en el mundo animal y vegetal sustancias Utiles
para aiviar y curar enfermedades (Cordero, 1996). Una parte fundamental de su evolucién ha sido
haber desarrollado y ampliado e conocimiento de la diversidad biol6gica a la que se ha enfrentado
para poder subsistir (Caballero, 1990). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que €l
80% de la poblacion en paises en desarrollo consume plantas medicinal es para cuidados bésicos de
lasalud (Farnsworth et al., 1985). En México, €l uso de estas plantas alcanza niveles muy altos. Se
ha calculado un total aproximado de flora medicinal de 3 352 especies (15% de la flora total), lo
gue representa el 23% de su flora total de angiospermas (Bye, 1998). Esto reflgja la diversidad
biolégica que es conocida y utilizada por grandes nlcleos de la poblacién mexicana y representada
en lamedicinatradicional (Huerta, 1997).

Aproximadamente dos tercios de las 50 000 especies de plantas medicinales utilizadas en el
mundo son recolectadas de su hébitat natural y sdlo un bajo porcentgje es cultivado. Por esto, hay
una creciente preocupacion por la disminucién de poblaciones naturales de estas plantas, por la
pérdida de diversidad genética, extinciones locales y degradacion del habitat. Se calcula que entre 4
000 y 10 000 plantas medicinales estan amenazadas (Canter, Thomas y Ernst, 2005). Ante esta
situacion, cabe recordar que la conservacion de |os recursos vegetal es debe entenderse como el uso
racional y sostenido a largo plazo, en particular la conservacion de las plantas silvestres no
cultivadas que tiene un significado muy grande porque muchas de ellas poseen un valor econémico
potencial (Caballero, 1990).

En México, €l nimero de especies de plantas medicinales con raices Utiles representan el
10% (Navarro y Avendafio, 2002). Plantas como el barbasco (Dioscorea mexicana), la raiz de
zacaton (Muhlenbergia spp.), laraiz de memela (Clusia spp.) y laraiz de pinguica (Arctostaphylos
spp.), constituyen una importante fuente de ingresos para la poblacion rural de las regiones donde se
distribuyen dichas especies, ademas de que su recolecta esta regulada por la norma oficial NOM-
004-RECNAT-1996 (Diario Oficia de la Federacion, 1996). Sin embargo, la sobre recoleccion de

raices de plantas silvestres como la valeriana (Valeriana ceratophylla), la hierba del manso



(lostephane heterophylla) (Sandoval et al., 2005), la cancerina (Hippocratea excelsa), el matarique
(Psacalium decompositum) y el chuchupate (Ligusticum porteri), puede llevar a la extincion local
de sus poblaciones debido a su demanda tanto en mercados locales como extranjeros (Bye, 1998).

En México, las especies de la familia Apiaceae son ecoldgica y econdémicamente
importantes por ser utilizadas como alimento, condimento, saborizantes, como plantas medicinales,
de ornamento, de cultivo y algunas como veneno. Estas especies se caracterizan por ser arométicas
debido a los aceites esenciales presentes en ellas, por o que muchas son utilizadas como
condimentos, pero también como remedios, en los que son utilizadas sus inflorescencias en forma
de umbelas y sus raices de almacenamiento napiformes (Calderén, 2001). En México hay 37
géneros de la familia Apiaceae, utilizados principalmente como remedio, alimento y condimento,
entre |0s que destacan, por su papel ambiental y por sus usos, las especies de |os géneros Ligusticum
con uso medicinal y Petroselinum con uso medicina y como condimento.

Ligusticum porteri es una especie silvestre que se distribuye en el norte de México en los
estados de Chihuahua, Durango y Sonora en la Sierra Madre Occidental y en el suroeste de Estados
Unidos en los estados de Colorado, Wyoming, Idaho, Utah, Nuevo México, Nevada y Arizona en
las Montafias Rocallosas. Es una planta silvestre que no se cultiva y que se aprovecha como
medicinal y cuya raiz es altamente apreciada por los Tarahumaras como talisméan, para rituales
religiosos y como remedio contra diversos padecimientos (Linares y Bye, 1987); que también es
vendida en México y EU como tintura, pastillas y polvo, o que ha traido como consecuencia un
acelerado consumo y colecta de las poblaciones silvestres que se estdn agotando. Petroselinum
crispum es una especie domesticada originaria del este del Mediterréneo, naturalizada en Europa
(Gbolade y Lockwood, 1999). En México es cultivada como alimento, condimento, planta
medicinal y parael comercio (Martinez et al., 1995).

Laraiz de L. porteri contiene la ftalida Z-ligustilida como componente mayoritario y a la
cual se le atribuye un amplio espectro de actividades biolégicas como relgjante muscular,
neuroprotector, antioxidante, antiesclerdtico, antihipertensivo, antiviral, antifingico y antibacterial,
por mencionar algunas y que, ademés, carece de especificidad y tiene baja potencia sin ser toxico,
lo que lo hace Util y de gran interés para la medicina moderna (Beck y Stermitz, 1995). El hecho de
gue & compuesto responsable de las actividades biol6gicas se encuentre en la raiz, enfrenta a esta
especie a una fuerte presion de colecta lo que amenaza con extinguir sus poblaciones silvestres ya
gue su aprovechamiento se basa en la destruccion de la planta para la colecta de laraiz, poniendo en
amenaza de extincion a esta especie, sumado a la deforestacion de su hébitat, sobrepastoreo, su
limitada capacidad reproductiva y la falta de conocimientos sobre su propagacion vegetativa y alin

sobre la germinacion de sus semillas.



En virtud de la escasez de L. porteri, la posibilidad de explorar sus respuestas morfogeénicas
in vitro enfrentan una fuerte limitante por lo que estudios semejantes con una especie domesticada
de la misma familia como P. crispum, arrojarian informacion que permitira definir y elegir
tratamientos a los que podrian responder morfogénica y biosintéticamente de manera positiva los
explantes cultivados de L. porteri.

Es por esto que € cultivo de tejidos vegetales de especies nativas ofrece una aternativa
biotecnol dgica para su conservacion ex situ a reducir la presién de colecta de poblaciones naturales
y a ser una fuente aternativa de produccién del compuesto, por lo que podra ser parte de la

solucion al uso sostenible de L. porteri.



ANTECEDENTES

M éxico como pais megadiver so

El concepto de biodiversidad se refiere en general a la variabilidad de la vida; incluye los
ecosistemas terrestres y acuéticos, los complejos ecol 6gicos de los que forman parte, asi como la
diversidad entre las especies y dentro de cada especie. La biodiversidad abarca, por lo tanto, tres
niveles de expresion de variabilidad biol6gica: ecosistemas, especies y genes. En estos niveles se
integra una amplia gama de fendmenos, de manera que la biodiversidad de un pais se reflgja en los
diferentes tipos de ecosistemas que contiene, el nimero de especies que posee, € cambio en la
riqueza de especies de una region a otra, € nimero de endemismos, las subespecies y variedades o
razas de una misma especie, entre otros (Neyray Durand, 1998).

En el mundo existen méas de 170 paises, pero solo 12 de ellos (Figura 1) son considerados
como megadiversos y abergan en conjunto entre 60 y 70% de la biodiversidad total del planeta;

México es uno de estos paises (Mittermeier y Goettsch, 1992).

Figura 1. Paises con mayor biodiversidad (Neyray Durand, 1998).



Entre las causas que hacen de México un pais de gran diversidad biolégica estén la
topografia, la variedad de climas y una compleja historia tanto geolégicay biolgica como cultural.
Estos factores han contribuido a formar un mosaico de condiciones ambientales y micro
ambientales que promueven una gran variedad de hébitats y de formas de vida (Sarukhan et al.,
1996).

No es casualidad que México sea el cuarto pais megadiverso en e mundo a estar presentes
dentro de sus limites politicos 5 tipos de ecosistemas, por €jemplo: bosques de coniferas, pastizales,
matorral es, formaciones xéricas y manglares;, 9 de los 11 tipos de habitat, por gemplo: tropical
cédlido-humedo, tropical caido-subhimedo, templado himedo, templado subhimedo, &ido y
semiarido y 51 de las 191 ecorregiones identificadas, por jemplo: bosques de pino y encino de la
Sierra Madre Occidental, transvolcanicos y Sierra Madre del Sur, humedales del centro de México,
chaparrales costeros de Salvia, matorrales de cactus, bosgues secos, sabanas de pamas, tundra
alpina, matorral xérico (Tablal) (Neyray Durand, 1998).

Tabla 1. Comparacién dela riqueza de ecosistemas, habitatsy ecorregiones entre varios paises de América Latina
(Neyray Durand, 1998).

Tiposde M éxico Brasil Colombia Chile Argentina CostaRica
ecosistemas (5/5) (5/5) (4/5) (3/5) (3/5) (3/5)
Tiposde M éxico Brasil Argentina Colombia Chile CostaRica
hébitats (9/112) (8/11) (6/11) (6/12) (4/12) (4/12)
Ecorregiones M éxico Brasil Colombia Argentina Chile CostaRica
(51/191) (34/191) (29/191) (19/191) (12/191) (8/191)

Junto con Brasil, Colombia e Indonesia, México se encuentra en los primeros lugares de las
listas de riqueza de especies. Ocupa € primer lugar en e mundo en riqueza de reptiles (707), €
segundo en mamiferos (439) y e cuarto en anfibios (282) asi como en plantas (26 000), ademés de
tener cerca de 111 especies de aves y 163 especies de peces de agua dulce endémicas (Tabla 2). En
términos generales se puede decir que en nuestro pais se encuentra a menos 10% de la diversidad
terrestre del planeta (Neyray Durand, 1998).



Tabla 2. Paises con mayor riqueza de especiesde vertebradosy plantas (Neyray Durand, 1998).

Plantas Brasi Colombia China México Audtraia
55 000 45000 30000 26 000 25000
Anfibios Brasi Colombia Ecuador México Indonesia
516 407 358 282 270
Reptiles México Australia Indonesia Brasil India
707 597 529 462 433
Mamiferos Indonesia México Brasil China Zaire
519 439 421 410 409

Por toda esta biodiversidad, México es €l pais con mayor diversidad ecol6gica de América
Latinay e Caribe, y uno de los paises en donde hay més especies endémicas en América (Neyray
Durand, 1998).

Las plantas vasculares estadn representadas en México por 2 804 géneros nativos, de los
cuales 127 son helechos y plantas afines, 14 gimnospermas, 546 monocotiledéneas y 2 117
dicotiledbneas. Estos géneros se incluyen en 304 familias y a su vez contienen un total de 23 424
especies. Estas cifras no incluyen alas plantas introducidas y naturalizadas, que acanzan una cifra
de 618 especies, repartidas en 355 géneros (Villasefior, 2004). Las dicotileddneas (Clase
Magnoliopsida) constituyen e grupo més diverso de todas las plantas vasculares, representando
75.5% de la rigueza genérica mexicana (Tabla 3). Le siguen en importancia, en cuanto a nimero,
las monocotiledéneas (Clase Liliopsida) y en menor escala los helechos, briofitas y las

gimnospermas (Villasefior, 2004).



Tabla 3. Familias de plantas vasculares de M éxico con mayor numero de géneros (Villasefior, 2004).

Familia NUmero de géneros
Asteraceae 362
Poaceae 166
Orchidaceae 157
Fabaceae 92
Rubiaceae 92
Cactaceae 72
Scrophulariaceae 55
Mavaceae 52
Acanthaceae 47
Brassicaceae 47
Euphorbiaceae a4
Apiaceae 37
Bignoniaceae 36
Apocynaceae 34
Mimosaceae 34
Cucurbitaceae 34
Solanaceae 33
Lamiaceae 31
Rosaceae 30

Domesticacién de plantas

Las investigaciones arqueol 0gicas indican que la agricultura se desarroll6 en México arededor del
afno 7000 a.C. Las cronicas y documentos que datan de los primeros afios de la conquista indican
gue en esa época ya se habian domesticado plantas de gran importancia alimenticia para el mundo
como & maiz (Zea mays), € frijol comin (Phaseolus vulgaris), la calabaza (Cucurbita spp.), €
camote (Ipomoea batatas), los chiles (Capsicum spp.), € cacao (Theobroma cacao), €l tomate
(Lycopersicon esculentum), el cacahuate (Arachis hypogaea), la vainilla (Vanilla planifolia) y €
amaranto (Amaranthus spp.). Debido a esto, México es uno de los tres centros mas i mportantes de
origen de la agricultura en e mundo junto con Medio Oriente y China (Bye, 1998; Neyray Durand,
1998). Se estima que més de 118 especies de plantas, pertenecientes a 70 géneros y 39 familias, han
sido domesticadas en nuestro pais (Herndndez-Xolocotzi, 1993). Sin embargo, esta cantidad debe
ser ain mayor dado que Hernandez-Xolocotzi consideré dicho nimero de especies como una lista
de “plantas representativas”.

Las plantas domesticadas han sido ateradas genéticamente para su desarrollo hasta el punto
de que su sobrevivencia depende de la intervencion directay consciente del hombre, a su vez, éste
ha modificado su conducta para adecuarla a la de la planta. Este proceso se relaciona con €l entorno
ecologico, la flora presente, las formas de uso del materia producido y las necesidades y
adaptabilidad cultural del hombre (Herndndez-Xolocotzi, 1998). En contraste, las poblaciones

naturales de las especies silvestres estan sujetas ala seleccidn natural para una adaptacion atamente



especifica a su hébitat natural. Estas han evolucionado en comunidades en relacion al suelo y al

climae incluso a otras plantas y animales. Esto significa que en general, |as especies silvestres son

mas dificiles de cultivar que sus congéneres domesticados. En ocasiones, son inapropiadas,

improductivas y costosas para su cultivo ex situ (Brown et al., 1997; Hawkes et al ., 2000).

La Tabla 4 muestra muchos atributos de las plantas silvestres que afectan la facilidad de

regeneracién de plantas completas en su habitat comparadas con especies relacionadas que ya estén

domesticadas. Estos atributos incluyen crecimiento y reproduccién junto con agquellos de las fuentes

originales. Esta complejidad es debida no solo a los valores generales més altos para cada atributo

en plantas silvestres, sino ala variacion dentro y entre diferentes especies (Brown et al., 1997).

Tabla 4. Comparacién de atributos entr e poblaciones naturales y domesticadas (Brown et al., 1997).

Atributo

Crecimiento
Dormanciade la semilla
Ciclo devida
Adaptacion

Madurez

Tamafio individua
Reproduccion
Sistema de cultivo

Sistemade polinizacién

Fecundidad dela semilla

Dispersion de lasemilla

Fuente
Diversidad del hébitat

Estructurade la poblacion

Flujo genético interpoblacional

Especies silvestres en contraste con
sus congéner es domesticados

Mayor dormanciay longevidad de la
semilla

Ciclo devidamaslargo, algunas veces
son perennes

Altamente especifica, més sensibles al
fotoperiodo

Més indeterminante

Mayor variacion en morfologia

Mayor diversidad y un sistema més

abierto de fertilizacion

Vectores mas restringidos

A veces menos semillas

A veces més amplia

Mayor

Mayor divergencialocal de
subpoblaciones

Propensas aniveles més altos

Razon

Ladomesticacion seleccionauna
germinacion mas homogéneay
anticipada

Ladomesticacion seleccionala
madurez temprana

Ladomesticacion seleccionauna
adaptacion més amplia
Ladomesticacion seleccionala
floracion y maduracion mas uniforme

Ladomesticacion a veces hace un
cambio en el manegjo de la
reproduccion

Ladomesticacion seleccionauna
menor dependencia de polinizadores
especificos

Cultivares seleccionados por adta
fecundidad

Ladomesticacion de cultivares
selecciona laretencion de lasemillay
no ladispersiéon

Especies domesti cadas crecen en
medios mas uniformes, benignosy
controlados

Lamezclade cosechas reduce el
alcance para retener estructuras
locales espaciaes

Sistemas de cultivo mas cerrados de
especies domesticadas reduce la
contaminacion de polen y lanecesidad
de aislamiento



Lafamilia Apiaceae (Umbéllifer ae)

Lafamilia Apiaceae ocupa el 12° lugar de 19 familias con mayor nimero de géneros distribuidos en
nuestro pais. El género Ligusticum esta representado por 40-50 especies, de las cuales L. porteri es
la Uinica especie distribuida en México (Pimenov y Lemonov, 1993).

La familia Apiaceae estd compuesta de 455 géneros y 3751 especies. Es cosmopolita de
amplia distribucion mundial pero estas plantas estan mejor desarrolladas en climas templados a
temperaturas de 15 a 18°C y en menor grado en los trépicos, la mayoria de | as especies tuvieron su
origen en & hemisferio norte. La mayoria son especies herbaceas, algunas arbustivas y pocos
arboles. Es una de las familias con inflorescencias mas conocidas, las caracteristicas mas
sobresalientes de estas especies son las inflorescencias en forma de umbela, simple o compuesta,
una raiz napiforme, frutos esquizocarpicos caracteristicos y su quimica distintiva, reflgjada en su
olor, sabor e incluso en latoxicidad de muchos de sus miembros (Cronquist et al., 1997; Huxley et
al., 1999).

La division de la familia Apiaceae, en tres subfamilias Hydrocotyloideae, Saniculoideae y
Apioideae y doce subtribus, se propuso hace un siglo por Drude (1897-1898) en Die Naturlichen
Pflanzenfamilien y sigue siendo € sistema de clasificacion predominante para la familia
Hydrocotyloideae y Saniculoideae son subfamilias pequefias con 42 géneros con 490 especies y 9
géneros con 325 especies respectivamente, mientras que Apioideae, la subfamilia mas grande y
taxonémicamente mas compleja, tiene 404 géneros con 2935 especies (Plunkett y Downie, 1999;
Pimenov y Lemonov, 1993).

El orden Apiaesincluye alafamilia Apiaceae y alafamilia Araliaceae. Tradicionamente
estas dos familias se han estudiado como dos linges separados que divergieron de un ancestro
comun, algunas veces llamado como pro-araliad y algunos taxa en Apiales como Myodocarpus,
Hydrocotyle, Klotzschia y Mackinlaya han sido propuestos como géneros puente entre estas dos
familias, por o que es de esperarse que ambas familias compartan caracteristicas fenotipicas, como
la morfologia de las flores, genotipicas y fitoquimicas, como la presencia de aceites esenciaes en
canales esquizogenos, poliacetilenos, saponinas triterpénicas y acidos grasos como e é&cido
petroselinico en semillas, que ademéas comparten con la familia Asteraceae (Plunkett et al., 1997,
Sorensen, 1968; Crowden et al., 1969, Grayer, 1999).

Muchas especies de la familia Apiaceae son cultivadas para aimento, como la zanahoria
(Daucus carota) o méas frecuentemente como especias 0 condimentos como € apio (Apium
graveolens), e cilantro (Coriandrum sativum), €l pergjil (Petroselinum crispum), el comino (Carum
carvi), €l anis (Pimpinella anisum), e eneldo (Anethum graveolens) y el hinojo (Foeniculum

vulgare) (Calderén de Rzedowski, 2001a). Otras especies poseen acaloides con efectos letales



sobre el sistema nervioso central como la cicuta (Conium maculatum) (Aguilar y Zolla, 1982) y
como remedio contra diversos padecimientos como Thapsia garganica utilizada para e tratamiento
de cancer de prostata, reumatismo, catarros y enfermedades pulmonares (Smitt et al., 1996;
Makunga et al., 2003), Centella asiatica para €l tratamiento de enfermedades de la piel, antipirético,
destoxificante y diurético (Solet et al., 1998), Angelica sinensis como estimulante de la circulacion,
regulador de la menstruacién, analgésico, para tratar anemia, dolores de cabeza, hipertension,
bronquitis crénica, asma y reumatismo (Shi-Yu y Kuo-Chang, 1989; Hon et al., 1990) y Ammi
majus para tratar e vitiligo, enfermedades de la pid, psoriasis, micosis, pitiriasis, urticaria,

alopecia, eczema atipica (Ekiert, 1993) por mencionar algunos ejemplos.

Problematica en la reproduccion de especies de la familia Apiaceae

La familia Apiaceae tiene semillas con un porcentaje muy bajo de germinacién debido a la ausencia
de embrion que las hace no viables, semillas con embriones rudimentarios que germinan después de
un periodo de amacenamiento y semillas con un embrion en estado de dormancia que necesitan
estratificacion a temperaturas bajas por un periodo de 40 a 95 dias (Robinson, 1954) como en €
caso de L. porteri y Ferula gummosa (Nadjafi et al., 2006), con temperaturas de 4.4, 20y 30 °C por
periodos de 6 semanas, 12 horas 0 12 semanas, respectivamente (Panter et al., 2004) o
generalmente acompafadas con € uso de giberelinas para germinar como en Apium graveolens
(Bewley y Black, 1994) y en casos como en Chaerophyllum temulum, se requieren bajas
temperaturasy €l uso de giberelinas (Vandelook et al., 2007).

Existen algunos estudios considerados preliminares con L. porteri sobre propagacion
vegetativa en invernadero a partir de cortes de raices, semillas adheridas ala umbelay cortes de la
corona utilizando las auxinas AIB y ANA, abteniendo resultados con AIB (2 500 y 5 000 ppm)
(Sondeno y Panter, 2005) o micorrizas con resultados poco significativos (Sondeno y Panter, 2004).

Existe un gran vacio en el conocimiento acerca de la reproduccién de la familia 'y sobre
todo de la produccion de plantas para su aprovechamiento y comercializacion ya que no se han
logrado propagar ni por esquejes ni por cultivo de tejidos. Todo esto demuestra la dificultad en €
cultivo de especies de esta familia, sobre todo por su reproduccién problemética lo que dificulta su

propagacion y en consecuencia la conservacion de estas especies.
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M etabolitos secundarios de la familia Apiaceae

Todas las especies de esta familia son aromaticas. Producen aceites esenciales y resinas las cuaes
son excretadas en canales esquizégenos en las raices, tallos, hojas, inflorescencias y algunas veces
en los frutos. Los aceites esenciales contienen principa mente monoterpenoides, sesquiterpenoidesy
fenilpropanoides. Algunos compuestos presentes en |0s aceites esenciales son sesquiterpenoides de
tipo daucano, tipo guaiano y tipo germacrano, ésteres monoterpenoides, aldehidos y ftélidos
(Hegnauer, 1971; Heywood, 1971).

Los grupos de metabolitos secundarios presentes en esta familia se muestran en la Tabla 5
con agunos ejemplos que han sido reportados en varias especies asi como la presencia de estos
compuestos en otras familias.

Desde € punto de vista guimiotaxonémico, la familia Apiaceae es dificil de estudiarse de
manera exhaustiva debido al gran nimero de géneros y especies; sin embargo los metabolitos
secundarios més estudiados han sido las furanocumarinas y otros fenilpropanoides, terpenoides,
poliacetilenos y ftalidos. Los fenilpropanoides se han encontrado en mas de 300 especies estudiadas
pertenecientes a las tres subfamilias: Hydrocotyloideae, Saniculoidae y Apioideae. Sin embargo €
resto de los metabolitos tienen una distribucion més restringida como el caso de los ftalidos
encontrados generalmente en la raices de los géneros Angelica, Apium, Cnidium, Levisticum,
Ligusticum, Lomatium, Meum, Conioselinumy Petroselinum (Crowden et al., 1969; Christensen y
Brandt, 2006; Heywood, 1971).

Crowden y cols. (1969) hicieron un andlisis fitoquimico de 300 especies, que representan el
7.9% de las especies de esta familia. Llegaron a la conclusion de que estas especies pueden ser
divididas en dos grupos: aguellas con flavonas, como luteolina, y aquellas con flavonoles como
camperol y/o quercetina. Analizaron plantas completas y encontraron que en las semillas de 130
especies, los fenilpropanoides como las furanocumarinas estan ampliamente distribuidos en la
familia

El andlisis de poliacetilenos presentes en raices tuvo una distribucion mas restringida, sélo
en las tribus Saniculeae, Scandiceae, Smyrnieae, Apieae, Peucedaneae, Laserpitieae y Dauceae se
identificaron estos compuestos como €l falcarinol, concluyendo que estos compuestos son de poco
interés sistemético anivel de tribu (Crowden et al., 1969).

Williams y Harborne (1972) realizaron un estudio de |os aceites esenciales presentes en los
frutos de 24 especies pertenecientes a la tribu Caucalideae, encontrando en su mayoria
monoterpenoides como a y B-pineno y limoneno, comunes a los géneros Daucus y Pseudorlaya,
los sesquiterpenoides cariofileno, carotol, daucol, dauceno y caucaol, presentes en los géneros

Daucusy Sesdli, y otros compuestos como acetato de geranilo y bifenil, presentes sélo en e género
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Daucus. Estos resultados agrupan a los géneros Daucus, Torilisy Orlaya, siendo Daucus el género

mas variable con una cantidad y variedad de aceites esenciales tanto en especies silvestres y

domesticadas.

Tabla 5. Patron dedistribucion de metabolitos secundarios en la familia Apiaceaey otras familias botanicas
(Heywood, 1971; Crowden et al., 1969; Dewick, 2001).

Tipo de compuesto

Aceites esenciales

Fenilpropanos

Acidos cinamicos
Furanocumarinas
Piranocumarinas
Acetilenos

Sapogeninas triterpénicas

tipo urseno y oleaneno

Flavonoides

Acidos grasos
Oligosacaridos

Ftdidas

Terpenoides

Ejemplos

Aceitede anis

Miristicina, elemicina, anetol, estragol,
apiol, asarona, dillapiol

Acido ferdlico, &cido clorogénico, &cido p-
cumarico, acido rosmarinico

Umbeliferona, isoimperatorina, angelicina,
atamantina, ostrutina, seseling, farnesiferol
A, bergapteno, xantotoxina, psoraleno,
isopimpinelina

(+/-)-3'-angel oil-4'-acetoxi-cis-kelactona
Falcarinona, fal carinol, oenantotoxina,
cicutoxina, aetusing, carbinol

Asiaticosido

Quercetina, camperol, luteoling, apigenina,
isoramneting, crisoeriol, diosmetina,
acaeting, cianidina, hesperitina, selinona,
apiina

Acido petroselinico

Rafinosa, umbeliferosa, cestosa, centellosa,
manitol, ribitol

Zy E-ligustilida, 3-butilideneftalida,
senquiundlidas, diligustilida, wallichilida,
levistdlida A, angelicina, toquindlidaA y B

oy B-pineno, cariofileno, limoneno,
humuleno, a. y p-felandreno, p-cimeno,
timol, espatulenol, a.-copaeno, germacreno
D, B-bourboneno, 3-eudesmol, citronelol

Frecuencia

Ubicuos

Frecuentes

Frecuentes

Frecuentes

Frecuentes

Frecuentes

Algunos géneros

Algunos géneros

Frecuentes
Frecuentes

Pocos géneros

Frecuentes

Presencia en otras
familias
Araliaceae, Asteraceae,
Pittosporaceae,
Burseraceae,
Simaroubaceae, Rutaceae
Myristicaceae, |lliciaceae

Rubiaceae, Rosaceae,
Asteraceae, Fabaceae,
Rutaceae, Bromeliaceae,
Poaceae

Rutaceae, Pittosporaceae,
Fabaceae, Moraceae

Rutaceae

Araliaceae, Asteraceae,
Pittosporaceae,
Campanul aceae
Araliaceae,
Pittosporaceae,
Asteraceae,
Berberidaceae,
Ranunculaceae
Capparaceae, Rosaceae,
Theaceae, Alliaceage,
Vitaceae, Rutaceae,
Brassicaceae,
Ranunculaceae,
Hamamelidaceae
Araliaceae, Geraniaceae
Fabaceae, Brassicaceae,
Asparagaceae
Asteraceae,
Gentaniaceae,
Typhaceae, Loganiaceae,
Rosaceae

Asteraceae,
Magnoliaceae, Pinaceae,
Piperaceae, L amiaceae,
Poaceae
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Los compuestos volatiles, que incluyen ftaidas, hasta ahora se han reportado sélo en
algunos representantes de la subfamilia Apioideae (Pimenov y Leonov, 1993), en algunos hongos,
bacterias y agunas hepaticas (Lin et al., 2005). Estos compuestos se encuentran en aceites
esenciales destilados de hojas, talos y raices y son los responsables de la actividad antifingicay
actividad relgjante sobre e misculo liso, por mencionar algunas. Muchos de estos compuestos estan
presentes en esencias altamente valoradas en laindustria aimenticiay farmacéutica

No existen estudios fitoquimicos de las partes aéreas de L. porteri 0 alguna otra especie del
mismo género, los estudios se han concentrado en los componentes quimicos, principamente

ftélidasy fenilpropanoides, presentes en laraiz y la farmacologia de éstos.

Biologia de Ligusticum porteri y Petroselinum crispum

El género LigusticumL.

El nombre del género se deriva del latin Ligustikon o Ligystikos y hace referencia a la abundancia
de una planta de la familia Apiaceae, probablemente Levisticum sp., que crecia en la region de
Liguria, cuyo territorio incluia partes de o que ahora es el sureste de Francia asi como la provincia
deLiguriaen Italia (Cronquist et al., 1997; Huxley et al., 1999).

El género Ligusticum de la familia Apiaceae incluye 25 especies distribuidas en la zona
templada del hemisferio norte y oeste, de las cuales 11 especies estan distribuidas en Norte
América: L. scothicum L., L. tenuifolium S. Watson, L. filicinum S. Wats., L. porteri Coulter &
Rose (Figura 2), L. grayi Coulter & Rose, L. hultenii Fernald, L. canadense L., L. californicum
Coulter & Rose, L. canbyi Coulter & Rose, L. apiifolium (Nutt.) A. Gray y L. verticillatum (Geyer)
Coulter & Rose (Mathias y Constance, 1944; Pimenov y Leonov, 1993; USDA Natural Resources
Conservation Service, 2007).

En Estados Unidos se recolectan L. filicinum, L. tenuifoliumy L. grayi ademéas de L. porteri
con propdsitos medicinales y son utilizadas y vendidas con el nombre de “osha’ en los mercados.
Estas especies se distinguen por la estructura 'y € nimero de rayos de la umbela (Cronquist et al.,

1997), aunque frecuentemente son confundidas con Conioselinum scopul orum (Applequist, 2005).
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Descripcion botanica del género Ligusticum
(basada en Cronquist et al., 1997; Mathias y Constance, 1944; observaciones
per sonales)

Hierbas monoicas, perennes. Tallos duros o delgados, erectos, escaposos a caul escentes, sencillos o
ramificados, glabros o algo puberulentos. Raiz axonomarfica, perenne, con pocas raices adventicias
desde la corona, fibrosas y coronada sobre la raiz principal. Hojas ternadas y ternadas-pinnadas
compuestas a disectadas, pecioladas, membranosas a subcoriéceas, basaes o caulinas o totalmente
basales; con o sin faliolo ancho bien definido, lineales a obovadas o0 cuneadas, completa o pinnadas
lobadas e incisas; peciolos cubiertos. Inflorescencia de umbel os compuestos; pedincul os terminal es
o laterales, 0 s6lo terminales, rayos pocos a numerosos, esparcidos ascendentes, involucro ausente o
de brécteas deciduas inconspicuas; involucelo ausente, 0 de pocas brécteas o bracteletas estrechas
inconspicuas lineales o filiformes mas cortas que las flores, pedicelos delgados, esparcidos
ascendentes. Flores blancas o algunas veces rosadas; dientes del caliz evidentes a oscuros; pétalos
espatulados a obovados con un &pice inflexible estrecho; estambres 5; ovarios 2; estilos cortos,
esparcidos; € estilopodio bajo conico o casi en forma de cojin; carpéforo bifido en la base. Fruto
esquizocarpo de 2 mericarpos, oblongo a ovado o suborbicular, subterete o ligeramente comprimido
|ateralmente, glabro, costillas evidentes, a veces aladas, aceites resinosos 1-6 en los intervalos, 2-10
en la comisura; mericarpo con una semilla aplanada dorsalmente o subterete en seccién transversal,
normal mente acanaladas bajo los intervalos, la cara plana a profundamente concava, con o0 sin una

cresta central longitudinal. n = 11.
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Figura 2. Ligusticum porteri. Hunt Institute for Botanical Documentation.
Carnegie Mellon University, Pittsburgh, Pennsylvania.
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Ligusticum porteri Coulter & Rose

Laclasificacion taxonémicade L. porteri se muestraen la Tabla 6:

Tabla 6. Taxonomia de Ligusticum porteri (Cronquist et al., 1997; Pimenov y Lemonov, 1993).

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Superdivision Espermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae

Orden Apiales

Familia Apiaceae
Subfamilia Apioideae

Tribu Apieae

Género LigusticumL.
Especie Ligusticum porteri Coulter & Rose

Los sindnimos de L. porteri (J.M. Coulter & Rose, Revision of North American Umbelliferae, 86.
1888) son:
e Ligusticum goldmani J. M. Coulter & Rose, Proceedings of the Washington Academy of
Sciences, 1: 146. 1900.
e Ligusticum nelsoni J. M. Coulter & Rose, Proceedings of the Washington Academy of
Sciences, 1: 147. 1900.
» Ligusticum simulans J. M. Coulter & Rose, Contributions from the U. S. Nationa
Herbarium, 7: 135.1900.
» Ligusticumaffine A. Nelson, Bulletin of the Torrey Botanical Club, 28:223-224. 1901.
»  Ligusticum madrense Rose, Contributions from the U. S. National Herbarium, 8: 336. 1905.

Descripcion boténica de L. porteri
(basada en Mathias 'y Constance, 1944; Cronquist et al., 1997; Galaviz et al., 1994,
Constance et al., 1976; observaciones personales) (Fig. 2y 3A-1)

Hierba monoica, perenne. Tallo firme, caulescente, ramificado libremente, de 5 a 10 dm de altura
(Fig. 3A-B), glabro a través de o la inflorescencia puberulenta. Raiz axonomorfica, perenne, con

pocas raices adventicias desde la corona, fibrosas y coronada sobre la raiz principal (Fig. 3B-C).
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Hojas ovadas en e contorno genera (Fig. 3E), excluyendo los peciolos 15-28 cm de largo, 12-20
cm de ancho, 1-3 ternadas-pinnadas, foliolos ovados, mayormente distintos, sésiles a peciolados,
255 cm de largo, 1-3 cm de ancho, regularmente incididos, los I6bulos obtusos o agudos,
completamente o dentados; peciolos 1-3 dm de largo; hojas caulinas como las basales, con
divisiones poco lobadas; pedinculos firmes, alternados y agunas veces verticilados, 6-30 cm de
largo, ligeramente hinchados en € &pice; involucro ausente u ocasionalmente solitario en una
bréctea decidua; involucelo ausente o en varias bracteletas lineales, 2-7 mm de largo, igualmente o
mas cortos gue las flores y frutos. Inflorescencia de umbelos compuestos (Fig. 3F), los rayos del
umbelo principal generalmente 10 o 13-25, 11-24 rayos, ascendentes, desiguales, 2.5-6 cm de largo;
pedicel os ascendentes separados preferentemente estrictos, 5-12 mm de largo. Flores blancas (Fig.
3G). Estambres 5. Ovarios 2. Frutos esguizocarpicos oblongos (Fig. 3H), 5-8 mm de largo, 2-4 mm
de ancho, teretes, |as costillas estrechamente aladas; 4-6 tubos aceitosos en los intervalos, 8-10 en la
comisura. Semillas aplanadas dorsalmente en la seccion transversal, acanaladas bajo los tubos. n =
11 (Figura 3l).
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Figura 3. Ligusticum porteri Coulter & Rose en Chihuahua, M éxico (Octubre 2005).
A-B. Planta completa (D. Goldhaber), barra: 20 cm, C-D. Raiz (D. Goldhaber), barra: 10 cm, E. Hojas (D.
Goldhaber), barra: 10 cm, F. Inflorescencia (R. Bye), barra: 5cm, G. Flores (R. Bye), barra: 5cm, H. Frutos (R.
Bye), barra: 5 cm, |. Semillas (R. Bye).
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Distribucién geogréfica

Existen 10 especies en Norte América y Ligusticum porteri es la especie que se encuentra en €l
limite sur de su distribucion geografica. Es una especie holartica propia de climas templados con
poblaciones en bosques de pino-encino en el norte de la Sierra Madre Occidenta en los estados de
Chihuahua, Durango y Sonora y en el sur de las Montafias Rocallosas en Estados Unidos en los
estados de Colorado, Wyoming, sur de Idaho, sur de Utah, Nuevo México, este de Nevaday sur de
Arizona (Mathias y Constance, 1944; Cronquist et al., 1997) (Figura 4) con poblaciones muy
pequefias y muy dispersas en un espacio extenso (Walter y Gillet, 1998).

Figura 4. Distribucion geogréfica deLigusticum porteri en México y Estados Unidos (M odificado dew® TROPICOS
deMissouri Botanical Garden, 2006).

Etnobotanica

Ligusticum porteri es conocida como “chuchupate”, “chuchupaste” “guarica’, “chuchufate” y
“chuchupasto” en Chihuahua y € Distrito Federal; “ha-chi-de”, “ha-chi-di” por los Mescaleros
Apaches en Nuevo México; “kwimi dechi” por los Zunis en Nuevo México; “osha’ en Colorado,

Nuevo México; “pah-net-snap” por los Pauite en Utah; “raiz angélica’ en Texas; “raiz de cochino”
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en Durango; “wadda-e-gopa’ por los Puites en Nevada, “wasia’ por los Tarahumaras en
Chihuahug; “yerba del cochino” en Chihuahuay Durango (Linaresy Bye, 1987).

En la antigliedad, la raiz estaba recomendada en Guazépares para € dolor precipitado y
colicos; en Guaguachic para limpiar los oidos con sefiales de piojos; en Chinipas para dolores
generales y en San Buenaventura y Nabogame para la flatulencia y otros desdrdenes intestinales.
“Chuchupastle’ era una planta medicinal para los indigenas Névomes de Sonora. “ Chuchupasto”
fue registrada entre los indigenas Tepehuanes de Chihuahua. “Chuchupate’, un remedio para
colicos y flatulencia en Florilegio Medicinal de Todas las Enfermedades (Esteyneffer, 1978), es
probable que serefieraalalL. porteri nativa més que a M. balsamum de Sudamérica, reportado por
Anzures y Bolafios (1978) (Linares y Bye, 1987; Bye, 1986). Es utilizada para quitar el dolor del
pulmén causado por trabajar mucho o bien por levantar cosas pesadas cuando |a persona se empieza
a hacer viglay que se manifiesta por cansancio, se toma una taza del cocimiento de laraiz, por la
mafiana, a medio diay por latarde (Argueta et al., 1994).

Laraiz de L. porteri es gruesay con un olor fuerte y muy caracteristico. La infusién de la
raiz seca o fresca se consume para aiviar dolores de estémago, colicos, Ulceras y diarreas, como
analgésico y remedio contrala bronquitis, neumonia, tuberculosis, resfriados y tos. Lasinfusionesy
extractos al cohdlicos se consumen para diviar la garganta irritada, la infusién se utiliza de manera
tépica contra dolores del cuerpo y en bafios para el tratamiento de fiebres. La infusion se
recomienda para tratar diabetes, problemas de circulacion y resacas. Laraiz pulverizada se aplica de
manera tpica en heridas y cortaduras para prevenir infecciones. En el sur de Colorado y la zona
adyacente de Nuevo México, se rasura la raiz secay se mastica como aperitivo y para mantener la
juventud del cuerpo, se ha sugerido que es e equivalente mexicano del ginseng. Se cree que a
colocar € cataplasma de laraiz en mordidas de insectos y aacranes, saca el venenoy e cataplasma
solo 0 combinado con pino (Pinus edulis) y hojas de “ponche mexicano” (Nicotiana sp.) se aplica
en &reas dd cuerpo con dolores reuméticos, calambres y huesos rotos. La raiz se utiliza como
emético mezclada con sal y agua caliente (Linares y Bye, 1987; Appelt, 1985; Ortiz et al., 2007;
Bye, 1985).

Las hojas y las raices pulverizadas de L. porteri son valoradas como condimento para
carnesy frijoles. En el Valle de San Luis en Colorado, “osha del jardin” (Levisticum officinale) es
utilizada como sustituto de “osha” (Linaresy Bye, 1987; Byey Linares, 1986).

Las infusiones de L. porteri son utilizadas en ceremonias rituales-curativas por los
Tarahumaras y Zunis (Camaziney Bye, 1980). Laraiz es utilizada como talisman para algjar a las
brujas y serpientes venenosas asi como para dar suerte. Para contrarrestar |os efectos del “aire’, e

cuerpo completo se soba con la tintura. Los Tarahumaras también utilizan la raiz como piscicida
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(Linaresy Bye, 1987).

Entre los indigenas Tewa de Nuevo México, laraiz de “osa” era altamente apreciada para
tratar diarrea y otros desOrdenes gastrointestinales. Robbins y cols. (1916) reportaron que una
planta, talvez Angelica grayi, tiene unaraiz similar alade L. porteri pero sin e olor caracteristico.
También indicaron que laraiz se utiliza de manera similar por los indigenas Yavapais y otras tribus
en e sur de Arizona y que es un articulo de intercambio entre los Tewa y los vendedores
ambulantes mexicanos. Entre los indigenas Pauite del sur de Utah, L. porteri (antes identificada
como L. apiifolium era un remedio popular para el dolor de estomago (Linaresy Bye, 1987).

En Sonora, la flora medicinad Pima de Yecora la menciona para “el tratamiento del
resfriado, tos, estdbmago suelto, falta de suefio: se toma una taza de cocimiento de la raiz, en la
mafanay en latarde. Para € tratamiento de las picaduras de alacrdn o reumas: se toma un vaso del
cocimiento de laraiz, tres veces a dia. Para el mal puesto: se reza cuando se esta cociendo laraiz y
se da una copita a la persona, tres veces a dia. También menciona la causa y sintomas de estas
enfermedades:. € resfriado y la tos se presentan generalmente en tiempos de frio, por el cambio de
clima. Lafalta de suefio puede deberse a que el estbmago esta muy recargado, porque se ha comido
mucho o que la comida tenia mucho chile o grasa. Las reumas se deben a que ala personalellovié
en el campo y se quedd con la ropa mojada y se le secO en el cuerpo, o se acercd a fuego con la
ropa mojada. Una persona tiene mal puesto por problemas personales con otras personas, éstas le
desean todo mal, si |a persona es déhil de pensamiento y no tiene fe, se enfermay puede morir. La
persona que esta tomando la raiz no se debe mojar, si 10 hace se le puede hinchar el cuerpo, por 1o
gue se recomienda no coger agua. Laraiz se puede colectar en cualquier tiempo, pero en octubre es
mejor porque ya esta “sazona” (Galaviz et al., 1994).

En Durango la infusion de la raiz se bebe para aliviar € dolor de estémago, remedio que
también se da alos nifios paratratar |os colicos (Arguetaet al., 1994).

Los indigenas Zuni del oeste-centro de Nuevo México utilizan la raiz pulverizada en agua
fresca aplicada en €l cuello e ingerido para aiviar la garganta adolorida. La infusién es aplicada
tépicamente para aliviar dolores del cuerpo. En ceremonias curativas, la raiz es masticada por €
pacientey el curandero paraaliviar varios padecimientos (Camaziney Bye, 1980).

A través de toda su distribucion natural, grupos indigenas hispanos y americanos usan y
compran “chuchupate’. Més alla de su distribucion en el noreste'y centro de México, es considerada

unamedicina efectiva que exige un ato precio (Linaresy Bye, 1987).

21



Fitoquimica

En la raiz de L. porteri se han identificado las ftaidas Z-ligustilida, E-ligustilida, (2)-3-
butilideneftdlida (Delgado et al., 1992; Cégiéla-Carlioz et al., 2005), riligustilida, (Z,Z')-rel-(6R,
7R)-6.6',7.3d-diligustilida y Z-8.6',3.7'-diligustilida (Delgado et al., 1988; Reza, 1987), los
terpenoides a-pineno, a-felandreno, limoneno, B-felandreno, a-terpineno, p-cimeno (Delgado et
al., 1992), oa-tujeno, sabineno, B-pineno, mirceno, y-terpineno, cistujona, 1,2-epdxido de o-
felandreno, sabinol, a-terpineol, a-barbateno, B-funebreno, widreno, miristicina, -barbateno, a-
chamigreno, a-eudesmol, 1,3,8-mentatrieno, terpinen-4-ol, 2,5-dimetoxi-p-cimeno, kesano,
liguléxido (Cégiéla-Carlioz et al., 2005), los compuestos fendlicos isovainillina, &cido 4-hidroxi-3-
metoxicindmico (Delgado et al., 1988; Reza, 1987) elemicina, o-metileugenol y otros compuestos
como pentilbenzeno, timil metiléter, carvacril metiléter, isotujil acetato, sabinil acetato, trans-
pinocarveil acetato, bornil acetato, 4-vinilguayacol, 4-terpinil acetato, a-terpinil acetato (Cégiéa
Carlioz et al., 2005).

De otras especies del género Ligusticum como: L. involucratum, L. elatum, L. multivittatum,
L. tenuissimum y L. seguieri se han identificado: bergapteno, psoraleno, anomalina, pterixina,
kelactona (Appelt, 1985); &cido ferulico, tetrametilpirazina, coniferil ferulato (Li et al., 2006);
guercetina (3-rutinésida 'y 3-glucésido), luteolina (Crowden et al., 1969); manitol, trans-kelactona,
[B-sitosterol (Kapoor et al., 1972), isoimperatorina, iSooxipeucedanina, bergapteno (Lemmich et al.,
1971), anomalina, pterixina, selinidina, epoxipterixina, cis-kelactona (Gupta et al., 1975),
liginvolonas A-D (Shibano et al., 2005), imperatorina, xantotoxina, isopimpinelina, angelicina,
umbeliferona, nutalina, ciskelactona, 3 (R),4 (R)-4 senecioil kelactona, 3'(R),4'(R)-3 ,4 -
disenecioil  kelactona, (+)-octanocilomatina,  (+)-decanoilomatinga,  (+)-dodecanoulomatina,
falcarindiol, &cido ferulico, (+)-peujaponisina y multivitanas A-D (Kondo et al., 2008). Cabe
mencionar que estos compuestos también han sido identificados en especies de los géneros Cnidium
(Kobayashi et al., 1987), Meum (Kaouadji y Pouget, 1986), Apium (MacLeod y Ames, 1989) y
Angelica (Kaul et al., 1996). Los géneros Cnidium, Meumy Apium, que pertenecen a la subfamilia
Apioideae y a la tribu Apieae, pueden ser agrupados taxondmicamente desde el punto de vista
fitoquimico, y éstos a su vez, agruparse con el género Angelica (tribu Angeliceae), debido a que

bi osintetizan los mismos ti pos de compuestos encontrados en raices y partes aéreas.
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Problematica en el aprovechamiento de Ligusticum porteri en México

Mientras que su aprovechamiento se mantuvo como remedio contra males de las comunidades
locales, las poblaciones de L. porteri se conservaron; sin embargo, ahora han sido y son sumamente
afectadas por la accion combinada del aumento de la demanda y la poblacién que han resultado en
la colecta indiscriminada de su raiz, ademés del sobrepastoreo, la pérdida de su habitat debido ala
tala inmoderada de los bosgues y su uso se ha extendido a las ciudades del pais, o que ha hecho
crecer la presién por la colecta para su comercializacion y sobre todo porque su cultivo por métodos
agricolas ha sido muy poco eficiente (CITES, 1999).

Esta especie fue propuesta en 1999 por la Universidad de Maryland dentro del Programa de
Desarrollo Sustentable y Biologia de la Conservacion a la Autoridad Cientifica del Departamento
de Pesca y Vida Silvestre de Estados Unidos para ser incluida en € Apéndice Il de CITES
(Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora) debido a la
creciente demanda de la plantay a que laindustria no distingue entre especies de Ligusticum, lo que
amenaza también a resto de ellas (CITES, 1999). En México, la norma oficid NOM-004-
RECNAT-1996 que trata sobre los procedimientos, criterios y especificaciones para redizar €
aprovechamiento, transporte y almacenamiento de raices y rizomas de vegetacion forestal no
incluyeal. porteri.

Ademés, L. porteri esta citada como especie “rara’ por la Lista Roja de Plantas
Amenazadas de 1997 (Water y Gillett, 1998). Esto significa que L. porteri tiene una poblacion
mundia pequefia que no esta en peligro de extincién o es vulnerable, pero estd en riesgo de serlo.
Las especies designadas como raras tienen un tipo de habitat especifico, una distribucion restringida
0 se le encuentra ampliamente dispersa en un &rea muy extensa (Walter y Gillett, 1998). El Fondo
parala Vida Silvestre Mundial (World Wildlife Fund) clasificd a las poblaciones de L. porteri en
declive desde hace 10 afios (Robbins, 1999).

El género Petroselinum Hill

El nombre del género viene del griego Petroselinon, el nombre del pergjil comun. Es un género con
8 especies: P. crispum (Mill.) Nyman ex A. W. Hill (Figura 5)., P. dissectum Benth, P. hortense
Hoffm., P. humile Meisn, P. peregrinum Lag., P. petroselinum (L.) H. Karst., P. sativum Hoffm., y
P. vulgare Lag. Es un género nativo de Europay laregion del Mediterraneo. En €l Valle de México

existe solo una especie, P. crispum.
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Descripcion boténica del género Petroselinum
(basada en Calderon de Rzedowski, 2001; Cronquist et al., 1997; observaciones
per sonales)

Hierbas bianuales. Tallo corto. Una raiz principal, pivotante. Hojas basales pinnadas o ternadas-
pinnadas; compuestas 0 decompuestas; pecioladas, con los peciol os envainantes en la base; [aminas
una 0 més veces 0 pinnadas, 0 bien, ternado-pinnadas, los Gltimos segmentos ovados a lineares,
dentados o lobados. Inflorescencias en forma de umbel as compuestas; sobre pedincul os terminales
y axilares; involucro constituido por pocas brécteas inconspicuas o ausente; involucelo de varias
bracteolas lineares, cortas; radios pocos a numerosos, extendidos y ascendentes. Flores amarillas o
verdoso-amarillentas; dientes del cdliz diminutos u obsoletos; pétalos con e pice angosto e
inflexo; estilos cortos, extendidos, estilopodio bajo, conico; carpéforo partido hasta la mitad o hasta
labase. Fruto esquizocérpico de 2 mericarpos (“semillas’) ovoide a oblongo, aplanado lateral mente,
glabros, con las costillas prominentes, filiformes, tubos oleiferos solitarios en los espacios

intercostalesy dos en la caracomisural. n = 11.
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Figura 5. Petroselinum crispum (Mill.) Nyman ex A.W. Hill.
(Cronquist et al., 1997).
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Petrosalinum crispum (Mill.) Nyman ex A. W. Hill

La clasificacion taxondmica de Petroselinum crispum se muestraen la Tabla 7:

Tabla 7. Taxonomia de Petroselinum crispum (Cronquist et al., 1997; Pimenov y L emonov, 1993).

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta

Superdivision Espermatophyta

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Subclase Rosidae

Orden Apiales

Familia Apiaceae

Subfamilia Apioideae

Tribu Apieae

Género Petroselinum Hill

Especie Petroselinum crispum (Mill.) Nyman ex
A.W. Hill

Descripcion boténica de P. crispum

(basada en Calderon de Rzedowski, 2001; Argueta et al., 1994; observaciones
personales) (Fig. 5y 6A-G)

Hierba (Fig. 6A) bianual o anual, glabra, erecta, hasta de 1.3 m de adto. Tallo corto (Fig. 6B). Una
solaraiz, largay de color claro (Figura 6C). Hojas basales (Fig. 6D); hojas inferiores sobre peciolos
de 10 a 20 cm de largo, |&minas biternadas o bi a tripinnadas, de 4 a 10 cm de largo y de ancho,
foliolos peciolulados, ovados a estrechamente |lanceol ados, enteros, trifidos, dentados o lobulados,
de2 a5 cmdelargo por 0.5 a4 cm de ancho; las hojas superiores con |os peciolos més cortos (Fig.
6E), totalmente envainantes y con las divisiones mas angostas en general. Inflorescencias en
umbelas (Figura 6F) numerosas, terminales y axilares, sobre peddnculos de 3 a 15 cm de largo,
involucro ausente o formado por pocas bracteas enteras, inconspicuas, radios 10 a20, de 1 a5 cm
de largo, involucelo de 4 a 7 bracteolas lineares o lanceoladas. Flores amarillas (Figura 6G),
amarillo-verdosas o blanco-verdosas; fruto ovoide-oblongo, de 2 a4 mm de largo por 1 a3 mm de
ancho; n = 11 (Figura 6H). Originaria de la regién del Mediterraneo, esta presente en climas
célidos, semisecos, semicdlidos y templado desde 200 a 2300 m.s.n.m. Ha sido introducida y
cultivada en muchos lugares del mundo; esporadicamente se le encuentra escapada y esta adaptada

adiferentes condiciones ecol dgicas.
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Figura 6. Petroselinum crispum A. Planta completa (D. Goldhaber), B. Tallo (D. Goldhaber), barra: 1.5 cm, C. Raiz
(D. Goldhaber), barra: 10 cm, D. Hojas inferiores (D. Goldhaber), barra: 5 cm, E. Hojas superiores (D.
Goldhaber), barra: 5 cm, F. Inflorescencia (D. Goldhaber), barra: 10 cm, G. Flores(D. Goldhaber), barra: 5 cm,
H. Semillas (D. Goldhaber).
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Etnobotanica

En € siglo XVII, Gregorio Lopez relata que € perejil “abrey desopila higado y bazo, provoca orina
y menstruacién, deshace piedra de vejigay rifiones, disminuye la leche en las que crian, resuelve
ventosidades y cura apostemas, sana sarna y postillas, es contra tiricia, alegra y refresca la sangre,
calientalos miembros a que estafrioy helado” (Arguetaet al., 1994).

A inicios del siglo XVIII, Juan de Esteyneffer sefiala su uso “contra la hidropesia, males de
la pituita, desgano de comer, cdlera, destemplanza del higado, obstruccion hepética, hidropesia,
caenturas y morbo gdlico”. Para € siglo XX, Alfonso Herrera refiere: su utilidad contra la
conjuntivitis, también como diurético, antiperiédico y emenagogo y ademas su uso como
condimento. Posteriormente, Maximino Martinez reporta su empleo como afrodisiaco,
antiepiléptico, antipirético, diuréico, hemostético, hidropesia y para la nefritis. Finamente, Luis
Cabreralacita como afrodisiaco, diurético y emenagogo (Argueta et al., 1994).

Las hojas frescas del pergjil son ampliamente utilizadas como adorno y cortadas, ya sea
frescas 0 secas, para dar un sabor caracteristicamente fuerte a los alimentos en todo e mundo.
Todas las partes de la planta son utilizadas en infusiones o tinturas como carminativo,
antiespasmadico, diurético (Kreydiyyeh y Usta, 2002), emenagogo, expectorante, antirreumdtico,
antibacterial y antioxidante (Wong y Kitts, 2006; Zhang et al., 2006). Tradicionalmente, se ha
usado para dispepsias flatulentas, cistitis cdlica, disuria, tos con bronquitis en gente mayor,
dismenorrea, amenorrea funcional, mialgia'y especificamente para dispepsia flatulenta con célicos
intestinales (Gbolade y Lockwood, 1999).

En Michoacan y Puebla el pergjil es utilizado para el dolor de muelas, con este propdsito se
hacen buches con e cocimiento de tallos y hojas. En Guerrero se utiliza como diurético,
carminativo y emenagogo. Para obtener estos efectos se toma &l cocimiento de la planta completa
en la comida o se bebe como caldo. De igual forma, se aconsga usarlo cuando hay calor en €
estdmago o pafio en la cara, aunque en este Ultimo caso se puede comer crudo, en ensalada.

Por otra parte, para controlar la hemorragia nasal por calor, se emplea la infusién de la
planta. Parabgjar de peso setomael jugo de todalaplanta. Y como anticonceptivo se bebe el té por
tres dias seguidos antes de la regla. Ademas se le utiliza en enfermedades de tipo digestivo como
diarrea, cdlicos de nifios, dolor de estébmago, asi como para diviar las postemillas, curar €
“espanto” y € “susto”. El pergjil, la abahaca y € sauco, se emplean para tratar la “caida de
mollerd’, con este fin la curandera lava a la criatura con las plantas, después de haberle hecho una
“limpia’ con romero, sauco y albahaca. En general, esta especie se utiliza para el tratamiento de la

bilis, vesicula, bronconeumonia, tosferina, para favorecer la menstruacion o retenerla, la “aferecia
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de nifio”, la circulacion, e corazon y “hervor de sangre’, “ma de orin”, la diabetes, cdlicos,
hemorragianasal, caspay € “ataque” (Argueta et al., 1994).

En Puebla, se utilizan los talos y las hojas en fresco para el “espanto”, “ma de 0jo” y
ataques. En Pahuatlén, para el “espanto”, se pone a calentar una hoja de pldtano himeda, se coloca
encima la hierba del golpe, pergjil, toronjil, estafiate, ruda, Santa Mariay muicle, se tapa por tres
minutos, luego se restriega en una bandeja con medio litro de refino, se le da atomar a enfermo un
vasito y lo demés se frotaen el cuerpo (Martinez et al., 1995).

El nombre local es pergjil, su uso es como especiay medicinal, la parte usada son los tallos
y hojas y su distribucion en Puebla es en Cuetzalan del Progreso y Pahuatlan, crece en huertos, es
de abundancia regular, se cosecha de agosto a septiembre, tiene calidad de planta“ caliente” y su via
de administracion es ora o local (Martinez et al., 1995).

Fitoquimica

De aceite esencia de hojas y peciolos se han identificado los monoterpenoides o y B-pineno,
sabineno, p-xileno, mirceno, a y p-felandreno, terpinoleno, p-mentatrieno (Freeman et al., 1975),
timol, p-menta-1,3,8-trieno (Simon y Quinn, 1988), a-tujeno, campfeno, sabineno, o y y-terpineno,
limoneno, cisy trans-f3-ocimeno, p-cimeno, a-terpinoleno, a-cubebeno, vy y-elemeno, a-terpineol,
o Yy B-terpineno; los sesquiterpenoides y-cadineno, B-bisaboleno, &-cadinol, p-cariofileno, a-
copaeno, sesquitefelandreno, miristicina, apiol, elemicina, criptona (MacLeod et al., 1985) y carotol
(Karting et al., 1972); las furanocumarinas psoraleno, bergapteno, xantotoxina, isopimpinelina,
isoimperatorina, oxipeucedanina, hidrato de oxipeucedanina, saxalina, graveolona (Beber et al.,
1994; Chaudhary et al., 1986); e flavonoide quercetina (Crowden et al., 1969); los acoholes cis-
hex-3-en-1-ol, etanol y metanol (Freeman et al., 1975); los componentes azufrados sulfuro de
dimetilo, disulfuro de carbono, disulfuro de dimetilo; los hidrocarburos arométicos benceno,
tolueno, etil benceno, o y p-xileno, 4-isopropenil-1-metilbenceno, cumeno, naftaleno, 4-propan-2-
ol-2-il-tolueno (Simon y Quinn, 1988; Karting et al., 1972); los aldehidos fenilacetaldehido,
hexanal (MacLeod et al., 1985), trans-2-hexenal, y 2,4-decadiena y & compuesto organico
benzoato de bencilo (Karting et al., 1972).

Del aceite esencial de los frutos son varios los metabolitos que se han identificado: las
furanocumarinas oxipeucedanina, isoimperatorina, imperatorina, psoraleno (Ceska et al., 1987). Del

aceite esencial de las semillas se han identificado |os sesquiterpenos crispano, crispanona (Spraul et
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al., 1992) y heraclenol (Kato et al., 1978). Del aceite esencia de la raiz se han identificado los
alcoholes poliacetilénicos falcarinol y falcarindiol (Nitz et al., 1990); los monoterpenos o. y p-
pineno y los fenilpropanocides miristicina y apiol (Lamarti et al., 1991); los sesquiterpenoides
crispano y crispanona (Spraul et al., 1992) y la furanocumarina oxipeucedanina (Chaudhary et al.,
1986)
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M etabolitos secundarios

Las plantas han sido utilizadas durante siglos por diversos grupos humanos para tratar diversos
padecimientos ya que representan la principal fuente de productos naturales que producen efectos
terapéuticos importantes en € cuerpo humano. Estos productos naturales o metabolitos secundarios
representan un recurso para el desarrollo de nuevos farmacos (Rao y Ravishankar, 2002).

Las vias metabdlicas primarias que dan origen a los compuestos primarios: aminoéacidos,
proteinas, carbohidratos, lipidos, acidos nucleicos, &cidos carboxilicos, etc., suministran un ndmero
sorprendentemente reducido de moléculas fundamentales, las cuaes, a través de las mismas o
similares vias de biosintesis, dan origen a otro tipo de compuestos que por sus caracteristicas
particulares y especificas se denominan metabolitos secundarios. Estos se caracterizan por la gran
heterogeneidad de su estructura quimica, su distribucion restringida, su formacién por medio de
enzimas codificadas por material genético especial, € control estricto de su biosintesis, la
comparti mentacién de enzimas, precursores, intermediarios y productos involucrados en su biosintesis,
almacenamiento y desintegracion, la expresion de este metabolismo como un aspecto de
especializacion celular, o bien, de la formacién de nuevas células especializadas que se integran en los
programas de diferenciacion y desarrollo del organismo productor, la importancia relativa para la
célula sintetizadora como tal, y la mayor importancia para el organismo como un todo y la falta de
continuidad filogenética en muchos de ellos (Anaya, 2003).

Sin embargo, algunas de las caracteristicas anteriores pueden ser aplicables a ciertos
compuestos primarios como las proteinas; por ello, en algunos casos, es sumamente dificil establecer
una frontera definida entre metabolitos primarios y secundarios, por ejemplo, existen muchos amino
&cidos poco comunes, que deben ser considerados como metabolitos secundarios, por € contrario,
muchos de |os compuestos considerados como secundarios se encuentran presentes en todas las plantas
y son esenciales para su sobrevivencia (Anaya, 2003).

Respecto a los precursores de los metabolitos secundarios, éstos se pueden derivar del acido
shiquimico, es precursor de muchos compuestos arométicos, incluyendo los aminoécidos arométicos,
acidos cinamicos y ciertos polifenoles; los aminoécidos ornitina, alanina, lisina, fenilalanina y
triptéfano, entre otros compuestos, dan origen a los acaoides, y € acetato, es precursor de
poliacetilenos, polifenoles, flavonoides, naftalenos, antracenos e isoprenoides a través de rutas
bi osintéticas separadas (Anaya, 2003; Vaencia1995).

Los metabolitos secundarios desempefian un papel ecol 6gicamente importante. Son moléculas
gue acarrean informacion del organismo hacia € medio, particularmente hacia otros organismaos
(Anaya, 2003). En € caso de las plantas, los metabolitos secundarios pueden servir como atrayentes
para polinizadores, servir como defensa, proteccion o quimicos de atague contra microorganiSmos,

insectos y herbivoros e incluso contra otras plantas como herbicidas (Verpoorte et al., 2000).
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Sin embargo, la disponibilidad de los metabolitos secundarios es un factor limitante debido a
dos causas basicas. intrinsecas o enddgenas donde intervienen factores inherentes a la genética del
organismo vegeta, € estado fisioldgico y de desarrollo, y extrinsecas o exdgenas, con factores
inherentes alas condiciones del medio en que crece la planta como la sobreexpl otacién, mal manejo de
las fuentes naturales, a sobrepastoreo, a continuo cambio en los ecosistemas y sobre todo a rapido
crecimiento poblacional humano que han puesto en peligro de extincion o han extinguido ya a muchas
especies vegetales (Chrispeelsy Sadava, 1994; Vaencia, 1995; Oskman-Cadentey e Inze, 2004).

Por estas razones la blisqueda de nuevas aternativas para la produccién de compuestos Utiles
de origen vegeta y estudios biotecnoldgicos, especificamente el cultivo de tejidos vegetales, tienen
potencial para darle valor agregado a la agricultura tradicional respecto ala produccién de metabolitos
bioactivos vegetales, ya que ofrecen la oportunidad de explorar las células, tejidos, érganos o €
organismo completo para cultivarlos in vitro y Ilegar a manipularlos genéticamente para obtener estos
compuestos. Ademas del interés comercial, los cultivos celulares de vegetales son un sistema modelo

muy Util para estudiar la biosintesis de metabolitos secundarios (Verpoorte et al., 2000).

Aceites esenciales

Los aceites esenciales son comercialmente importantes porque sirven de base en los perfumes
naturales y en especiasy como saborizantes en laindustria alimenticia. Las familias boténicas ricas en
aceites esenciales son: Asteraceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Pinaceae, Rosaceae, Rutaceae,
Brassicaceae, Liliaceae y Apiaceae (Harborne, 1973).

Estos compuestos pueden actuar como repelentes de insectos, animales o parasitos,
previniendo la destruccién de las flores y hojas, pueden desempefiarse como atrayentes de insectos
parala polinizacién o en algunos casos gjercer €l papel de reservas parala planta, para sellar heridas o
como proteccion contrala evaporacion excesivade agua (Tyler et al., 1988; Guenther, 1942).

L os constituyentes quimicos de | os aceites esencial es se pueden dividir en dos clases generales
basados en su origen biosintético: (1) derivados de terpenos formados por la ruta acetato-acido
mevalénico y (2) compuestos aromaticos formados por la via del &cido shiquimico-fenilpropanoide
(Tyler et al., 1988). Los terpenos presentes en aceites esenciales pueden dividirse en mono y
sesquiterpenos e isoprenoides C,, ¥ Cys5; y los monoterpenos se pueden dividir a su vez en aciclicos
(geraniol), monociclicos (limoneno) o biciclicos (o y B-pineno), y dentro de cada grupo, los
monoterpenos pueden ser hidrocarbonos insaturados (mentol) o tener grupos funcionales y ser

alcoholes (mentol), aldehidos o cetonas (mentonay carvona) (Harborne, 1973).
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Practicamente, todos los aceites esenciales consisten de mezclas quimicas que general mente
son muy complejas y varian en composicion. Casi cualquier tipo de compuesto organico puede
encontrarse en ellos como hidrocarburos, alcoholes, cetonas, aldehidos, ésteres, Oxidos, éteres, entre
otros, y sélo algunos aceites esenciales poseen un solo componente en alto porcentaje como el aceite
de mostaza (93% de dlilisotiocianato) o €l aceite de clavo (85% eugenol) y sin embargo, no es dificil
encontrar aceites con més de 200 componentes (Tyler et al., 1988). Muchas plantas medicinales son
utilizadas por su contenido de aceites esenciales como la manzanilla (Matricaria sp.), la menta
(Mentha sp.), € eucalipto (Eucalyptus sp.), e pino (Pinus sp.), aceites de citricos (Citrus sp.), anis
(Pimpinella sp.), comino (Cuminum sp.), eneldo (Anethum sp.) y alcaravea (Carum sp.) (Harborne,
1973).

Terpenoides

Este grupo de compuestos se producen a partir de acetil-CoA por dos rutas. la ruta del é&cido
mevalénico o la ruta del metilertitriol fosfato, y estan formados por unidades de isopreno (CsHg), en
una cadena linear. Esta cadena puede ciclarse dando origen a una gran variedad de terpenos ciclicos
(Anaya, 2003).
Los terpenoides se dividen segin el numero de unidades de isopreno que contenga su
molécula. Estos grupos son los siguientes (Anaya, 2003; Romo de Vivar, 1985):
1. Hemiterpenoides (C;), formados por una unidad de isopreno (alcohol dimetilalilico,
isopentenol, alcohol isoamilico);
Monoterpenoides (C,,), formados por dos unidades de isopreno (geraniol, mentol, timol);
3. Sesquiterpenos (C,s), formados por tres unidades de isopreno (farnesol, bisabolol,
cariofileno, copaeno);
4. Diterpenoides (C,), formados por cuatro unidades de isopreno (écido abiético,
giberelinas)
5. Sesterterpenoides (C,s), formados por cinco unidades de isopreno (constituyentes de
extractos de | ipidos insaponificables);
6. Triterpenoides (C,), formados por seis unidades de isopreno (escual eno, esteroides);
7. Tetraterpenoides (C,,), formados por ocho unidades de isopreno (carotenos, xantofilas);
8. Politerpenoides (C,), formados por mas de ocho unidades de isopreno (hule, guatapercha,
solanesol, espadicol).
En larutadel acido mevaldnico, a partir de la union de tres mol écul as de acetil-CoA, se forma

el acido mevaldnico que se pirofosforila, descarboxilay se deshidrata para dar isopentenil pirofosfato
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(IPP), que es la molécula a partir de la cual se formaran los terpenos. En la segunda ruta, que opera en
cloroplastos y otros plastidos, €l |PP puede formarse también a partir de intermediarios de la glicdlisis.
El gliceradehido-3-fosfato y dos atomos del piruvato se condensan y forman el 1-desoxi-D-xilulosa-5-
fosfato, que después de un rearreglo y una reduccion a 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato, es convertido a
IPP (Taizy Zeiger, 2006).

El IPP puede combinarse con una unidad de isopreno o dimetilalil difosfato (DMAPP) para
dar geranil difosfato (GPP) que da origen alos monoterpenos. El GPP se une a otra moléculade IPPy
dalugar a farnesil difosfato (FPP) que da origen alos sesquiterpenos y triterpenos; y la adicion de otra
molécula de IPP da lugar al geranilgeranil difosfato (GGPP) que es el precursor de los diterpenos; y
finamente, FPP y GGPP se dimerizan para dar origen a los triterpenos y tetraterpenos,
respectivamente (Taizy Zeiger, 2006).

Los terpenoides son €l grupo de metabolitos secundarios méas numeroso y estan ampliamente
distribuidos en microorganismos, plantas y animales. Muchos de ellos tienen funciones de defensa
para la planta como los piretroides, presentes en las hojas y flores de Chrysanthemum, que tienen
actividad insecticida, y los limonoides, con actividad antiherbivora, y caracteristicos por su sabor

amargo en frutos de citricos (Taiz y Zeiger, 2006).

Fenilpropanoides

Estos metabolitos secundarios se derivan de la fenilalanina, que se forma a partir de la ruta del acido
shiquimico, la cual también da origen a los aminoéacidos arométicos tirosina y triptéfano. Esta ruta
convierte carbohidratos sencillos precursores derivados de la glicolisis y la ruta de las pentosas fosfato
en amino acidos aromaticos (Anaya, 2003; Taizy Zeiger, 2006).

Las estructuras de estos compuestos van desde simples fenilpropanoides como € &cido trans-
cindamico, e &cido p-cumérico y sus derivados como el &cido caféico y € &cido vainillico;
fenilpropanoides lactonicos (ésteres ciclicos) como las cumarinas y los derivados del &cido benzbico
como €l &cido gdlico. La combinacion delarutadel &cido shikimico con larutadel acetato daorigen a
la biosintesis de, estirilpironas, flavonoides, estilbenos, flavolignanos e isoflavonoides (Taiz y Zeiger,
2006; Dewick, 2001).

La desaminacion de lafenilalanina es catalizada por |a enzima fenilalanina amonio liasa (PAL)
y dalugar a é&cido cindmico, a partir del cual se derivan los acidos benzdicos. Esta enzima es € punto
de ramificacion entre el metabolismo primario y secundario. La actividad de esta enzima aumenta en
situaciones de estrés para la planta como niveles bagjos de nutrientes, luz e infeccién fungica, que

estimula la biosintesis de compuestos fendlicos (Taizy Zeiger, 2006).
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A partir del &cido p-cumarico se derivan fenilpropanoides simples, cumarinas y 10s precursores
de la lignina. Con la adicion de un acetil-CoA se forma el p-cumaroil-CoA, que da origen a
precursores de ligninas. La adicién de tres moléculas de malonil-CoA, catalizada por la enzima
chalcona sintasa, da lugar a las chalconas, flavanonas, que originan a las flavonas e isoflavonas, y
dihidroflavonoles que dan origen a los flavonoles, antocianinas y taninos condensados (Taiz y Zeiger,
2006; Buchanan et al., 2000; Dewick, 2001).

Estos compuestos representan el 40% del carbono organico que circula en la biosfera. Esta ruta
esta presente en plantas, hongos y bacterias pero no en animales. Las plantas lograron adaptarse
evolutivamente a la vida terrestre en parte por la produccion masiva de compuestos fendlicos. Aunque
la mayoria de éstos tienen papeles estructurales en la pared celular como la lignina, muchos de ellos
tienen papeles de defensa contra herbivoros, insectos y hongos, limitando el crecimiento de otras
plantas, dando caracteristicas a ciertas maderas para conferirles durabilidad, dan €l color alasfloresy
por lo tanto son atrayentes de animales e insectos, protegen de los rayos UV absorbiendo la luz de

onda cortay contribuyen a ciertos sabores y olores (Taizy Zeiger, 2006; Buchanan et al., 2000).

Acetogeninas

Las acetogeninas comprenden mas de 1 000 compuestos cuya biosintesis es similar ala de las grasas,
aunque en las acetogeninas generalmente se aternan un metileno con un carbonilo (-CH,-CO),
(Anaya, 2003).

Las acetogeninas o policétidos, provienen de la condensacion de varias unidades de acetato.
Forman compuestos de cadena abierta que, por posterior aromatizacion, originan sustancias fendlicas
con funciones oxigenadas alternadas (Gros et al ., 1985).

La unidad acetato es en realidad un &cido acético rico en energia, la acetil coenzima A
(CH;CO-SCoA), es decir, €l resto acetilo se encuentra unido ala enzimaformando un tioéster (Gros et
al., 1985).

La combinacion de unidades de acetato difiere de las conocidas auto condensaciones de la
guimica organica, no solo en la naturaleza de la unidad de acetato, sino en que la dimerizacion
transcurre enziméticamente debido a una transformacion de valor termodinamico: la acetil coenzima A
se convierte primero en la malonil coenzima A mediante carboxilacion enzimética y luego genera un
compuesto con un metileno activo. Esta unidad de tres carbonos se condensa con otra unidad de acetil -
CoA, de dos carbonos, en simultanea descarboxilaciéon, lograndose como resultado fina la
condensacion de dos unidades de acetato, se repite el proceso con condensaciones cabeza-cola con

otras molécul as de malonil-CoA (Gros et al., 1985) (Figura7).
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Figura 7. Origen biosintético delas acetogeninas (Groset al., 1985).

Asi se originan sustancias policetometilénicas que forman compuestos no saturados de cadena
abierta por reduccion total o parcia de los grupos ceto e hidroxilos y deshidratacién posterior, o bien
se ciclizan. Estas etapas de la aromatizacion enzimatica no se conocen bien, pero como se ha podido
comprobar |a presencia de policétidos en forma libre se supone que tienen lugar en la enzima sintetasa
y permanecen unidos covalentemente a ella hasta que se estabilizan por ciclizacion (Gros et al., 1985;
Anaya 2003).

La molécula desprendida de la enzima experimenta enseguida una serie de reacciones;
reduccion, oxidacion, introduccion de hidroxilos, O y C metilaciones, O y C glicosidaciones y C
prenilaciones (Gros et al., 1985; Anaya 2003).

La principal fuente de diversidad de las acetogeninas deriva de lo siguiente (Gros et al., 1985;
Anaya 2003):

» La posibilidad que tiene la cadena de estos compuestos de ciclizarse de formas
distintas, usualmente esta ciclizacion da origen aun anillo de benceno;
e Del nimero variable de unidades malonil queintervienen en su formacioén;

» Delaampliavariedad de transformaciones de |os esquel etos basi cos.
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Ftalidas
Las ftalidas, comprendidas dentro del grupo de las acetogeninas, son metabolitos secundarios volétiles
y constituyentes Unicos de las tribus Apieae, Angeliceae, Coriandreae y Peucedaneae. Se han
identificado mas de 180 ftalidas de origen natural, de las cuales 137 han sido aisladas de plantas.
Muchas de ellas son biolégicamente activas y tienen un amplio espectro de efectos farmacol 6gicos,
gue incluyen actividad sobre el sistema nervioso central, anti-angina, prevencion de la agregacion de
plaquetas, antiproliferativos de musculo liso, prevencion de trombosis, modulacién de la funcién
cardiacay proteccion contraisquemiacerebral (Lin et al., 2005).

Tienen la estructura genera 1(3H)-isobenzofuranona, en la cual el anillo A puede estar parcia
o totalmente saturado y con la presencia de sustituyentes. En e anillo lactdnico se pueden presentar
dos posibilidades: unaenlaque R, = Hy R,=aquiloy otraen laque R, y R, representen un grupo
alquilideno (Figura 8) (Gijbelset al., 1979; Lin et al., 2005).

3 R2
Ry Ry
Al o
Rs \
Rg o

Figura 8. Formula estructural deuna ftalida.

Todas las ftalidas de origen natural son derivadas de 1(3H)-isobenzofuranona. Sus estructuras
pueden tener la estructura principal con uno 0 més grupos en diferentes posiciones o contener una
forma reducida, dos dobles enlaces en € anillo A o0 no tenerlos y varias sustituciones en diferentes
posiciones (Lin et al., 2005).

A partir del género Ligusticum se han aislado mas de 60 ftdlidas pertenecientes a 15 especies,
por gjemplo, a partir de L. chuanxiong se han aislado 40 y a partir de L. wallichii 27. Del género
Angelica se han aislado 38 de 9 especies, una de €ellas A. sinensis, de la cua se han aislado 28 y de
Levisticum officinale se han aislado 20 (Lin et al., 2005; Beck y Chou, 2007). Algunos g emplos de

éstas y su distribucién taxonémica dentro de la familia Apiaceae se muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8. Génerosde la familia Apiaceae que biosintetizan ftalidas.

Familia | Subfamilia Tribu Especie Referencia
Apieae Apium graveolens MacL eod et al., 1988;
Kitgimaet al., 2003;
Gijbelset al., 1985
Apium graveolensvar. dulce MacLeod y Ames, 1989
Apium graveolensvar. rapaceum
Cnidium officinale Tsukamoto et al., 2005; Kwon 'y Ahn, 2002;
Gijbelset al., 1981
Conioselinum kamtschaticum Gijbelset al., 1979
Levisticum officinale Santos et al., 2005
Ligusticum acutilobum Mitsuhashi et al., 1963
Ligusticum acutilobum var. sugiyamae
Ligusticum chuanxiong Naito et al., 1992ab
Ligusticum filicinum Gillespie y Duszynski, 1998
Ligusticum glaucescens Cheny Yang, 2006
Ligusticum hultenii Meepagala et al., 2005
Ligusticum jeholense Yook et al., 1997
Ligusticum jeholense var. tenuisectum
Ligusticum mutellina Passreiter et al., 2005
Ligusticum porteri Delgado et al., 1988
Ligusticum sinense Yook et al., 1997
Apioideae Ligusticum tenuifolium Gillespie y Duszynski, 1998
Ligusticum tenuissimum Yook et al., 1997
Ligusticum officinale
Ligusticumwallichii Pushan et al., 1984;
Apiaceae Ogawa et al., 1989
Meum athamanticum Pal&-Pall et al., 2004; Tesso et al., 2006
Petroselinum crispumvar. tuberosum | Gijbels et al., 1985
Angeliceae | Angelica acutiloba Miyazawa et al., 2004; Tsuchidaet al., 1987
Angelica acutiloba var. sugiyamae Lin et al., 2005
Angelica anomala var. chinesis Gijbelsetal., 1979
Angelica carmichaeli Lin et al., 2005
Angelica dahuricae Lin et al., 2005
Angelica glauca Kaul et al., 1996
Angelica pubescentis Lin et al., 2005
Angelica sinensis Lao et al., 2004;
Linetal. 1998
Angelica tenuissima Linetal., 2005
Angelica teruata
Peucedaneae | Anethum graveolens var. graveolens | Fischer y Gijbels, 1987
Anethum graveolens var. sowa
Capnophyllum peregrinum Gijbelset al., 1984
Lomatium californicum Meepagala et al., 2005
Lomatium dasycarpum Asuming et al., 2005
Lomatium dissectum var. dissectum Bairamian et al., 2004
Lomatium lucidum Asuming et al., 2005
Lomatium macrocarpum
Lomatium rigidum Beauchamp et al., 2004
Lomatium utriculatum Asuming et al., 2005
Opopanax chironium Gijbelset al., 1983
Peucedanum ostruthium Gijbelsetal., 1984
Coriandreae | Bifora testiculata Gijbelset al., 1985
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La mayoria de las ftalidas se oxidan rapidamente por la influencia del aire y tienden a formar
polimeros facilmente, ademds, como estas sustancias tienen diferencias estructurales muy pequefias
resultadificil separar una mezclade las mismas (Reza, 1987).

Estos compuestos son analogos estructurales del anhidrido ftalico, de ahi su nombre. El olor
caracteristico de las plantas de la familia Apiaceae se debe a los derivados de estos compuestos
(Miyazawa et al., 2004).

En cuanto a la ruta de biosintesis de las ftalidas, solo se conoce la del Z-ligustilida, sin
embargo aln no se conoce con detalle y lainformacion que se tiene esté basada en estudios hechos con
Levisticum officinale a partir del &cido acético a través de unién cabeza-cola ilustrado en la Figura 9
(Reza, 1987; Figueroa, 1997). Esta afirmacion parece confirmarse dado que los compuestos fendlicos
como €l &cido ferdlico han sido aislados junto con ftalidas (Kobayashi y Mitsuhashi, 1987).

Figura 9. Posibleruta de biosintesisdel Z-ligustilida.

Z-ligustilida es un componente liquido volétil e inestable que puede cambiar su estructura a
otras ftalidas por oxidacion, isomerizacién, dimerizacién o rapida descomposicion a atas temperaturas
por su estructura de dihidrobenzeno (Zhang et al ., 2003).

De acuerdo a Kaouadji y Pouget (1986) es probable que Cnidium officinale, Ligusticum
wallichii y Meum athamanticum produzcan ftélidas por la misma ruta biosintética, probablemente a

partir de Z-ligustilida (Figura 10), la ftélida con mayor acumulacion en plantas de la familia Apiaceae.
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Figura 10. Estructura quimica de Z-ligustilida.

Z-ligustilida es el metabolito secundario méas abundante de laraiz de L. porteri, L. wallichii, L.
chuanxiong, Angelica sinensis, Cnidium officinale y Levisticum officinale (Lin et al., 1998; Crowden et
al., 1969). En el caso de Angelica sinensis la raiz contiene aproximadamente 0.2% a 0.65% de aceite
esencia del cual aproximadamente 45% a 60% corresponde a Z-ligustilida, por 1o que es la ftalida
mayoritaria (American Herba Pharmacopoeiaand Therapeutic Compendium, 2003).

Ademaés de la Z-ligustilida, se han encontrado otras ftalidas que se han extraido de partes
aéreas, raices y semillas de diferentes especies con solventes de diferente polaridad. Se aislaron 37
ftalidas a partir de raices, 14 de tallos, 10 de hojas, 9 de frutos, 6 de partes aéreas, 3 de semillas, 2 de
floresy 1 de raices transformadas y tubérculos (Tabla 9). Las estructuras quimicas de algunas de ellas
se muestran en laFigura11.

Las especies que hiosintetizan Z-ligustilida son: Angelica acutiloba, A. sinensis, Apium
graveolens, Cnidium officinale, Ligusticum chuanxiong, L. porteri, L. mutellina, Levisticum officinale,
Lomatium californicum, L. dasycarpum, L. lucidum, L. macrocarpum, L. utriculatum y Meum
athamanticum representadas en las tres tribus mencionadas y se ha obtenido en extractos polares como
metanol y agua'y de mediana polaridad como cloroformo principalmente de raices aunque también se
ha obtenido de semillas y partes aéreas. En los casos de Angelica, Cnidiumy Ligusticum el compuesto
se aislé de la raiz con solventes como metanol y cloroformo y en los casos de Apiumy Meum €l
compuesto se aislé de partes aéreas con solventes como metilbutano. Esto sugiere, que dependiendo de
la parte de la planta, el compuesto es extraido con solventes de diferente polaridad debido a la
estructura de Z-ligustilida que tiene una parte lipofilica y otra soluble en agua. De lo anterior se
desprende que Z-ligustilida es soluble en diferentes solventes y los distintos autores han utilizado

diferentes solventes para extraerlo.
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Tabla 9. Ftalidas extraidas de distintas especies de la familia Apiaceae.

Especie

Parte de la planta

Ftalida obtenida

Referencia

Anethum graveolens var. graveolens

n.e.

cis-Neocnidilida

Anethum graveolens var. sowa

n.e.

cis-Neocnidilida

Fischer y Gijbels, 1987

Angelica acutiloba

Raiz

Z-3-butilideneftalida
Z-ligustilida

Miyazawa et al., 2004

LevistélidaA
SenquiundlidaE, F, H, |
ToquindlidaA, B
Angeloilsenquiundlida F

Tsuchidaet al., 1987

Angelica gigas

Raiz

3-n-Butilftéida
3-Butilideneftélida
Z-ligustilida
E-ligustilida

Piao et al., 2007

3-Butilideneftdida
Butilidenedihidroftalida

Cho et al., 2007

Angelica glauca

Raiz

Z-ligustilida

Z-3-butilideneftalida
E-3-butilideneftalida

E-ligustilida

Z-ligustilida + 3-vaeriftalida
3-Hexil-4,5-dihidroftalida
6,7-Dihidroxi-6,7-dihidroligustilida

Kaul et al., 1996

Z-3-butilideneftdlida
E-3-butilideneftélida
Z-ligustilida
E-ligustilida

Thappaet al., 2005
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Especie

Parte de la planta

Ftalida obtenida

Referencia

Angelica sinensis

Raiz

Senquiundlidal, H, F, E, D, B, C, G, K
Riligustilida

Sedanendlida

Neocnidilida

3-n-Butilftdlida

E-ligustilida

Z-ligustilida

Z-3-butildeneftalida
Z2,7-6.8'.7-3'-diligustilida

Angelicina

LevistélidaA

Dimero E-232 de Z-ligustilida
Z2,7'-3.3,8.8-diligustilida
Z-6-hidroxi-7-metoxi-dihidroligustilida
E-6,7-dihidroxidihidroligustilida
Z-6,7-epoxiligustilida

Linetal., 1998

Gdispirdlida
Riligustilida

Deng et al ., 2006

Dimero E-232 de Z-ligustilida

Hon et al., 1990

3-Butilideneftdida

Song et al., 2004

3-n-Butilftélida
Z-butilideneftdida
3-butiliden-4-hidroxiftalida
E-butilideneftdida
SenquiundlidaA, F, H, |
Z-ligustilida

E-ligustilida
6,7-Epoxiligustilida
6,7-Dihidroxiligustilida

Lao et al., 2004

10-Angeloilbutilftalida

Sinaspirdlida

Anaspirdlida

Z-ligustilida

Z-butilideneftdida

Senquiundlidal
Z-6-hidroxi-1-metoxidihidroligustilida

Deng et al ., 2006

SenquiundlidaA

Yietal., 2005
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Especie

Parte de la planta

Ftalida obtenida

Referencia

Apium graveolens

Tdlos

3-n-Butilftalida
Sedandlida
Sedanendlida

MacL eod et al., 1988

Sedandlida
Sedanendlida
trans-Butilideneftalida
cis-Butilideneftdlida
3-n-Butilftalida

Uhlig et al., 1987

Semillas

Sedandlida
SenquiundlidaN y J

Mominy Nair, 2001

CeleftdlidaA, B, C
3S-3'-hidroxi-3-3-n-butil ftaida

Kitaimaet al., 2003

3-n-Butilftalida
Sedanendlida

Bjeldanesy Kim, 1977

Hojasy talos

3-n-Butilftalida
Sedanendlida
trans-Sedandlida
cis-Sedandlida

Kurobayashi et al., 2006

Partes aéreas

Neocnidilida
Senquiundlida

Salehetal., 1985

Cnidilida
Z-ligustilida
Senquiundlida
3-n-Butilftalida
Neocnidilida

Gijbleset al., 1985

Raiz

3-n-Butilftalida
Neocnidilida

Mitsuhashi et al., 1963

3,3a-cis-Neocnidilida

Fischer y Gijbels, 1987

Apium graveolensvar. dulce

Tdlos

3-n-Butilftalida
E-3-butilideneftdlida
Z-3-butilideneftélida
Sedanendlida
cis-Sedandlida
E-ligustilida
Z-ligustilida
trans-Sedandlida

Metil sedanonato
3-Butilhexahidroftaida

MacLeod y Ames, 1989

Apium graveolensvar. graveolens

Fruto, flores, hojas,
tallos, raiz

3-n-Butilftalida
3-Butilideneftdida
Z-ligustilida
3a,4-Dihidroisobutilideneftalida

Fehr, 1979




Especie

Parte de la planta

Ftalida obtenida

Referencia

Apium graveolens var. rapaceum

Raiz

Z-3-butilideneftédlida
E-3-butilideneftélida
Z-ligustilida
E-ligustilida
Neocnidilida
Senquiundlida
3-n-Butilftalida
E-3-butilideneftédlida
Z-3-butilideneftédlida
Sedanendlida
cis-Sedandlida
trans-Sedandlida
Metil sedanonato
3-Butilhexahidroftdida

Gijbleset al., 1985;

MacLeod y Ames, 1989

cis-Neocnidilida

Fischer y Gijbels, 1987

Fruto, hojas, talos,
tubéreulo y raiz

3-n-Butilftalida
3-Butilideneftdlida
Z-ligustilida
3a,4-Dihidroisobutilideneftalida

Fehr, 1981

Tdlos

Sedandlida
Sedanendlida
trans-Butilideneftalida
cis-Butilideneftdlida
3-n-Butilftalida

Uhlig et al., 1987

Apium graveolens var. secalinum

Partes aéreas

Sedandlida

Neocnidilida
3-Isobutilideneftdida
3-n-Butilftalida

Z-ligustilida
3-lsobutilidene-3a,4-dihidroftdida

Salehetal., 1985

Bifora testiculata

Raiz

Z-ligustilida
Senquiundlida
Neocnidilida

Gijblesetal., 1985

Capnophyllum peregrinum

Raiz

Z-ligustilida

Gijbelset al., 1984

Coniosdlinum kamtschaticum

n.e.

3-Butilideneftalida
Z-ligustilida

Gijbelset al., 1979




Especie

Parte de la planta

Ftalida obtenida

Referencia

Cnidium officinale

Raiz

»  3-Butilideneftdida

Kwony Ahn, 2002

Cnidilida
Z-ligustilida
3S-3-n-butilftalida
Neocnidilida

Tsukamoto et al., 2005

SenquiundlidaB, C, E, F, G, H, I, J
Z-ligustilida

Kobayashi et al., 1987

3-Butilideneftdlida
Z-ligustilida
3-n-Butilftalida
Cnidilida
Neocnidilida

Mitsuhashi et al., 1963

Cnidilida
Neocnidilida

Bohrmann et al., 1967

3-Butilideneftdida
Z-ligustilida
3-n-Butilftalida
Cnidilida
Senquiundlida
Neocnidilida

Gijbelsetal., 1981

Z-ligustilida
E-ligustilida

Gijbelset al., 1982

n.e.

cis-Butilideneftdlida
cis-3-Isobutilideneftalida
3-n-Butilftalida
Z-ligustilida
3-Butildihidroftalida

Choi et al., 2002

Glaucosciadium cordifolium

Partes aéreas

E-3-butilideneftalida
Z-ligustilida
. z-3-butilideneftalida

Baser et al., 2000
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Especie

Parte de la planta

Ftalida obtenida

Referencia

Levisticum officinale

Raices transformadas

Z-3-butilideneftalida
E-3-butilideneftélida
Z-ligustilida

E-ligustilida
3-Validen-4,5-dihidroftlida

Santos et al., 2005

Raiz

Z-ligustilida

Segebrecht y Schilcher, 1989

Z-ligustilida

E-ligustilida
Z-butilideneftalida
E-butilideneftaida
Senquiundlida
3-Vdiden-4,5-dihidroftaida
Propilideneftdlida
Isosenquiundlida

Gijbelset al., 1982

3-Butilideneftalida
Z-ligustilida

Mitsuhashi et al., 1963

Tdlos

» trans-Butilideneftalida
cis-Butilideneftdlida
3-n-Butilftalida

Uhlig et al ., 1987

Hojas, tallos, semillasy
flores

3-n-Butilftéida
Z-3-butilideneftélida
E-3-butilideneftélida
Z-ligustilida

E-ligustilida
3-Validen-4,5-dihidroftdlida

Bylaite et al., 1998

Ligusticum acutilobum

Raiz

3-Butilideneftdida
ZAligustilida
3-n-Butilftalida
Acido sedanénico

Mitsuhashi et al., 1963

Z-ligustilida
3-Butilideneftdlida

Mitsuhashi et al., 1960

Ligusticum acutilobum var. sugiyamae

Raiz

3-Butilideneftdida
ZAligustilida
3-n-Butilftalida
Cnidilida

Acido sedanénico
Neocnidilida

Mitsuhashi et al., 1963

3-Butilideneftalida
Z-ligustilida

Mitsuhashi et al., 1960
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Especie

Parte de la planta

Ftalida obtenida

Referencia

Ligusticum chuanxiong

Raiz

E-Senquiundlida E

SenquiundlidaH, N, J,B,C,D, E,F, G, I, L
Z-3-butiliden-7-hidroxiftélida
(39-3-butil-4-hidroxiftaida

Z-ligustilida

3-Butilideneftdida

3-n-Butilftélida

Cnidilida

Neocnidilida

Naito et al., 1992(a)

SenquiundlidaJ, I, H
Sedanendlida
E-6,7-dihidroxidihidroligustilida
3-n-Butilftalida

Riligustilida

Z-ligustilida

E-ligustilida

Zhang et al., 2003

SenquiundlidaQ, M
*  Senquiunona

Naito et al., 1992(b)

*  SenquiundlidaR, S

Naito et al., 1996

3,8-Dihidro-diligustilida
4,5-Dehidro-diligustilida
LevistélidaA
ToquindlidaB
Riligustilida
3-n-Butilftdlida

Limet al., 2006

SenquiundlidaA
3-n-Butilftalida
Neocnidilida
Z-ligustilida

Zschocke et al., 2005

Chuanxiongnélida A, B
3-n-Butilftalida

Condilida

Z-ligustilida

ToquindlidaB

LevistélidaA

Riligustilida
7-Hidroxi-3-butilideneftélida
4-Hidroxi-3-3-n-butilftdida
SenquiundlidaH, |
3-Hidroxi-4,5,6,7-tetrahidro-6,7-dihidroxi-3-butilftalida

Li etal., 2006

Z-ligustilida

Shi et al., 2006

Senquiundlidal, H, A
Z-ligustilida
Neocnidilida
3-Butilideneftdida
Levistdlida A,
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Especie Parte de la planta Ftalida obtenida Referencia

e Riligustilida Yan et al., 2005
Ligusticumfilicinum Raiz o Z-ligugtilida Gillespie y Duszynski, 1998
Ligusticum glaucescens Raiz o Z-ligugtilida Cheny Yang, 2006

e LevistdlidaA
Ligusticum jeholense Raiz e Z-ligustilida Yook et al., 1997

+ Cnidilida
Ligusticum jeholense var. tenuisectum Raiz e Z-ligustilida Yook et al., 1997

+  Cnidilida
Ligusticum officinale Raiz e Z-ligustilida Yook et al., 1997

+  Cnidilida
Ligusticum porteri Raiz e Z-ligustilida Delgado et al., 1988

* Riligustilida

e Z-6.6,7.3a-diligudtilida

e 3-Butilideneftdida Delgado et al., 1992

e Z-ligustilida

e E-ligustilida

e ToquindlidaB Vazquez, 1996

+ Diligustilida

*  Senquiundlidal

« Diligustilida Rioset al., 1998

«  Walichilida

+  Demetilwallichilida

» Diligustilida Quiroz-Garciaet al., 2004

+  Demetilwallichilida

o Z-ligugtilida Cégiéla-Carlioz et al., 2005

* Liguléxido

*  (2-3-butilideneftalida

e E-ligustilida

» Diligustilida Quiroz-Garciaet al., 2005

* ToquindlidaA, B

e Riligustilida

e endo-Z,Z2'-(3.3,8.8")-diligustilida

e Z-ligustilida Gillespiey Duszynski, 1998
Ligusticum mutellina Raiz e Z-ligustilida Passreiter et al., 2005
Ligusticum sinense Raiz e Z-ligustilida Yook et al., 1997;

» Cnidilida Gijbelset al., 1979
Ligusticum tenuifolium Raiz o Z-ligugtilida Gillespie y Duszynski, 1998

E-ligustilida




Especie

Parte de la planta

Ftalida obtenida

Referencia

Ligusticum tenuissimum

Raiz

Z-ligustilida

Cnidilida

3-Butilideneftalida
3-Butiliden-4,5-dihidroftdlida

Yook et al., 1997

Ligusticum wallichii

Raiz

3-Butiliden-7-hidroxiftalida
cis-6,7-Dihidroligustilida
trans-6,7-Dihidroligustilida
Wallichilida
3-Butil-4,5-dihidro-3-hidroxiftalida

Pushan et al., 1984

SenquiundlidaK, L, M

Kobayashi y Mitsuhashi, 1987

Z-6.8',7.3'diligustilida
Z'-3,8-dihidro-6.6',7.3'a-diligustilida
Z-6,7-epoxiligustilida

Kaouadji et al., 1986

Z,Z-diligustilida

Kaouadji et al., 1983(a)

Z-ligustilidiol

Kaouadji et al., 1983(b)

Z-3-butil-4-hidroxiftalida

Ogawacet al., 1989

Lomatium californicum

Semillas

Z-ligustilida

Meepagala et al., 2005

Lomatium dasycarpum

Frutos, talos, hojasy
raiz

3-n-Butilftdlida
Senquiundlida

Raiz

Z-3-butilideneftédlida
Cnidilida
E-3-butilideneftédlida
Neocnidilida
Z-ligustilida

Talosy hojas

Z-ligustilida

Asuming et al., 2005

Lomatium dissectum var. dissectum

Frutos

Z-ligustilida

Bairamian et al., 2004

Lomatium foeniculaceum sp. fimbriatu

Frutos

3-n-Butilftélida
Z-3-butilideneftalida
Cnidilida
E-3-butilideneftalida
Senquiundlida
Neocnidilida
Z-ligustilida
E-ligustilida

Beauchamp et al., 2006

Lomatium grayi

Partes aéreas

3-n-Butilftélida
Z-3-butilideneftalida
E-3-butilideneftalida
Senquiundlida
Neocnidilida
Z-ligustilida
E-ligustilida

Dev et al., 2007
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Especie

Parte de la planta

Ftalida obtenida

Referencia

Lomatium lucidum

Frutos, raiz, tallosy
hojas

Z-3-butilideneftdlida
Z-ligustilida
Cnidilida
Senquiundlida

Asuming et al., 2005

Lomatium macrocarpum

Raiz

3-n-Butilftélida
Senquiundlida
Z-ligustilida

Asuming et al., 2005

Lomatiumrigidum

Frutos, talos, hojasy
raiz

Senquiundlida
Neocnidilida
Z-ligustilida

Beauchamp et al., 2004

Lomatium utriculatum

Frutos, talos, hojasy
raiz

3-n-Butilftélida
Z-3-butilideneftdlida
E-3-butilideneftdlida
Senquiundlida
Z-ligustilida
E-ligustilida

Raiz

Cnidilida

Asuming et al., 2005

Meum athamanticum

Hojasy talos

Z-3-butilideneftdlida
Z-ligustilida
E-ligustilida

Palé&-Pall et al., 2004

Parteas aéreas y frutos

3-n-Butilftalida
3-Butiltetrahidroftdida
Z-ligustilida

Stahl y Bohrmann, 1967

Raiz

7-Hidroxi-3-butilideneftalida

4-Hidroxi-3-butilideneftélida
5-Hidroxi-3-butilideneftalida
3-(2-Hidroxibutilidene)-ftalida
9-Hidroxiligustilida
cis-6,7-Dihidroxiligustilida
trans-6,7-Dihidroxiligustilida

Kaouadji y Pouget, 1986

Partes aéreas

(32), (2’ E)-3-but-2'-eniliden-4,5,6,7-tetrahidroftdida
Z-ligustilida
Z-butiliden-4,5,6,7-tetrahidroftélida

Tesso et al., 2006

Opopanax chironium

Raiz

Z-ligustilida
Z-3-butilideneftélida
Senquiundlida
3-n-Butilftélida
Cnidilida

Gijbelset al., 1983

Peucedanum ostruthium

Raiz

Z-ligustilida
Cnidilida
Senquiundlida

Gijbelset al., 1984
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Especie

Parte de la planta

Ftalida obtenida

Referencia

Petroselinum crispum

Células en suspension

5-Hidroxibutilideneftélida
7-Hidroxibutilideneftélida
7-Hidroxibutilideneftdlida 7-O-glucésido
7-Hidroxibutilideneftalida 7-O-(6'-mal onilglucosido)

Hagemeier et al., 1999

Petroselinum crispum var. tuberosum

Raiz

Z-ligustilida
Senquiundlida
3-n-Butilftélida
Z-3-butilideneftdlida

Gijbleset al., 1985

n.e.: no especificado
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3-n-Butilftélida

E-ligustilida

Senquiundlida B

Senquiundlida E

Figurall

E-6,7-dihidroxidihidroligustilida Ligustidiol
Sedanendlida Senquiundlida A
o]

OH

o)

o]
Senquiundlida C Senquiundlida D

Senquiundlida F Senquiundlida G

. Estructuras quimicas de algunas ftalidas mencionadasen la Tabla 9.
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Senquiundlida H

Senquiundlida K

Senquiundlida N

Senquiundlida S

Senquiundlida |

Senquiundlida L

Senquiundlida Q

E-Senquiundlida E

Figura 11. Continuacién

Senquiundlida J

Senquiundlida M

SenquiundlidaR

Z-3-butilideneftalida
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Chuanxiongndlida A Chuanxiongndlida B

Dimero E-232 trans-Neocnidilida Cnidilida

0
(8]
cis-Neocnidilida E-butilideneftalida Z-6,7-epoxiligustilida
trans-6,7-Dihidroxiligustilida cis-6,7-Dihidroxiligustilida

Figura 11. Continuacién



Gdispirdlida

Wallichilida

Toquindlida A

Riligustilida

Angelicina

Toquindlida B

Figura 11. Continuacién
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Diligustilida

Celeftalida A

CeleftalidaC

Levigtolida A

CeeftalidaB

3'R,8'-dihidrodiligustilida

Figura 11. Continuacién
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Actividad bioldgica de Z-ligustilida

La actividad biolégica y farmacolégica de Z-ligustilida es muy amplia. Los estudios han sido
realizados en diversos organismos como agas, virus, bacterias, artrOpodos, ratas y ratones,
probando ser biol égicamente activa con distintas propiedades benéficas, ya que tiene efectos sobre

el musculo liso como relgjante, antiinflamatorio y analgésico, asi como antiviral, antibacteriana,

antioxidante, entre otras (Tabla 10).

Actividad biol6gica
Inhibicion del crecimiento
(Magnoliophyta)

Tabla 10. Actividad bioldgica de Z-ligustilida.

Sobre
Lemna paucicostata (I5,= 600 uM)
Selenastrum capricornutum (LCIC = 53 uM)

Referencia
Meepagala et al., 2005

(Chlorophyta)

Toxica Oscillatoria perornata (LCIC = 53 uM)

(Cyanophyta)

Neuroprotector Isquemia cerebral del procencéfalo transitoria en ratones Kuang et al., 2006
(Chordata) Dafio permanente por isquemiafocal en ratas Peng et al., 2007

Antioxidante y
antiapoptético

Isquemia del procencéfalo permanente en ratas

Déficit cognitivo cronico

Linea celular de feocromocitoma adrenal de rata (PC12)

Suefio inducido por pentobarbitales en raton (20 mg/Kg.)
Isquemia cerebral del procencéfdo transitoria en ratones

Kuang et al., 2007

Yuetal., 2008

Matsumoto et al., 1998
Kuang et al., 2006

(Chordata)
Antiviral Citomegalovirus (I = 23%) Heimbegner, et al., 2004
(Vira) Rinovirustipo Il (0.3 uM)
Toxico Artemia salina (DL5,=10.3 ppm) Heimbegner et al., 2004
(Arthropoda) Artemia salina (LCyy= 20.1 ppm) Figueroa, 1997
Relajante muscular Contracciones uterinas en rata (ECy, = 4.4 pg/ml) Du et al., 2006(a)
(Chordata) Atenuacion de PGF,o
Contracciones inducidas por Ach
Contracciones inducidas en aortade ratas (IC5,= 64 pg/ml) por Du et al., 2006(b)
fenilefrina
Contracciones inducidas por &cido acéticoy formalina Du et al., 2007
Vasoconstriccion in vitro de segmentos de sorta abdominal de  Liang et al., 2005
rata
Vasorrel g ante de sorta aid ada de rata Chan, et al., 2007
Vasodilatador de arteria mesentéricade rata (10 uM) Cao et al., 2006
Antiasmético Taoetal., 1984
Insecticida Larvas de Drosophila melanogaster (2.54 pumol/ml) Miyazawa et al., 2004;
(Arthropoda) Tsukamoto et al., 2005

Antiescleréticoy
antihipertensivo
Antioxidante

Proliferacion y migracién de células vasculares del masculo

liso de eorta torécica de ratas
Suprime la produccion de especies reactivas de oxigeno

Luetal., 2006

(Chordata)

Antibacterial Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Mycobacterium Figueroa, 1997
(Proteobacteria) smegmatis, Proteus mirabilis, Streptococcus feacalisy Shigella

(Bacteria) sonnel

Antifungico Trichoderma viride, Aspergillus niger y Candida albicans Figueroa, 1997
(Ascomycota)

Antiproliferativo Células vasculares de masculo liso de ratainducidas por bFG ~ Liangy He, 2006
(Chordata) Céulas de musculo liso de eorta de raton Kobayashi et al., 1993
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La mayoria de los trabgjos se han realizado con extractos de raices o de plantas completas
de especies de los géneros Angelica, Cnidiumy Ligusticum, principal mente. Estas especies a igual
gue L. porteri, no se cultivan y son colectadas de su habitat natural para ser aprovechadas en China
y Japdn, principa mente, como plantas medicinal es.

Estos extractos han demostrado tener una actividad biol6gica similar a la observada con €l
compuesto puro (Hou et al., 2005). Es posible que los aceites esenciales presentes en laraiz de estas
especies, que poseen un ato porcentagje de ftélidas, tengan una accidn sinérgica entre ellos, dando
como resultado la actividad biol égica por la que son conocidasy utilizadas estas especies.

Sin embargo, algunos compuestos, como la diligustilida, no pueden ser utilizados de
manera pura, pues presentan una actividad altamente toxica sobre Artemia salina (Vazquez, 1996).

Las raices de L. porteri y P. crispum contienen la ftalida Z-ligustilida como componente
mayoritario y a cua se le atribuye un amplio espectro de actividad biolégica que carece de
especificidad y baja potencia sin ser téxico lo que lo hace til y de gran interés para la medicina
moderna (Beck y Stermitz, 1995).

M étodos de investigacion

Los métodos de investigacion utilizados sobre ftalidas para su extraccion, aislamiento y
andlisis por medio de técnicas andliticas han sido muy diversos. Para la obtencién de estos
compuestos se han utilizado tanto disolventes polares como no polares, generalmente se extraen de
raices. Los métodos de aislamiento y caracterizacion incluyen la cromatografia liquida de alta
resolucion (CLAR), cromatografia de gases (CG) o CG acoplada a espectrometria de masas (CG-
EM), cromatografia de capa fina (CCF), cromatografia de columna (CC), resonancia magnética
nuclear (RMN H' y C®), espectroscopia en rayos infrarrojos (IR), rayos ultravioleta (UV) y
cristalografia de rayos X (Beck y Chou, 2007).

En los comienzos de los estudios quimicos de las ftalidas, se identificaban por méodos
espectroscopicos tales como rayos X, IR, UV y CG-EM (MacLeod et al., 1988; Pushan et al.,
1984). En afios més recientes, estos compuestos han sido detectados por CLAR acoplada a técnicas
espectroscopicas como UV, EM y RMN de dos dimensiones. Una de las técnicas que siguen
vigente es la CG-EM Con la ayuda de estas técnicas, los constituyentes principales han sido
caracterizados e identificados simultdneamente, haciendo el andlisis de estos compuestos, sencillo,
sensibley rapido (Zschocke et al., 2005; Li et al., 2002; Zschocke et al., 1998: Beck y Chou, 2007).
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Ftalidas en otras familias

Se han encontrado ftalidas en hongos, hepaticas y en plantas pertenecientes a las familias

Gentianaceae, Typhaceae, Loganiaceae, Rosaceae, Rhamnaceae, Nymphaceae, Orchidaceae y

Asteraceae entre otras. En la Tabla 11 se muestra |a distribucién botanica de estas ftalidas.

Tabla 11. Ftalidasidentificadas en distintas familias botanicas.

Nombre Obtenido a Ftalida Referencia
partir de

Akebia quinata Frutosy tallos | « Z-ligustilida Kawata et al .,
(Lardizabal aceae) e (32)-butilideneftdida 2007
Alternaria porri Cultivo » Porritoxinol Suemitsu et al .,
(Pleosporacese) liquido 1994

e Zinnimidina Suemitsu et al .,

» 5-(3,3'-dimetildiloxi)-7-metoxi-6-metilftdlida | 1995
Anaphalis araneosa Partes aéreas » Ftalidacromeno Jakupovic et al.,
(Asteraceae) * Araneoftdida 1987

» Aranocromanoftdlida
Anthocleista djalonensis Corteza » Djalonensina Okorie, 1976
A. vogelli
(Loganiaceae)
Asarum canadense Raiz e 3-n-Butilftalida Motto y Secord,
(Aristolochiaceae) * Sedandlida 1985
Banisteriopsis caapi n.e *  Shihunina Kawanishi et al.,
(Malpighiacese) » Dihidroshihunina 1982
Corollospora maritima Medio de » Corolosporina Liberraetal.,
(Halosphaeriaceae) cultivo 1998
Corydalis sempervirens Todalaplanta | ¢ Feruloil-octopamina Majak et al., 2003
(Fumariaceae)
C. stewartii Todalaplanta | ¢ (+)-Adlumidina Hussain et al .,

» (+)-Domesticina 1988
Dendrobium lohohense Todalaplanta | ¢ Shihunina Murakoshi et al .,
D. pierardii + Dihidroshihunina 1964; Kawanishi
(Orchidaceae) etal., 1982
Fumaria agraria n.e * Adlumiceina Bentley, 1999
(Fumariacesae) * Adlumidiceina
F. bastardii n.e * Bububulina Bentley, 1999

» Corlumina

* pB-Hidrastina
F. capreolata, n.e * Adlumiceina Bentley, 1999
F. muralis * Adlumidiceina
F. officinalis
F. densiflora n.e e (-)-Adlumina Bentley, 1998

* (+)-Bicuculina

» Fuméflorina
F. macrosepala n.e * (+)-Bicuculina Suau et al., 2002

» Adlumina
F. parviflora n.e * Adlumiceina Bentley, 1999

* Adlumidiceina

* Corledina

*  Corlumidina

* o-Hidrastina
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Nombre Obtenido a Ftalida Referencia
partir de
F. vaillantii Todalaplanta | ¢ (+)-Bicuculina Sener et al., 1983
* (-)-Capnoidina
e (-)-Adlumina
* N-Maetilhidrasteina
e Z-fumaramina
» Adlumiceina
Gentiana pedicellata Hojas » Pedicelosina (deglucosilpedicel 6sida) Mpondo et al.,
(Gentianaceae) » 6"-O-glucosilpedicel6sida 1987
» Pedicelésido Chuliaet al., 1984
* Pedirutinésido Chuliaet al., 1986
* n-Propanoxi-3-ftdida
Pedirutinésido
G. pyrenaica Partes aéreas » Pediglucosido 6’ -vanilloilpediglucésido Garciaet al., 1989
Geum montanum Raiz o Z-ligustilida Vollmanny
(Rosaceae) * E-ligustilida Schultze, 1995
+ 3-Butilideneftdida
* Isdmero de 3-butilideneftaida
» Isdmero de butilidenedihidroftalida
Helichrysum arenarium Raiz * ArenoftdlidaA Vrkoc et al., 1975;
(Asteraceae) Vrkoc et al., 1973
H. platypterum Raiz » Platipteroftalida Jakupovic et al.,
1987
Myrsine africana Raiz * 5-Metoxi-7-hidroxiftélida Li y McLaughlin,
(Myrsinaceae) 1989
Nuphar pumilum Rizoma o Z-ligustilida Myazawaet al.,
(Nymphaceae) 2005
Papaver fugax Capsulas * (-)-a-Narcotina Phillipson, 1973
(Papaveraceae) * Narceina
P. pseudo-orientale Partes aéreas * (-)-a-Narcotina Sariyar y Asma,
* Narceina 1986
P. triniifolium Cépsulas * (-)-o-Narcotina Sari y Sanyer,
* Narceina 1997
Plagiochila killarniensis Espécimen » Kilarninsdlida Rycroft et al.,
(Plagiochilaceae) completo 1999
Polygonum multiflorum Tubérculos » cisE-3-butiliden-4,5,6,7-tetrahidro-6,7- Grech et al., 1994
(Polygonaceae) dihidroxi-1(3H)-isobenzofuranona
» trans- E-3-butiliden-4,5,6,7-tetrahidro-6,7-
dihidroxi-1(3H)-isobenzofuranona
Quillaja saponariamolina | Corteza » 4-Metil-7-hidroxiftadlida glucésido Steinbeck et al.,
(Rosaceae) 1995
Rhamnus wightii Corteza » 7-Hidroxi-5-metoxiftalida Pepdlaet al .,
(Rhamnacesae) » Naftdlida 1991
Scorzonera hispanica Todalaplanta | « cisSedandlida MacLeod y Ames,
(Asteraceae) » trans-Sedandlida 1991
Sporotrichum laxum Medio de » Esporotrica Bavaet al., 2006
(Corticiaceae) cultivo » 6-Hidroxisporotrica
Trifolium pratense Flores e 3-n-Butilftdlida Buchbauer et al.,
T. repens 1996
(Fabaceae)
Typha capensis Rizoma » Tifaftdida Shode et al., 2002
(Typhaceze)

n.e.: no especificado
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Las familias Fumariaceae y Papaveraceae estdn cercanamente relacionadas debido a que
ambas biosintetizan alcaloides, particularmente del tipo ftaidaisoquinolinas (Suau et al., 2002).
Ademés ambas familias pertenecen a orden Papaverales, por lo que podria explicarse la presencia
de estos compuestos en estas familias.

La presencia de algunas de las ftdlidas identificadas en la Tabla 11 ha sido reportada en
especies de los géneros Ligusticum, Levisticum, Meum y Cnidium, denotando la relacion
guimiotaxondémica entre éstos y ésta misma con otras familias tan distantes como la Orchidaceae y
organismos como hongos microscopicos patdgenosy marinos asi como hepéticas.

Es de gran interés notar que Z-ligustilida se identificd en las raices de Nuphar pumilumy
Geum montanum y en los frutos y semillas de Akebia quinata. Estas especies, excepto G.
montanum, pertenecen a la subclase Magnoliidae y estén en € orden Ranunculaes y Nympheales,
respectivamente. La familia Apiaceae y G. montanum pertenecen a la subclase Rosidae dentro del
orden Umbelales y Rosales, respectivamente (Figura 12). Estas tres especies pertenecen a grupo
Magnoliopsida y crecen en habitats montafiosos y en suelos &cidos, caracteristica que comparten
con las especies de Apiaceae que biosintetizan ftalidas. Por lo tanto, Z-ligustilida podria ser un
caracter taxondmico gue agrupe a estas familias.

La presencia de ftalidas no isoquinolinas se identificd en los érdenes Rhamnales, Ericales,
Fabales, Polygonales y Aristolochiales. Estos estan méas algjados taxonomicamente entre si, ya que

pertenecen a tres distintas subclases, Rosidage, Dilleniidaey Caryophylliidae.
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Figura 12. Diagrama evolutivo de la especializacion de los 6rdenes de las angiosper mas (Stebbins, 1974). En los
recuadros negros seindican los 6rdenes Umbelales, Rosales, Ranunculalesy Nympheales. En losrecuadros grises
seindican los 6rdenes Rhamnales, Fabales, Ericales, Polygonalesy Asistolochiales.
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La ausencia o presencia de metabolitos secundarios puede ser un indicativo de un ancestro
comun. Sin embargo, la expresién de estructuras quimicas similares de éstos en familias distantes
ocurre en € reino vegetal. La co-ocurrencia de una clase estructural puede ser un indicativo de una
relaciéon monofilética. Esto puede ser debido a una evolucién convergente o a una expresion
diferencial de genes, es posible que en algunos casos |os genes que codifican para las enzimas para
la biosintesis de un metabolito secundario hayan tenido una evolucion temprana. Estos genes no se
pierden durante la filogenia pero pueden estar “apagados’. De igual manera, estos genes pueden
“encenderse” en otro momento evolutivo (Wink, 2003).
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Cultivo detgidos vegetales

El cultivo de células, tgidos y 6rganos vegetales es un conjunto de técnicas disefiadas para €
crecimiento y multiplicacién de células bajo condiciones asépticas en un medio de composicion
quimicamente definido y condiciones ambientales controladas (Roca y Mroginski, 1993). La base
tedrica parael cultivo de tejidos fue propuesta por Haberlandt en 1902 cuando establecié claramente el
concepto de totipotencialidad indicando més tarde que la técnica de cultivo de células vegetales
aisladas en una solucion nutritiva permitira el estudio de problemas importantes desde un nuevo
acercamiento experimental (Thorpe, 2007; Loyola-Vargasy Vazquez-Flota, 2006).

Las aplicaciones de esta técnica son: modelos de estudio para aspectos fundamentales de la
fisiologia vegetal, genética y bioquimica; el incremento de la variabilidad genética; la generacion de
individuos fértiles modificados genéticamente; la obtencion de plantas libres de patdgenos; la
micropropagacion de plantas, la conservacion de germoplasma de especies amenazadas; la
manipulacion de rutas metabdlicas de metabolitos secundarios y la bioconversion y produccion de
metabolitos secundarios (Loyola-Vargasy Vazquez-Flota, 2006).

Sin embargo, se deben tener en cuenta varias consideraciones para €l éxito del cultivo de
tejidos. La primera de ellas es la eleccion del explante que esta determinada por €l objetivo perseguido
y la especie vegeta estudiada asi como € estado fisiolégico del mismo. La segunda es la asepsia,
evitar contaminacion con microorganismos es un aspecto basico que se debe tener en cuenta para €l
éxito del establecimiento del cultivo, para su incubacidn y para su manipulacion. Si bien es cierto que
en € cultivo de plantas, es mas comln la contaminacién por hongos y virus y en menor grado por
bacterias, es necesario sobrepasar este factor ya que puede ser €l paso limitante para el establecimiento
del cultivo. Latercera es la eleccion del medio y de los reguladores de crecimiento y por Ultimo las
condiciones de incubacion (Rocay Mroginski, 1993; Steward et al., 1970; Hurtado y Merino, 1987).

Esta técnica explora las condiciones que promueven la division celular y la reprogramacion
genética en condicionesin vitro. Esto se logra a manipular las concentraciones exdgenas y endogenas
de reguladores de crecimiento vegetal. Los reguladores de crecimiento més utilizados para ello son las
auxinasy las citocininas y se utilizan paralainduccion de callosy morfogénesis (Parr, 1989).

También influencian la diferenciacion de las células vegetales: una ata concentraciéon de
citocininas y baja de auxinas promueven la formacion de brotes, las auxinas inician €l crecimiento de
raices y una cantidad equimolar de citocininas y auxinas promueven la proliferacién de callo
(Buchanan et al., 2000).

Las auxinas regulan la elongacion celular, la dominancia apical, €l desarrollo de frutos, la

elongacién de brotes, la induccion de la division celular en € cambium, la iniciacién de la raiz



principal y raices adventicias, la embriogénesis, la diferenciacion de tejidos vasculares, previenen la
abscision y estan involucradas en tropismos. La principal auxina presente en la mayoria de las plantas
es el &cido indol-3-acético (AlA), es derivada del L-triptéfano y es sintetizada en tejidos jovenes
aéreos y en la punta de la raiz. También existen auxinas sintéticas como e &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y el acido naftalen-1-acético (ANA). Su papel en la elongacion celular es
acidificar la pared celular para provocar un debilitamiento temporal cambiando la presion osmética
estimulando ATPasas de H' que permiten la entrada de agua |o que provoca la elongacion de la célula
Se transportan de manera unidireccional, es decir, de manera polar desde |la parte apical hacia la parte
basal (basipétala). También se pueden transportar por € floema hacia las raices, es decir, de manera
acropétala (Taiz y Zeiger, 2006; Buchanan et al., 2000).

Las citocininas regulan ladivision y proliferacion celular, ladominanciaapical, laformaciony
la actividad de los meristemos apicales, € desarrollo floral, retardan la senescencia de las hojas,
promueven la movilizacion de nutrientes, €l desarrollo y diferenciacion de cloroplastos, €l
metabolismo autotrofico, la expansidon de hojas y cotiledones y la interrupcidn de la dormancia de
yemas. La citocinina mas abundante en la mayoria de las plantas es la trans-zeatina y en menor
cantidad la cis-zeatina y la dihidrozeatina. También existen citocininas sintéticas como la
benziladenina (BA), orto y meta-topolinas. Son derivados estructurales de la adenina con cadenas
laterales de tipo isoprenoides y arométicas. Su biosintesis est4 regulada espacial y temporal mente, hay
atos niveles en las semillas inmaduras, en las puntas de raices y en e meristemo apical. Se
biosintetizan en la punta de la raiz principalmente. Se transportan por difusién alas células blanco y/o
sistemas de transporte selectivo (Taiz y Zeiger, 2006; Buchanan et al., 2000). Su papel en la division
celular es inducir la expresion de los genes cdc2, cdk4 y cdk6, ciclinas dependientes de cinasa que se
asocian con ciclinas tipo B seguido por unafosforilacion paralatransicion de lafase G2 alafase M y
activan la expresion de ciclinas tipo D y del gen cd4 para la transicion de la fase G1 alafase S
(D’Agostino y Kieber, 1999).

Obtencion de metabolitos secundariosin vitro

Las plantas son la fuente de muchas medicinas modernas. Se estima que una cuarta parte del nimero
total de las medicinas contienen extractos vegetales de ingredientes activos obtenidos de sustancias
vegetales 0 modeladas a partir de ellas. Como ejemplo el analgésico mas comun, la aspirina, es
derivada de especies de Salix y Spiraea y los productos anticancerigenos més valiosos como €

paclitaxel y lavinblastina son derivados de fuentes vegetales (Tripathi y Tripathi, 2003).
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Muchas plantas que sintetizan productos de ato valor son dificiles de cultivar y estén siendo o
estan alcanzando el estatus de amenazadas por |a sobrecolecta, 1o cual es muy preocupante, ademés de
gue la sintesis de compuestos derivados de plantas no es factible econémicamente, en algunas
ocasiones debido a la gran complejidad de sus estructuras y sus requerimientos estereoespecificos
(Oksman-Caldentey e Inze, 2004).

Los sistemas de cultivos celulares pueden ser utilizados a gran escala para cultivar células
vegetales de las cuales se pueden extraer metabolitos secundarios. Una de las ventgjas de estos
métodos es que puede proveer productos naturales de manera continua y de una fuente confiable. La
biosintesis de estos compuestos ocurre a una velocidad similar o superior a la de las plantas intactas.
Algunos metabolitos secundarios localizados en tejidos u 6rganos morfol 6gicamente especializados de
plantas nativas se han producido en estos sistemas no solo induciendo cultivos organizados
especificos, sino desdiferenciando los cultivos celulares como los cultivos de callos (Mulabagal et al.,
2004).

Las ventgjas de un sistema de cultivo celular sobre el cultivo tradicional de plantas completas

* Los compuestos de interés pueden producirse bajo condiciones controladas
independientes de cambios climéticos, estaciones del afio o condiciones del suelo,

« Lascélulas cultivadas estan libres de bacterias, hongos, virus e insectos,

 Las céulas de cuaquier planta pueden ser manipuladas para obtener sus
metabolitos especificos,

e El control automatizado del crecimiento celular y la regulaciéon de los procesos
metabolicos pueden reducir los costos de labor y mejorar la productividad y

» Enagunas ocasiones las sustancias organicas son excretadas al medio nutritivo de
donde son facilmente extraidas.

Una de las principaes dificultades en el uso de cultivos in vitro de células vegetales para
producir metabolitos secundarios a nivel industrial es la lentitud de crecimiento de éstas, por lo que €
tiempo aumenta significativamente para la produccién de biomasa. La biosintesis de metabolitos
secundarios tiene lugar cuando las células vegetales han dejado de crecer y reproducirse, esto es, en la
fase estacionaria (Rocay Mroginski, 1993).

Las estrategias biotecnoldgicas utilizadas para incrementar la produccion de metabolitos
secundarios en cultivos celulares vegetal es estén basadas en aquellas utilizadas en cultivos de bacterias
y hongos. Algunas de éstas son las siguientes (Collin, 2001; Mulabagal y Tsay, 2004):

» Selecciony mejorade lineas celulares altamente productoras,
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» Variacion del medio de cultivo (nutrientes, reguladores de crecimiento, factores fisicos
y quimicos, adicidn de precursores)

» Uso de técnicas especidizadas (elicitacion, inmovilizacion, permeabilizacion,
escalamiento, transformacién genética, biotransformacién de precursores, ingenieria

metabolica de rutas biosintéticas).

Obtencidén de metabolitos secundarios a partir de cultivo de células en
suspension

El cultivo de células en suspension esta basado en la metodologia utilizada en microorganismos.
Consiste en un conjunto de células aisladas distribuidas en un medio de cultivo liquido en constante
movimiento. Este puede iniciarse al transferir un fragmento de callo friable al medio liquido. Al
dividirse, las células se liberan del inéculo debido a la accién mecéanica y posteriormente el cultivo
estara compuesto por células aisladas. La capacidad de separacion o friabilidad de las células en
cultivo de células en suspension se puede promover con una mayor concentracion de auxinas que de
citocininas (Loyola-Vargasy Vazquez-Flota, 2006).

Un callo se puede definir como una masa celular amorfa en activa division celular obtenida
por medio del aislamiento de 6rganos o tejidos diferenciados, los cuales son llevados a una
desdiferenciacion celular, y presentan una proliferacion continua, acelerada y de apariencia
desorganizada, dando lugar a una masa amorfa de tejido. Desde € punto de vista biosintético, la
caracteristica mas importante del callo es la totipotencialidad de sus células, lo que significa que cada
célula en cultivo mantiene la informacidn genética completa y por o tanto es capaz de producir una
amplia gama de metabolitos secundarios encontrados en la planta madre. Para iniciar un cultivo de
callo de una planta medicinal, se puede partir de cualquier explante y no necesariamente del 6rgano
productor del metabolito de interés; éste se pone en contacto con un medio de cultivo que induzca este
desarrollo con una activa proliferacion. Estas células al entrar en una fase de desdiferenciacion celular,
son capaces de biosintetizar este metabolito, independientemente del explante utilizado para el cultivo.
Si este callo derivado de un explante produce el compuesto de interés, se espera que cualquier otro 1o
hard. Este hecho puede implicar que todos los callos derivados de una planta tendran finalmente las
mismas caracteristicas cuantitativas y cualitativas independientemente de los estados iniciales de los
explantes (Berlin, 1988; Hurtado y Merino, 1987; Rao y Ravishankar, 2002).

Al iniciarse e cultivo de células en suspension, el comportamiento que presentan las células en

crecimiento es tipicamente sigmoide (Figura 13). Durante la fase de reposo o lag € indculo no
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presenta ninguna sefial de division celular, esta adaptandose a las condiciones de cultivo parainiciar e
incrementar la velocidad de la division celular durante la fase exponencial y lineal. La velocidad de
division va disminuyendo gradualmente hasta dar inicio a la fase estacionaria, que es el momento en
gue se han agotado los nutrientes o alguno de €ellos. Durante esta fase las células han alcanzado su

maxima densidad celular, permaneciendo viables pero sin division (Hurtado y Merino, 1987).

Figura 13. Modelo de una curva de crecimiento de un cultivo de células en suspension relativo al nimero de
células por unidad de volumen de cultivo en cuanto al tiempo de cultivo.

Al seleccionar unalinea celular productora de metabolitos secundarios, ésta se mantiene en un
cultivo en suspension Gptimo para asi incrementar la biomasa y por consiguiente las concentraciones
del metabolito. Estos cultivos pueden mantenerse por periodos largos en suspension siendo éstos una
fuente continua, confiable y estable tanto de células productoras como de metabolitos secundarios
(Hurtado y Merino, 1987; Bajg et al., 1988, Heinstein, 1985). Algunos ejemplos de metabolitos

secundarios obtenidos in vitro se muestran en la Tabla 12.
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Tabla 12. Algunos metabolitos secundarios de plantas medicinales obtenidosin vitro.

Especie vegetal
Atropa belladonna

Camellia sinensis

Capsicum annuum
Catharanthus roseus

Chrysanthemum cinerariifolium
Cinchona ledgeriana

Coffea arabica
Coleus blumei
Coptis japonica
Datura innoxia
Digitalis lanata

D. lanata
Dioscorea deltoidea

Duboisia leichhardtii

Ephedra spp.
Fabiana imbricada

Ginkgo biloba
Helianthus annuus
Hypericum perforatum

Linum usitatissimum
Lithospermum erythrorhizon
Morinda citrifolia

Mucuna pruriens

Nicotiana tabacum

Papaver bracteatum

P. somniferum

P. somniferum

P. bracteatum

Passiflora quadrangularis

Pilocarpus pennatifolius

Compuesto
Atropina

Escopolamina,
Hiosciamina
Catequina

Teamina
Capsaicina
Catarantina,
Akuammicina,
Vindolina,
Ajmalicina,
Estrictosidina
Vindolina

Piretrinas
Quinidina
Quinina
Quinolina
Cafeina
Acido rosmarinico
Berberina
Hiosciamina,
Escopolamina
Digitoxina
Digoxina
Diosgenina
Escopolamina

Hiosciamina

Efedrina

Acido oleandico,
Rutina, Acido
clorogénicoy
Escopoletina
Ginkdlida A
a-tocoferol
Hipericina,
Pseudohipericina
Neolignano
Siconina
Antraquinonas
L-DOPA
Nicotina
Sanguinarina
Codeina, Morfina
Morfina, Tebaina

Orientina,
| soorientina,

Vitexina, |sovitexina

Pilocarpina

Tipo de cultivo
Raices
transformadas
Raices
transformadas
Suspension

Suspension
Suspension
Suspension

Suspension

Cdlo

Cultivo deraiz
Cultivo deraiz
Suspension
Cdlo
Suspension
Cdlo

Cdlo
Suspension

Suspension
Suspension
Cultivo de raiz

Cdlo

Suspension
Calloy suspension

Suspension
Suspension
Apices de brotes

Suspension
Suspension
Suspension
Cdlo

Suspension
Suspension
Suspension
Cdlo

Cdlo

Calloy suspension

Referencia
Kamadaet al., 1986

Bensaddek et al., 2001

Shibasaki-Kitakawaet al .,
2003

Oriharay Furuya, 1990
Johnson et al., 1990
Scout et al., 1980

Hernandez-Dominguez et
al., 2004

Rajasekaran et al., 1991
Anderson et al., 1982
Anderson et al., 1982
Robins et al., 1986
Waller et al., 1983
Zenk et al., 1977
Furuyaet al., 1972
Hiraokaet al., 1973
Ohlsson et al., 1983

Ohlsson et al., 1983

Tal et al., 1983; Hebley
Staba, 1980

Endo y Yamada, 1985
Endo y Y amada, 1985;
Yamaday Endo, 1984
O'Dowd et al., 1993
Schmeda-Hirschmann et
al., 2004

Carrier et al., 1991
Galaet al., 2005
Kornfeld et al., 2007

Attoumbre et al., 2006
Fujitaet al., 1981
Inoue et al., 1981
Brain, 1976

Mantell et al., 1983
Cliney Coscia, 1988
Heinstein, 1985
Alkhimovaet al., 2001

Antognoni et al., 2007

De Andrade et al., 2005
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Especie vegetal
Podophyllum hexandrum
Plumbago zeylanica
Rauwolfia serpentina

Solanum laciniatum
S lyratum

Swainsona galegifolia

Taxus brevifolia
Theobroma cacao

Trigonella foenum-graecum

Uncaria tomentosa

Valeriana wallichii

Compuesto
Podofilotoxina
Plumbagina

Reserpina

Solasodina

Solanina, Solanidina,
Solasodina
Swainsonina

Taxol

Cafeina, Teobromina,
Teofilina
Diosgenina

Acido ursdlico,
Acido oleandlico
Valepotriatos

Tipo de cultivo
Suspension
Raices
transformadas
Suspension

Suspension
Suspension

Raicesy raices
transformadas
Calloy suspension
Calloy suspension

Cdlo
Suspension

Raices
transformadas

Referencia
Uden et al., 1989
Vermaet al., 2002

Yamamoto y Y amada,
1986

Chandler y Dodds, 1983
Meng-Hsin et al., 2007

Ermayanti et al., 1994

Gibson et al., 1993
Gurney et al., 1992

Oncinaet al., 2000
Flores-Sanchez et al.,
2002

Banerjeec et al., 1998

Actualmente se han realizado estudios sobre |a regeneracion in vitro de varias especies de la
familia Apiaceae a partir de distintos tipos de explantes (Tabla 13). Mediante este método, se han
logrado propagar especies con el mismo genotipo y fenotipo libres de patdgenos de manera masiva y
que estdn amenazadas por la sobrecolecta o porque su reproduccion por semilla no es posible, como
Cnidium officinale (Pant et al., 1996).

También existen trabajos sobre la obtencién de metabolitos secundarios de especies de la
familia Apiaceae gemplificados en la Tabla 14. Dichos estudios experimentales han demostrado la
factibilidad de esta alternativa biotecnoldgica para conservar las poblaciones naturales al obtener €l
compuesto deseado in vitro. Sin embargo, no existen trabajos enfocados a la obtencidn in vitro de Z-

ligustilida o alguna otra ftalida.

70



Tabla 13. Cultivosin vitro de especies de la familia Apiaceae.

Especie Explante Condiciones de cultivo Resultado de Referencia
regeneracion
Anethum graveolens Yema axilar MS+ BA (0.5mg/L) y AIB (0.1 mg/L) Plantulas Sharmaet al., 2004

Angelica acutiloba Cadllo de brote apical LS+ 2,4-D (10°M) + Kn (10°M) Embriones sométicos Miuraet al., 1988

y pléntulas

Angelica sinensis Embriones inmaduros MS+ 2,4-D (0.5-1 mg/L) Embriones sométicos Tsay y Huang, 1998
Apium graveolens Peciolo MS+ 2,4-D (0.5 mg/L) y Kn (0.6mg/L) Embriones sométicos  Williamsy Collin,
y plantulas 1976(a)
MS+ AIA (0.5mg/L) y Kn (0.6 mg/L) Williamsy Callin,
1976(b)
Hipocdtilo MS +2,4-D (10° M) Embriones sométicos Up-Dong et al., 1999
Bupleurum falcatum Callo de hipocdtilo MS+ 2,4-D (9 uM), BA (4.4 uM) y Kn (4.6 pM) Embriones sométicos Bang et al., 1999
y pléntulas
Bupleurum kaoi Segmentos nodales MS+ BA (0, 0.25,0.5,1,2mg/L) + Kn (0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 mg/L) Plantulas Chen et al., 2006
Centella asiatica Segmento nodal MS+ BA (22.2 uM) y ANA (2.68 uM) Plantulas Tiwari et al., 2000

Callo de peciolo, |1&mina MS + 2,4-D (4.52 uM) 0 ANA (5.37 uM) + Kn (2.32 uM) Embriones sométicos Martin, 2004
y entrenudo y pléntulas
Calo de hoja MS+Kn (9.29 uM) y 2,4-D 2.26 uM) Embriones sométicos Paramageetham et
y plantulas al., 2004
Brote apical MS+ BA (4 mg/L), ANA (1 mg/L) y Kn (1-4 mg/L) y AIB (0-3 Plantulas Nath y Buragohain,
mg/L) y ANA (0-1 mg/L) 2003
Cnidium officinale Brote apical MS + BA (10°M) y MS+ ANA (107M) + BA (107M) Plantulas Pant et al., 1996
Cuminum cyminum Callo de hipocétilo y MS+2,4-D (4 uM) + Kn (2 6 4 uM) Plantulas Tawfik y Noga, 2002
cotiledones
Embriones B5+BA (Oy 0.1 mg/L) + ANA (0, 0.2,0.4, 0.6 mg/L) + AIA (0, 0.2, Plantulas Ebrahimie et al.,
0.4 mg/L) 2007
Daucus carota Brote apical MS+ AAB (10“M) Embriones soméaticos Nishiwaki et al.,
y pléantulas 2000
Callo de hipocdtilo B5+2,4-D (1 uM) Embriones sométicos Li y Kurata, 2005
Eryngium foetidum Peciolo y nudo de MS+ANA (0.5uM)y TDZ (0.9, 1.8, 4.5y 9 uM) Plantulas M ohamed-Y asseen,
inflorescencia 2002
Hoja, disco detaloy MS+ ANA (5.37-10.74 uM) + Kn (2.32 0 4.65 pM) Plantulas Martin, 2004

Foeniculumvulgare

raiz
Hojas

Callo de hipocétilo y
tallo

LS+ 2,4-D (1 mg/L) y BA (1 mg/L), MS+ 2,4-D (0.1 mg/L), BA (2
mg/L) y/o GA; (1 mg/L) BA (0.1 mg/L)
MS+ ANA (2.6 uM) y Kn (2.3 uM)

Embriones sométicos
y pléantulas
Embriones sométicos

Ignacimuthu et al.,
1999
Bennici et al., 2004
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Especie Explante Condiciones de cultivo Resultado de Referencia
regeneracion
Heracleum Peciolo MS+ 2,4-D (0.5mg/L) + BA (0.5 mg/L) Embriones sométicos Wakhluy Sharma,
candicans 1998
Ligusticum Yema axilar MS+ BA (0.5mg/L) + ANA (0.5mg/L) y MS+ AIA (1 mg/L) + Plantulas Pen, 2002
chuanxiong ANA (0.5mg/L)
Ligusticum wallichii Protoplastos de MS+2,4-D (1 mg/L) + BA (0.5 mg/L) y MS+2,4-D (0.5mg/L) y Caloy plantulas  Zhong-Yi y Hui-
hipocétilo BA (0.5 mg/L) Min, 1986

Petroselinum Yema axilar MS+ BA (0, 2.5, 5uM), ANA (0, 2.5, 5 uM), AIB (2.5 uM), Kn Plantulas Vandermoortele et
crispum (0.5, 2.5, 5uM), Thidiazuron (0.1, 1uM) al., 1996
Petroselinum Callo de peciolo MS+ AIA (1, 25,5, 10 mg/L), MS+ Kn (0.04 mg/L) y MS + sulfato Plantulas Vasil y Hildebrandt,
hortense de adenina (2.5, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 mg/L) 1966
Pimpinella Hipocdtilo MS+ TDZ (1 mg/L) + ANA (0.5 mg/L) Embriones sométicos Prakash et al., 2001
tirupatiensis

Thapsia garganica

Trachyspermum
ammi

Callo de peciolo y hoja
Hojas
Peciolo y hoja
Hojas

Hipocotilo

MS+ANA (0.5mg/L) y BA (1.5 mg/L)
MS+ANA, AlA, 2,4-D y BA (0-2mg/L)

MS+ ANA (0.5mg/L) y BA (1.5 mg/L)

B5 + 2,4-D (1 mg/L), ANA (1 mg/L) y BA (1 mg/L)

MS+2,4-D (9 uM) y Kn (2.3 uM)

Plantulas

Plantulas
Plantulas

Embriones sométicos

Embriones sométicos
y pléntulas

Makungaet al., 2003
Makunga et al., 2005

Makunga et al., 2006

Jager et al., 1993

Jasrai et al., 1992

1uM =10°M (10°g), 1 mg=103g
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Especie
Ammi majus
A. visnaga

Anethum graveolens

Angelica dahurica var. formosana
A. sinensis

Apium graveolens

Bupleurum falcatum

Centella asiatica

Daucus carota

Tabla 14. M etabolitos secundarios obtenidosin vitro de especies de la familia Apiaceae.

Usos

Vitiligo, psoriasis, micosis,

eczemas atipicas, pitiriasis

liquenoides, urticaria pigmentosa
y dopecia

Condimento, indigestion, colicosy
gases

Dolor de cabezay psoriasis

Estimulan la circulacion, lumbago,
constipacion, Ulceras, reumatismo,
pardlisis, amenorrea, sangrados

uterinos

Condimento, alimento,
carminativo, diurético,
emenagogo, galactogogo,
estimulante, ténico, analgésico,
antiinflamatorio, diurético y

vermifugo
Antipirético, analgésico y

antiinflamatorio

L epra, padecimientos de la piel,

antipirética, destoxificante,

diurético, revitalizante y alimento

en currisy ensaladas.

Contralombrices intestinales,

trastornos estomacales, diarrea,
tos, afecciones del pecho,

hidropesia, vista cansada.

Alimento.

Compuesto obtenido
Psoralenos

Umbeliferona, isopimpinelina, (S)-

marmesina, (R)-amirina,

umbeliferona-[3"-metil-buta-1t.3-
dien-1"-il]-éter y umbeliferona-[3’-
hidroximetil-1t.-buten-1t.-buten-

1-il]éter
Visnagina
Quercetina 3-O-D-glucurénida

Imperatorina
Compuestos fendlicos, ftalidas

Terpenoidesy ftalidas

Saikosaponinas
Saponinas triterpénicas
Asidticosidos

Asiaticosido y madecactsido

Cianidin 3-O-latirésido, cianidin 3-
O-(2"-O-p-D-xilopiranosil-6"-O--

D-glucopiranosil-f3-D-
galactopirandsido) acilado con

acido 4-cumadrico, &cido ferdlico,
acido 4-hidroxibenzodico o écido

sindpico
Antocianinas

Tipo de cultivo
Calo(LS)
Células en suspension de
hipocdtilo (B5)
Células en suspension (MS)

Células en suspension

Células en suspension (MS)
Cdllo (B5, KU, MS, NT)

Células en suspension (MS)

Calo (MS)

Callo (LS)

Calloy células en suspensién
(MS)

Calloy células en suspensién
(MS)

Estolonesy callo de peciolo
y hoja(MS)

Células en suspension

Células en suspension (SH y
Nitsch & Nitsch)

Referencia
Ekiert, 1993
Hamerski et al., 1990
Kaul y Staba, 1965

Mohleet al., 1985

Mulabagal y Tsay, 2004
Shi-Yuy Kuo-Chang, 1989

Watts et al., 1984; Watts et
al., 1985
Al-Abtaet al., 1979

Hiraoka, 1989

Solet et al., 1998

Nath y Buragohain, 2005

Aziz et al., 2007

Glabgen et al., 1992

Kinnersley y Dougall, 1980;
Dougall et al., 1980; Noé et
al., 1980; Yoon et al., 1992
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Especie

Usos

Compuesto obtenido

Tipo de cultivo

Referencia

Glehnialittoralis

Levisticum officinale

Petroselinum crispum

Pimpinella anisum

Thapsia garganica

Analgésico, antipirético,
diaforético y expectorante
Diaforética, emenagogo,
expectorante, estomético y
estimulante. Perfume, alimento,
bebida.

Condimento, diurético,
antihipertensivo, emenagogo

Especia aromatica, carminativo,
espasmolitico y expectorante

Enfermedades pulmonares,
catarros y dolores reumaticos.

Furanocumarinas

Aceites esenciales, terpenoides y
ftélidas

Marmesina, bergapteno, ftalidasy
ftalidas glicosiladas
[-elemeno, miristicinay apiol

a.-pineno, B-pineno, B-mirceno, B-
felandreno, y-terpineno, 4-
isopropenil-1-metilbenzeno, p-
menta-1,3,8-trieno, (3-elemeno,
miristicinay apiol

Aceites esencialesy
fenilpropanoides

Pseudoisogenol

Tapsigarginas

Células en suspension
elicitados

Raices transformadas (SH,
B5y MS)

Cultivos elicitados

Callo (B5)
Callo (B5)

Cdlo (MSy B5)
Células en suspension (MS)

Callo (MS)

Kitamura et al., 1998

Santos et al., 2005

Hagemeier et al., 2004

Gbolade y Lockwood, 1990
Gbolade y Lockwood, 1991

Ernst, 1989
Reichling et al., 1995

Smitt et al., 1996
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JUSTIFICACION

Ligusticum porteri es una planta de gran importancia ecol 6gica, etnoboténica, medicinal, econémica
y cultura para los Tarahumaras de la Sierra Tarahumara en Chihuahua en México por el vaor
medicinal y religioso ceremonial que le dan a esta planta.

Ligusticum porteri se distribuye en los bosques de pino-encino desde las Montafias
Rocallosas en Estados Unidos con su limite de distribucion sur en la Sierra Madre Occidental en
México. Por esta situacion, las poblaciones tienen una distribucion restringida, a veces aislada,
reduciendo €l flujo de intercambio genético entre éstas y haciéndolas mas vulnerables a cambios en
el ambiente. Aunado a la sobrecolecta para su comercializacion, a sobrepastoreo, a la
deforestacion, en general a la destruccion de su hébitat, sus poblaciones estan desapareciendo
rapidamente. Su situacién se agrava debido a gran desconocimiento que existe de la especie, no se
cuenta con un procedimiento de propagacion ni siquiera a través de la germinacion de sus semillas
ni de cultivo.

En México y Estados Unidos se venden productos hechos a base de tinturas, polvo y
cdpsulas de la raiz asi como la raiz completa. Estos preparados tienen un amplio espectro de
bioactividad como bactericida, fungicida, antiviral, antiespasmddico, insecticida, analgésico y
antidepresivo por mencionar algunas. Estas propiedades se atribuyen a la presencia de Z-ligustilido
gue por presentar una baja toxicidad en su estado puro, es un producto muy interesante para su
posible aplicacién en la medicina moderna y tradicional. En este Ultimo caso se emplean los
extractos crudos de la droga con un ato contenido de Z-ligustilido.

Actualmente no existe ninguna norma naciona ni internacional en cuanto a maneo y/o
conservacion de L. porteri por lo que este proyecto ofrece tratar de desarrollar una fuente alternativa
del principio activo que pueda hacer frente a su demanda a corto plazo y que de esta manera
disminuya la presion sobre las plantas de poblaciones naturales ademas de integrar |a produccion in
vitro y ex situ con convenios entre la UNAM y las comunidades rurales para el beneficio de éstas y
delas poblaciones naturales de L. porteri.

Es por esto que una aternativa biotecnol 6gica como el cultivo de tejidos es una aternativa
viable para explorar la germinacién de L. porteri asi como e potencial morfogénico de estructuras
sométicas que hagan posible la formacién de callo para evaluar la presencia de metabolitos
secundarios de interés. Se pretende también que esta estrategia experimenta sirva de base para
poder ser aplicada a la conservacion ex situ de esta especie. Debido a la fata de informacién, se
compararon las respuestas morfogénicas y la biosintesis in vitro con las de una especie cultivada,

como P. crispum, dela misma familiay que también biosintetiza Z-ligustilida.
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HIPOTESIS

* Sehademostrado que bajo ciertas condiciones experimentales e callo de distintos cultivos

in vitro de agunas plantas expresan |la capacidad biosintética que permite la formacion de

metabolitos secundarios, es probable que Ligusticum porteri y Petroselinum crispum

produzcan e compuesto Z-ligustilida a partir del cultivo de callo y/o de células en

suspension de varios explantes.

OBJETIVOS

General:

Particulares:

Establecer condicionesin vitro parainducir la morfogénesisy labiosintesisin vitro

apartir de distintos explantes de Ligusticum porteri y Petroselinum crispum.

Determinar |as condiciones para la germinacion in vitro y en suelo de las semillas
de Ligusticum porteri y Petroselinum crispum.

Establecer cultivos de callo y de células en suspensién de segmentos de talo, raiz,
cotileddn, hojay peciolo de ambas especies.

Evauar € efecto de los reguladores de crecimiento en las combinaciones ANA/BA
y 2,4-D/BA en laformacién de calo y en cultivos en suspension de ambas especies.
Establecer una curva de crecimiento a partir de cultivos de células en suspension de
todos | os explantes de ambas especies.

Determinar la cinética de crecimiento de las células en suspension de los explantes
de ambas especies.

Determinar la presencia de Z-ligustilida en los distintos explantes estudiados de

ambas especies utilizando técnicas cromatogréficas.
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METODOLOGIA GENERAL

Recoleccion de semillas y partes
aéreas

Obtencion de semillas
de P. crispum

Estratificacion (1°C/40-60 d)

Desinfeccion

Germinacion in vitro

MS 50% de sales en mezclas de sustratos

Germinacion

Induccion de callos con
2,4-D/BA y ANA/BA de
hojas, cotiledones, peciolos vy raices

Establecimiento de cultivos de
células en suspensién

Establecimiento de curva
de crecimiento

Identificaciéon por comparacién con
estandares 6 bancos de datos (CG-
EM)

Determinacidn cinética de
crecimiento
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MATERIALESY METODOS

Material biologico

Las semillas de L. porteri (técnicamente mericarpos) fueron recolectadas en € Municipio de
Guachochi en lalocalidad de Basigochi a 2433 m.s.n.m. (Latitud Norte 27° 12’ 53", Longitud Oeste
107° 23' 22") en €l Estado de Chihuahua en México del 8 a 22 de octubre del 2005 (Bye 34467).
Las partes aéreas de plantas de aproximadamente 3 afios de edad se recolectaron en el Municipio de
Guachochi en lalocalidad de Simuchichi a 2261 m.s.n.m (Latitud Norte 27° 14’ 38" Longitud Oeste
107° 05’ 42") en €l Estado de Chihuahua, México €l 18 octubre del 2006 (Bye 34820).

Las semillas de P. crispum se adquirieron en un mercado local en la Ciudad de México de lamarca

comercial “Semillas Vita’ (Rancho Los Molinos S. P. R. de R. L. Morelos, México).

Desinfeccion de semillas

La germinacién de semillas de L. porteri y P. crispum se realizé en condiciones asépticas. Las
semillas de L. porteri se hidrataron previamente por 1 h en agua destilada y se escarificaron con
pinzas. La desinfeccién superficial se realizo en agitacion de la siguiente manera: (1) solucién de
detergente por 20 min, (2) solucién de peréxido de hidrégeno (7% v/v) por 7 min, (3) solucion de
terramicina (200 mg/100 ml) por 10 minutos, (4) solucién de cuprimicin (300 mg/100 ml) por 10
minutos, (5) solucion de hipoclorito de sodio (blanqueador doméstico) 10% v/v por 10 min y (6)
solucion de PPM (Plant Preservative Mixture, Plant Cell Technology, Inc.) (1 mi/49 ml) por 2 h.
Después de cada solucidn, las semillas se enjuagaron dos veces con agua destilada excepto después

delasolucién de PPM.

Germinacion in vitro

Para la germinacién de ambas especies se utilizé el medio nutritivo de Murashige-Skoog (1962) al
50% de salesy 1.5% de sacarosa (MS-50). El pH del medio se gjusté a5.7 y se solidifico con 4 g/L
de phytagel. EI medio se repartié (25 ml) en frascos de vidrio de 100 ml y fue esterilizado en
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autoclave a 120°C y 1.5 Kg/cm? por 17 min. Se sembraron 4 semillas por frasco. Los cultivos se
mantuvieron a 21°C en oscuridad hasta la germinacién, después de esto, las plantul as se expusieron

aun fotoperiodo de 16 h luz (fluorescente 1000 — 2000 luxes) y 8 h de oscuridad.

Germinacion ex vitro

Se sembraron 30 semillas de L. porteri en charolas (30 x 30 cm) con diferentes mezclas de
sustratos:. (8) Sphagnumy suelo de Chihuahua (1:1), (b) agrolita, (c) hojarascay agrolita (1:1) y (d)

suelo de Chihuahua a una profundidad de 1.5 cm y se mantuvieron en un invernadero.

Andlisisfisicoquimico de suelo

Se analizé una muestra de 180 g de suelo colectado en Chihuahua en un bosque de pino-encino en
el Municipio de Guachochi en la localidad de Piedras Blancas en Chihuahua, México donde crece
L. porteri. La muestra fue tamizada en una malla de 2 mm para obtener los siguientes datos

fisicoquimicos: pH, contenido de Py cationes intercambiables para analizar la riqueza de minerales.

Induccién a callo

De plantulas de L. porteri y P. crispum de 3 a5 meses de edad germinadas in vitro, se obtuvieron
explantes de tallo (2 cm de longitud), raiz (primaria y secundaria), peciolo (3-8 cm de longitud),
cotiledones (separados) y hoja (I&mina completa) y se cultivaron en medio de induccion MS-50
adicionado con 2,4-D (0, 0.1, 0.5, 1, 2, 3, 4 mg/L) con BA (0, 0.5, 1, 2, 3mg/L) y ANA (0, 0.1, 0.5,
1,2, 3,4 mg/L) con BA (0, 0.5, 1, 2, 3 mg/L) a21°C durante un minimo de 30 dias. En cada frasco

de cultivo se sembré un explante. Se hicieron 5 repeticiones por tratamiento.

Establecimiento de los cultivos de células en suspension

Los explantes con callo se seccionaron en fragmentos de 5 mm? y se transfirieron a medio MS-50

con la misma combinacion hormonal de su medio de induccion. Se sembré un fragmento de callo
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por frasco (100 ml) en 25 ml de cultivo. Se colocaron en una plataforma de agitacion orbital a 90
r.p.m. y se incubaron en luz en las condiciones ya mencionadas. Se hicieron subcultivos cada 4

semanas.

Cinética de crecimiento

Para determinar la cinética de crecimiento de |os cultivos de células en suspensién, debido ala poca
biomasa, se tomaron todos |os explantes de callos de cultivos de raiz, hoja, cotiledén y peciolo de L.
porteri (2,4-D, 4 mg/L) y peciolo, hoja, raiz (ANA/BA 4:1) y cotiledon (2,4-D/BA 4:1) de P.
crispum. El material vegetal se repartié en 20 frascos de 100 ml con 25 ml de medio MS-50 liquido
con la misma combinacion de reguladores de procedencia. Los frascos se mantuvieron en una
plataforma de agitacién orbital a 90 r.p.m., se incubaron en luz en las condiciones ya mencionadas y
se dejaron de 30 a 60 dias para su establecimiento en medio liquido.

Setomaron las lecturas cada 8 dias. Por cada punto (20 en total) en la curva de crecimiento,
se tomaron tres alicuotas de 1 ml cada una, considerandose tres repeticiones por punto. Las
muestras se colocaron en tubos Eppendorf estériles de 1.5 ml de volumen. Cada muestra se
centrifugd en una centrifuga Eppendorf 5415D a 2 600 r.p.m. por 3 min y posteriormente se peso €
tubo en una balanza analitica para determinar el volumen del paguete celular. Las muestras fueron
almacenadas a 1°C.

Se analizaron distintas etapas de todos los cultivos de ambas especies con un
fotomicroscopio Axoskop C. Zeiss en campo claro (cc) y contraste de fases (cf). Este trabajo fue
realizado en el Laboratorio de Anatomia e Histologia del Jardin Botanico del Instituto de Biologia,
UNAM.

Obtencién de los extractos de L. porteri y P. crispum

Para determinar la presencia o ausencia de Z-ligustilida, se analizaron los siguientes extractos de

ambas especies (Tabla 15):
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Tabla 15. Procedencia del material vegetal analizado.

L. porteri

Partes aéreas (peciolos y hojas) 3 afios de edad

(Chihuahua)

Partes aéreas 8 meses de edad (invernadero)
Raiz 8 meses de edad (invernadero)

Partes aéreas 3 meses de edad (in vitro)
Raices 3 meses de edad (in vitro)

Semillas (Chihuahua)

Callosraiz y cotiledon (MS-50 2,4-D/BA 2:1)

Callo peciolo (MS-50 2,4-D/BA 4:0.5)
Callo semillas (GA; 2:0)

Cadlo raiz (MS-50 ANA/BA 1:1)
Cadlo hoja(MS-50 2,4-D/BA 4:1)
Callo cotiledon (MS-50 2,4-D 0.5:0)
Cadlo talo (MS-50 2,4-D/BA 4:2)
Cadlo talo (MS-50 2,4-D/BA 0.1:3)
Callo peciolo (MS-50 2,4-D/BA 0.1:1)
Cadlo raiz (MS-50 2,4-D/BA 0.1:1)
Cadllo raiz (MS-50 2,4-D/BA 0.1:3)
Cadlo raiz (MS-50 ANA/BA 4:2)
Cadlo hoja(MS-50 2,4-D/BA 1:1)
Callo peciolo (MS-50 2,4-D/BA 1:1)
Callo raiz (MS-50 BA 3:0)

Cadlo hoja(MS-50 ANA/BA 4:2)
Cadllo cotiledon (MS-50 2,4-D/BA 0.1:0.5)
Callo peciolo (MS-50 2,4-D/BA 0.1:3)
Cadlo raiz (MS-50 ANA/BA 3:1)

Cadlo raiz (MS-50 ANA/BA 1:1)

Callo peciolo (MS-50 ANA/BA 4:1)
Callo cotiledon (MS-50 2,4-D/BA 1:1)
Cadlo talo (MS-50 2,4D/BA 0.1:3)
Callo peciolo (MS-50 2,4-D/BA 0.1:1)
Cadlo raiz (MS-50 ANA/BA 4:2)

Callo peciolo (MS-50 2,4-D/BA 0.1:3)

P. crispum
Partes aéreas (peciolos y hojas) 6 meses de edad
(invernadero)
Partes aéreas 3 meses de edad (in vitro)
Raices 3 meses de edad (in vitro)
Raiz 6 meses de edad (invernadero)
Cadllo cotiledon (MS-50 ANA/BA 3:0.5)
Cadlo hoja(MS-50 ANA/BA 4:1)
Cadlo talo (MS-50 ANA/BA 2:1)

Los extractos preparados por maceracion con CH,Cl,-MeOH 1:1 se analizaron por CCF

utilizando placas de aluminio recubiertas con gel de silice y como sistema de elucion, mezclas

compuestas de hexano, acetato de etilo, tolueno, acido acético glacial y cloroformo en diversas

proporciones. Para revelar las placas se utilizé como reactivo visualizador una solucién de sulfato

cérico. En todos los casos las placas se observaron previamente con luz UV y se utilizdé una

solucién estandar de Z-ligustilida para detectar la presencia o ausencia en sus extractos.
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Cromatografia en columna abierta

El extracto de partes aéreas (10 g) se preabsorbié en 31 g de gel de silice (Merck 60). Se empac)d
una columna de vidrio con 250 g de gel de silice (tamafio de |la particula 0.063-0.200 mm Merck 60)
como fase estacionaria y se eluyé con mezclas de hexano y acetato de etilo, como fase movil,
aumentando gradualmente la polaridad. Se colectaron alicuotas de 50 ml, se destilaron a 60°C en un
rotaevaporador a presion reduciday se analizaron por CCF.

Este trabajo fue realizado en € Laboratorio 124 del Departamento de Farmacia, Conjunto
E, Edificio A delaFacultad de Quimicade laUNAM.

Andlisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM)

Para la caracterizacion de los componentes presentes en las muestras a partir del andlisis de los
espectros de masas en su modalidad impacto electronico se utiliz6 un cromatografo de gases
(Agilent Technologies 6890N) con inyector split (relacién split 1/50) acoplado a un espectrometro
de masas (LECO Pegasus 4D) con un analizador masico TOF (tiempo de vuelo) a baja resolucion.
Se utiliz6 una columna capilar de silice fundida semipolar DB-5MS (5% fenil 95%
metilpolisiloxanos) de 10 m de longitud x 0.18 mm de diametro interno x 0.18 um de grosor de
pelicula. Se empled helio como gas acarreador a flujo constante de 1 mi/min. La temperatura del
inyector fue de 300°C. Latemperatura de la linea de transferencia fue de 250°C y la de la fuente de
ionizacion de 200°C. Los andlisis se redizaron a 70 eV, utilizando e modo de barrido total del
espectro de 45 a 800 m/z para la identificacion de iones para la caracterizacién. Las muestras se
compararon con la biblioteca de espectros de masas NIST (NIST Mass Spectral Search ver. 2.0) en
conjunto con datos de la literaturay con estandares de referencia.

Este trabgjo fue realizado en la Seccién de Espectrometria de Masas de la Unidad de
Servicios de Apoyo a la Investigaciéon (USAI) en el Edificio B de la Facultad de Quimica de la
UNAM.
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Pruebas preliminares de Ligusticum porteri

Prueba de viabilidad de semillas

La determinacion de laviabilidad de los embriones se evalud con latécnica de tincidn con tetrazolio
(cloruro de 2,3,5-trifenil-2H-tetrazolio, TTZ) de acuerdo a Schmidt (2000) (Apéndice I). Se
utilizaron 10 semillas por cada lote de muestras. A cada semilla se le hizo una perforacion (1-2 mm)
con pinzas para permitir que el TTZ penetrara la semilla. Las semillas se mantuvieron en oscuridad
a 21 °C por 24 h. Después de transcurrido este tiempo se analizaron las semillas bajo el microscopio
estereoscopi co.

Se hicieron 5 lotes de semillas de acuerdo a tiempo de horas frio (estratificacion) a

diferentes temperaturas:

Semillas de 7 afios de edad mantenidas a-10°C
Semillas de 8 meses de edad mantenidas a 10°C por 7 meses
Semillas de 8 meses de edad mantenidas a 10°C por 2.5 meses

Semillas de 8 meses de edad mantenidas a 10°C por 2 meses

a c w nNpoR

Semillas de 8 meses de edad mantenidas a 10°C por 1 mes

Con latécnicadel TTZ se puede evaluar la actividad biogquimica de la semilla determinando
Si ésta es viable o no. El principio del TTZ, desarrollado por Lakon (1949), indica la actividad del
grupo de las deshidrogenasas, |as cuales son responsables de |os procesos reductores en los tejidos
vivos. En la penetracion en las células vivas, € TTZ es reducido a formazan, un compuesto rojizo,
estable y no soluble. La reaccion ocurre dentro de o cerca de las células vivas que estén liberando
hidrégeno en el proceso de la respiracion. Los tejidos sanos producen un color rojo normal. Tales
tejidos resisten la velocidad de penetracion de TTZ. La proporcion de liberacion de hidrogeno en
tejidos sanos es lenta comparado con aquella en tejidos parcialmente debilitados. Los tejidos vivos
débiles producen un color anormal. Tales tgidos han perdido algo de la resistencia inicial ala
penetracion de TTZ. La respiracion se aceleray el formazan se produce rapidamente. Durante las
fases tempranas de deterioro, estos tejidos se ponen rojo oscuro mas rapidamente que los tgjidos
sanos, saludables. Los tejidos muertos no se tifien y permanecen normal mente blancos (tejido viejo)
debido a la pérdida de respiracion que previene la produccion del formazan por los tejidos

embrionarios (Roberts, 1972).
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Germinacion en mezclas de sustratos

Debido a la falta de informacién sobre la germinacién de las semillas de L. porteri, se ensayaron
diferentes mezclas de sustratos en distintas proporciones, temperaturas de incubacion, luz, lotes de
semillasy contenedores.

1. Se colocaron 100 g de semillas sin previa hidratacién y sin estratificacion en una bolsa de
organzay se colocaron en un recipiente con suelo de Chihuahua por un mes a 25°C para
estimular la germinacién (Orozco, com. pers.).

2. Se ensayaron dos mezclas de sustrato de 500 g, una con Sphagnum, tierra negray agrolita
(1:1:1) y otra con Sphagnumy agrolita (1:1). Se esterilizd el material en autoclave (40 min
a 1.5 Kg/cm? a 121°C) y en 80 frascos de vidrio con 25 g de la mezcla se sembraron 2
semillas desinfectadas por frasco. Se mantuvieron a 21°C en un fotoperiodo de 16 hluzy 8
h de oscuridad.

3. En charolas de pléstico (30 x 30 cm) se colocaron 500 g de las mezclas mencionadas y
mezclas de tierra negra y tierra de hoja (1:1) sin desinfectar, se sembraron 20 semillas
desinfectadas por charola. Las semillas se incubaron a temperatura ambiente en invernadero
y seregaron cada 7 dias.

4, Adicionamente, se utiliz6 suelo recolectado en € Municipio de Guachochi en lalocalidad
de Piedras Blancas en Chihuahua en donde habian poblaciones de L. porteri. Se hicieron
tres tratamientos: (1) suelo y semillas sin desinfectar; (2) suelo sin desinfectar y semillas
desinfectadas y (3) suelo y semillas desinfectadas. En los dos primeros tratamientos se
sembraron 20 frascos con 3 semillas cada uno y en el Ultimo se sembraron 40 frascos con 3
semillas cada uno. Se mantuvieron a21°C en un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad

hasta su germinacion.

Desinfeccion de explantes

Se ensayaron varios métodos de desinfeccion conforme se fueron generando resultados. En la Tabla
16 se muestran los diferentes tratamientos utilizados para la desinfeccion de los distintos explantes.
Las concentraciones utilizadas de cada antibiético y fungicida de cada tratamiento fueron las
siguientes: Benomilo 1 g/500 ml, Gentamicina 20 mg/1 ml (ampolleta), Amoxicilina 500 mg/500

ml (cépsula), Terramicina 200 mg/100 ml, Cuprimicin 300 mg/100 ml, PPM 3 ml/L y Tecto 60



1g/500 ml a menos que se indique otra concentracion. La solucién de agua oxigenada fue de 10%

(v/v) y lade hipoclorito de sodio de 10 ml/20 ml a menos que se indique otra concentracion.
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Tabla 16. Distintos tratamientos de desinfeccion de explantesy semillas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
AD AD AC AC AC AC AC AC AC AC AC AC AC AC
10-15 10-15 5min 5min 5min 5min 5 min 5min 5min 5min 5min 5min 5min 1h
min min
SD SD Cl Bn Cl Cl Cl Cl Cl Cl Cl Cl Cl ESC
5min 5min 1min (50mg/100ml* 15min) 1 min 1 min 1min 1min 1min 1min 1 min 1min 1min
ADE cony sin enjuague en ADE ADE ADE ADE ADE ADE ADE ADE ADE
ADE
AO AO MS 50% T60 MS 50% MS50% MS50% MS MS50% MS50% MS50% MS50% MS SD
10% 10% (19/100mlI* 15min) Bn 15 min, PPM, PPM 50% Bny Gm, Gm, Bn, 50% 20 min
7y35 7y35 cony sin enjuague en Gm 30miny Bn, Gmy T60 Am, Amy T60y Gm,
min min ADE Am GmyAm Am Bny PPM PPM Am,
(1200mg/100mI* 30min) T60 Bn,
T60y
PPM
Terr Terr MS 50% MS 50% AO
10 min 10 min T60 (1g/100ml* 15min), 10%
Gm 30miny 7 min
Am
(200mg/100ml* 30min)
Cp Cp Terr
10min 10 min (200 mg/100 ml*
min)
Cl Cl Cp
10% 10% (300 mg/100 ml*
10y 5 10y 5 min)
min min
PPM PPM Cl
2h 3y20h 10%
10 min
MS 50% MS PPM
PPM 50% (A ml/49mi*21
(Aml/L) sin enjuague
Abreviaturas:

ADE: aguadestilada esterilizada, AD: agua destilada, AC: agua corriente, SD: solucién de detergente, AO: aguaoxigenada, Terr: terramicina, Bn: benomilo, T60:

tecto 60, Cp: cuprimicin, Am: amoxicilina, Gm: gentamicina, Cl: solucion de hipoclorito de sodio, PPM: plant preservative mixture, ESC: escarificacion.
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Tabla 16. Distintos tratamientos de desinfeccion de explantesy semillas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
AD AD AC AC AC AC AC AC AC AC AC AC AC AC
10-15 10-15 5min 5min 5min 5min 5 min 5min 5min 5min 5min 5min 5min 1h
min min
SD SD Cl Bn Cl Cl Cl Cl Cl Cl Cl Cl Cl ESC
5min 5min 1min (50mg/100ml* 15min) 1 min 1 min 1min 1min 1min 1min 1 min 1min 1min
ADE cony sin enjuague en ADE ADE ADE ADE ADE ADE ADE ADE ADE
ADE
AO AO MS 50% T60 MS 50% MS50% MS50% MS MS50% MS50% MS50% MS50% MS SD
10% 10% (19/100mlI* 15min) Bn 15 min, PPM, PPM 50% Bny Gm, Gm, Bn, 50% 20 min
7y35 7y35 cony sin enjuague en Gm 30miny Bn, Gmy T60 Am, Amy T60y Gm,
min min ADE Am GmyAm Am Bny PPM PPM Am,
(1200mg/100mI* 30min) T60 Bn,
T60y
PPM
Terr Terr MS 50% MS 50% AO
10 min 10 min T60 (1g/100ml* 15min), 10%
Gm 30miny 7 min
Am
(200mg/100ml* 30min)
Cp Cp Terr
10min 10 min (200 mg/100 ml*
min)
Cl Cl Cp
10% 10% (300 mg/100 ml*
10y 5 10y 5 min)
min min
PPM PPM Cl
2h 3y20h 10%
10 min
MS 50% MS PPM
PPM 50% (A ml/49mi*21
(Aml/L) sin enjuague
Abreviaturas:

ADE: aguadestilada esterilizada, AD: agua destilada, AC: agua corriente, SD: solucién de detergente, AO: aguaoxigenada, Terr: terramicina, Bn: benomilo, T60:

tecto 60, Cp: cuprimicin, Am: amoxicilina, Gm: gentamicina, Cl: solucion de hipoclorito de sodio, PPM: plant preservative mixture, ESC: escarificacion.
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RESULTADOSY DISCUSION

Material biologico

Una muestra de aproximadamente 1000 semillas de L. porteri se sometio a estratificacion a 1°C por 40
dias para inducir la germinacién, de acuerdo a Robinson (1954) y los resultados obtenidos en las pruebas
preliminares de L. porteri. El resto de las semillas permanecieron en estratificacion.

En la gran mayoria de las especies no tropicales, la dormancia fisiolégica de sus semillas es
interrumpida cuando éstas son sometidas a temperaturas que van desde 1 a 10°C. En la naturaleza esto
ocurre para prevenir la germinacion de las semillas hasta que haya pasado €l invierno. La temperatura
baja actlia reduciendo la tasa de reacciones enziméticas que tienen lugar en las semillas, retardando asi
algunos de los procesos metabdlicos de la germinacion (Bewley y Black, 1994). En e caso de las semillas
de L. porteri, a caer a suelo en otofio, pasan €l invierno cubiertas de nieve aproximadamente hasta
primavera, explicando asi la necesidad de estratificar sus semillas paralograr su germinacion ex situ.

Esta informacién concuerda con los resultados obtenidos por Vandelook y cols. (2007), quienes
estratificaron las semillas de Chaerophyllum temulum (Apiaceae) a 5°C por 20 semanas, logrando el 80%
de germinacion, alin en semillas tratadas posteriormente con temperaturas mas altas (23°C) y con GA;
(10, 100, 1000 mg/L). Llegando ala conclusion de que GA; no sustituye el tiempo frio necesario parala

germinacion de las semillas de esta especie.

Desinfeccion de semillas

Una fuerte limitante para € desarrollo de la investigacién fue e hecho de que los distintos lotes de
semillas presentaron contaminacidn por microorganismos tanto en condicionesin vitro como ex vitro. Por
ello, pararesolver esta situacion se desarrollé un tratamiento de desinfeccién (Tabla 16), de los cuales €
método 14 fue el més efectivo, 1o que hizo posible |a obtencion de plantulas a través de la germinacion
aséptica de las semillas. La diferencia sustancia fue lainclusion de PPM (1 ml/ 49 ml de agua destilada)
en el procedimiento de esterilizacion superficial.

El PPM es un biociday fungicida de amplio espectro utilizado para el cultivo de tejidos vegetal es
ya que previene la germinacion de esporas y en concentraciones mayores elimina contaminantes
endogenos de explantes. EI PPM tiene como blanco enzimas esenciales en €l ciclo de Krebs y de la

cadena de transporte de electrones (www.ppmdplant-tc.com).
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Naill y Roberts (2005) lograron obtener suspensiones celulares de Taxus cuspidata libres
de patégenos con la adicién de PPM (0.2% v/v) a medio de cultivo (MS) sin mostrar efectos
negativos sobre e crecimiento o viabilidad de éstas, contrastando con la penicilina y
estreptomicina, ésta Ultima disminuyendo e crecimiento celular y ambas, en combinacion,
mostrando el mismo resultado. Li y cols. (2000) lograron la germinacion aséptica de semillas de
Scutellaria baicalensis en medio M S adicionado con PPM (4 ml/L).

La inclusion del PPM en e tratamiento de desinfeccion elimind toda contaminacion
microbiana en el establecimiento de las plantulas de P. crispum, no obstante, para L. porteri, una
especie silvestre cuyas semillas fueron recolectadas de sus poblaciones naturales, sus semillas
presentaron 17.5% de contaminacién, principalmente fungica. Este fue uno de los resultados que
mostré una gran diferencia entre ambas especies y principalmente entre especies silvestres y
domesticadas.

En e proceso de la desinfeccion superficia de las semillas de L. porteri, a ser
sumergidas en agua corriente, €l 20% de ellas flotaban en la superficie y éstas a ser vistas bgjo e
microscopio estereoscopico, presentaron en su interior larvas de color blanco a amarillento de
aproximadamente 3.5 mm de longitud pertenecientes a grupo Hymenoptera y la familia
Chalcididae (Garcia, 2008) (Figura 14). Esta familia de insectos parasitan semillas de manzanas y
otras frutas (Peterson, 1962).

Figura 14. Larva presente en las semillasdeL. porteri.



White (1988) reporta que las larvas de Euleia heraclei (grupo Diptera, familia Tephritidag) se
alimentan de las hojas de L. scoticum y la larva de este insecto ha sido asociada a un gran nimero de
especies de la familia Apiaceae como Ammi, Angelica, Apium, Berula, Bupleurum, Conium, Daucus,
Heracleum, Levisticum, Petroselinum, Pimpinellay Tordylium entre otros.

Robinson (1954) y Flemion (1949) mencionan a Lygus oblineatus (grupo Heteroptera, familia
Miridae) como € causante de que las semillas de eneldo, zanahoria, apio, cilantro, hinojo, pergjil y
pastinaca carezcan de embrion, reduciendo en un rango del 33 a 85% laviabilidad de estas semillas. Sin
embargo, € grupo Hymenoptera no habia sido reportado como parésitos de especies de la familia
Apiaceae ni especificamente de L. porteri, por o que se suma a la problemética en la conservacion de

estaespecie a disminuir e nimero de semillas viables.

Germinacion in vitro

Por definicion, la germinacion comienza con la absorcion de agua por la semilla (imbibicion) y termina
con la elongacion del e embrionario, generalmente la radicula. El signo visible de que la germinacion
esta completa es generamente la penetracion de la radicula a las estructuras que rodean a embrion
(Bewley y Black, 1994; Bentsink y Koornneef, 2002). La emergencia de la radicula fue el pardmetro que
se tomo en cuenta para determinar si las semillas habian germinado o no.

Las semillas de P. crispum germinaron entre laterceray quinta semana de incubacion de manera
sincronica, mientras que las de L. porteri germinaron a partir de la tercera semana de incubacion de
manera asincronica (Tabla 4). A diferencia de las semillas de L. porteri, las de P. crispum no necesitaron
estratificacion, ni escarificacion y no presentaron contaminacion bacteriana o flingica después de la
desinfeccion de semillas.

Una semilla puede permanecer viable o0 viva pero ser incapaz de germinar o crecer por varias
razones. Estas pueden ser por condiciones internas o externas. Una situacion interna puede ser que el
embrion no ha alcanzado la madurez morfol 6gica para germinar. La germinacion de semillas de plantas
silvestres a menudo esta limitada internamente de una u otra forma, pero las semillas de muchas plantas
domesticadas estan limitadas Unicamente por la falta de humedad y/o falta de calor. A partir de estas dos
situaciones se pueden diferenciar la quiescencia que es el estado de una semilla cuando su incapacidad
para germinar solo se debe a que no se dan las condiciones externas adecuadas, como e caso de P.
crispum, y la latencia que es el estado de una semilla cuando su incapacidad para germinar se debe a
condiciones internas, aunque las condiciones externas (temperatura, humedad y atmdsfera) sean

adecuadas, como € caso de L. porteri (Salisbury y Ross, 1992). Esta fue otra de las diferencias notables
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entre L. porteri y P. crispum, la germinacién diferencial bajo las mismas condiciones de incubacién entre
ambas especies (Tabla 4).

Las plantulas de L. porteri tuvieron, en general, un crecimiento muy lento en comparacién con las
plantulas de P. crispum que tuvieron un crecimiento mas rapido, es decir, después de una semana de
germinacion, emergié una hoja color verde claro y dos semanas después emergieron mas peciolos con
hojas, ambos verde claro. De las plantulas de L. porteri que lograron germinar, la hoja emergié después
de los tres meses a partir de la germinacion. Las hojas y peciolos, en la mayoria de las ocasiones se
tornaron rojizos, 1o que es comin en plantas adultas en su habitat natural. El 30% de las plantulas que
germinaron, murieron después de dos semanas, se tornaron café oscuro o pajizo, posiblemente por las
condiciones de luz y temperatura en las que fueron incubadas.

Las raices de L. porteri tuvieron una elongacién muy escasa (1-5 cm) y no hubo desarrollo de
raices secundarias. El color de las raices fue de color café muy claro. En plantulas de dos meses de edad
se distinguié el olor caracteristico de laraiz. Si el micrépilo de las semillas no estaba en contacto con el
medio, la radicula emergia sin tropismo negativo y moria en poco tiempo, a menos que se invirtiera su
posicién, aunque no siempre con éxito.

Las raices de P. crispum emergieron sin importar la posicion del micrépilo y desarrollaron raices
hialinas muy largas y delgadas e incluso raices secundarias. En general, las plantulas se desarrollaron de
manera normal comparadas con |as plantul as germinadas ex vitro, las cuales también presentaban unaraiz
principal y secundarias de color amarillo muy claro, sin embargo sus raices presentaban un
engrosamiento no observado en plantulas germinadas in vitro.

Las plantulas de P. crispum tuvieron un mejor crecimiento y desarrollo en las condiciones
ensayadas, tanto in vitro como ex vitro. Lo cual concuerda con los atributos (Tabla 4) descritos para
especies cultivadas. L. porteri demostrd ser una especie de alta especificidad para las condiciones de su
habitat.

Germinacion ex vitro

Las semillas de ambas especies que fueron sembradas en tierra de hoja y tierra negra (1:1) y suelo de
Chihuahua, germinaron mas rapido, aproximadamente en menos de dos semanas, que las plantulas
germinadas in vitro, con un 80% de germinacién y 90% de sobrevivencia para L. porteri y 100% en
ambos casos para P. crispum. Las plantulas de L. porteri tuvieron un desarrollo mas regular, es decir, las
raices se elongaron mas en comparacion con las germinadas in vitro, se observé el mismo color café muy

claro, un engrosamiento, hubo desarrollo de raices secundarias y se distingui6 €l olor caracteristico de

90



éstas. Las hojas y peciolos no se tornaron rojizos, se elongaron més en comparacién con las plantulas

germinadas in vitro.

Andlisisfisicoquimico de suelo
En una malla de 2mm se tamiz6 una muestra de suelo colectado en Chihuahua, obteniendo 181 g. El

resultado del andlisis fisicoquimico seilustraenlaTabla17.

Tabla 17. Resultados del analisisde suelo de Chihuahua.

Cationes intercambiables cmol/kg

pH agua1:2.5 pH KCI 1:25 P mg/kg Ca* Mg K* Na*
6.09 5.30 30.9 37.18 4.82 5.65 0.13
6.05 531 334 39.17 4.72 5.84 0.18

X =6.07 531 32.15 38.18 4.77 5.75 0.16

De acuerdo a este andlisis, las cantidades de Ca?* >20, de Mg** >6.5 y K* >1.5 son indicadoras de
un suelo muy rico, por lo que esos datos indican un suelo muy fértil, de regiones frias con ata
precipitacion y lenta descomposicién de la materia organica. Por 1o que podrian no ser las condiciones del
suelo las que estan limitando la germinacion, € crecimiento y establecimiento de las plantulas de L.

porteri en su habitat natural .

Induccion acallo

Debido ala baja sobrevivencia de las plantulas de L. porteri germinadas in vitro, el nimero de explantes
a cultivar fue muy escaso y por ello fue un reto dificil explorar la respuesta a diferentes reguladores de
crecimiento. El 80% de los explantes cultivados en medio de induccion MS-50, derivaron en un callo
pajizo, compacto, poco friable, pequefio y de lento crecimiento en un periodo aproximado de 2 a 3 meses
de induccion. Se observo un crecimiento limitado, que en algunos casos se debid a una oxidacion basal,
en contacto con € medio de cultivo, que progresd a resto del tejido. Se observé que a aumentar las
concentraciones de ambas auxinas, €l 90% de los explantes de L. porteri se oxidaron y murieron, lo cua
contrasto con el 90% de los explantes de P. crispum que dieron lugar a un callo verde, hialino, altamente

friable, de gran volumen y de répido crecimiento sin importar la concentracion de auxinas.
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Después de 30 a 40 dias de induccion; de los explantes de L. porteri y P. crispum que dieron
lugar a callo, éstos fueron seccionados en piezas de 5 mm? y transferidos a 25 ml de medio MS-100
liquido en agitacién a 90 r.p.m., con la misma concentracion de reguladores. Después de dos semanas, €
90% de los explantes de L. porteri se oxidaron y murieron o presentaron contaminacién fungica.

En la Tabla 18 se muestran los resultados obtenidos de induccién a calo de los explantes de L.

porteri con los reguladores de crecimiento 2,4-D, ANA y BA.

Tabla 18. Efecto de los regulador es de crecimiento en la induccion a callo de explantes de plantulas germinadasin vitro de
L. porteri. Resultadosa los 3 mesesdel inicio de lainduccién de los cultivos.

Regulador de crecimiento BA 0 mg/L BA 0.5 mg/L BA 1 mg/L BA 2 mg/L BA 3 mg/L
24-D Omg/L R,C, P R R R R
24-D 0.1 mg/L P C,HPT H PR, T P,H,R C,HPRT
24-D 0.5mg/L C, PR - - - -
24-D 1mglL R - C,H PR - -
24-D 2mg/L - - C,HR - -
24-D 3mg/L - - C,HP - -
24-D 4mg/L C,H, PR, HPRT C,H, PR T -
ANA 0mg/L R,C, P R R R R
ANA 0.1 mg/L - T,C H T T T,H
ANA 1mg/L - - C,P,H,R - -
ANA 0.5 mg/L P - H - --
ANA 2mg/L - - H,R - -
ANA 3 mg/L - - C,RP - -
ANA 4 mg/L C,P,RH - C,H PR HRT -

C: cotileddn, H: Hoja, P: Peciolo, T: Tallo, R: Raiz
(-): sin explorar o sin respuesta

Al término de 30 dias de induccion, los cultivos que presentaron 1os mejores resultados para L.
porteri, es decir que dieron lugar alaformacion de callo en todos los explantes, fueron las combinaciones
de 2,4-D 1, 2, 3, 4 mg/L con BA 1 mg/L (Figura 15A-D), sin embargo, muchos de estos explantes no
sobrevivieron la transferencia a medio MS liquido, debido a que sufrieron contaminacion fangica, no
obstante que derivaron de plantulas germinadas en condiciones asépticas.

Los callos de raices de todos los tratamientos, siempre dieron origen a un peciolo con hoja, sin
importar si laraiz dio lugar a callo 0 no. Esto se debi6 a que €l corte delaraiz incluia al tallo, €l cual es
una zona comprimida entre €l peciolo y laraiz en esta especie, y que posiblemente una parte de é qued6
incluida en e explante considerado como “raiz”. Los cotiledones y |os peciolos dieron lugar a un callo de
poco tamafio, de color pgjizo, compacto y poco friable.

En términos de formacién de callo con las combinaciones de ANA/BA y 2,4-D/BA se tuvo una

induccién homogénea, frecuente y abundante, es decir, los 5 tipos de explantes estudiados dieron lugar a
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calo (Gréfica 1). En la Figura 15 se ilustran algunas respuestas morfogénicas de los cinco explantes

estudiados de L. porteri.

Figura 15. . Algunasrespuestas morfogénicas de los explantes deL. porteri con distintas combinacionesde
2,4-D/IBA y ANA/BA. A. Cotiledén ANA/BA (3:1), B. Raizy tallo ANA/BA (3:1), C. Hoja ANA-BA (3:1),
D. Tallo 2,4-D/BA (0.1:1), E. Hoja 2,4-D/BA (4:1), F. Raizy tallo 2,4-D/BA (1:1), G. Tallo 2,4-D/BA (4:2),
H. Cotileddn 2,4-D (0.5:0), |. Peciolo ANA (4:0), J. Peciolos 2,4-D/BA (0.1:1), K. Peciolo 2,4-D/BA (3:1),
L. Cotileddn 2,4-D/BA (0.1:0.5), M. Hoja ANA/BA (0.1:3). Barra: 1.5cm.

Los callos de L. porteri fueron escasos (2-5 cm?), de poca biomasa, de color amarillo pgjizo a
café oscuro, en pocos casos fue verde (Figura 15J), poco friables, compactos, de apariencia granulada y
de lento crecimiento. Los explantes de raiz que incluian € talo, dieron lugar a la formacion de una hoja
(Figura 15F), lo que también demuestra que € tallo tiene la capacidad de regeneracion, alin cuando laraiz
hayadesarrollado callo.

En la Gréfica 1 se muestran las respuestas morfogénicas de todos los explantes de L. porteri
demostrando cuantos explantes tuvieron respuesta a la induccién de calo. El Unico tratamiento donde se
presentd calo en los 5 tipos de explantes fue 2,4-D/BA (0.1:3). Sin embargo, los tratamientos con 2,4-
D/BA (4:1), 24-D/BA (1:1) y 2,4-D (4 mg/L) y las combinaciones de ANA/BA (1:1), ANA/BA (4:1)

también presentaron la formacién de callo.
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Es notable que distintas concentraciones de 2,4-D, desde 0.1 mg/L hasta 4 mg/L, en combinacion
con BA (1 mg/L) tuvieron un efecto en la formacion de callo a pesar de que se hizo una amplia
exploracion en cuanto a combinaciones de reguladores de crecimiento (35 en total; 7 de 2,4-D, 6 de ANA
y 5de BA), o que sugirid que esta especie se mostré recal citrante a otras combinaciones.

La combinacion 2,4-D/BA esla més utilizada paralainduccion de callo, en concentraciones atas
de auxinay bajas de citocinina. Estas interaccionan al regular la division celular, donde la auxina gjerce
su efecto en lareplicacion de ADN mientras que la citocininalo € erce sobre algunos eventos que llevan a
la mitosis (George, 1993; George y Sherrington, 1984). Las atas concentraciones de 2,4-D son
recomendadas para € inicio de la formacion de callo ya que suprimen la morfogénesis y dan como
resultado la rapida proliferacion de éste y las bajas concentraciones de citocininas para mantener su
crecimiento (Hurtado y Merino, 1987).

También fue notorio que los tratamientos con los explantes de raiz, a pesar de que se formé callo,
los explantes conservaron en gran medida su integridad morfoldgica (Figura 15B, C, E, F, J, L, M). Lo
gue parece indicar que los tratamientos inductores de callo fueron efectivos para ciertas poblaciones
celulares en determinadas condiciones y en un tiempo pero no para otras gue mantuvieron la condicion

original del explante (Figura 15C).

Gréfica 1. Formacion de callo en medio deinduccion M S-50 a partir delosdistintos explantes estudiadosde L.
porteri. Respuesta a los tres meses de induccion de los cultivos.
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Asi mismo, en la Gréfica 2 se muestran |os resultados para cada explante, indicando cual de ellos
tuvo mayor respuesta morfogénica (callo) en cada combinacion de regulador de crecimiento. Parala hoja,
los mejores tratamientos, en cuanto a nimero de explantes que formaron callo, fueron ANA-BA (4:1) y
2,4-D/IBA (4:0.5); para € cotiledon fue 2,4-D (4 mg/L) y 2,4-D/BA (2:1), aunque en €l control se
presentd la formacion de callo, sugiriendo que esta estructura fue independiente de la adicion de
reguladores de crecimiento paralaformacion decalo.

La combinacion en laque € peciolo tuvo una mejor respuesta fue 2,4-D/BA (4:0.5) y paralaraiz
fue ANA/BA (1:1) seguido de ANA/BA (3:1). El tallo fue e explante que menor respuesta a induccion
mostré, formando callo en s6lo 5 combinaciones, siendo 2,4-D/BA (4:0.5) donde se presenté € mayor
numero de callos.

Sin embargo, los Unicos explantes que no fueron dependientes de la presencia de reguladores de
crecimiento fueron cotiledon, peciolo y raiz, ya que hubo formacion de callo en los tratamientos control.
Esto evidencia el potencial de estas estructuras parala manipulacién in vitro sin lanecesidad de adicionar
reguladores de crecimiento a medio de cultivo.

El explante de raiz fue el que mayor nimero de respuestas a callo presentd. Esto indica que laraiz
de L. porteri tiene un ato potencia regenerativo, posiblemente debido a la estructura napiforme de este
organo que le permite el amacenamiento de sustancias de reserva y la sobrevivencia en situaciones
ambientales desfavorables, asi como ala posible presencia de &reas meristeméticas y meristemos axilares
del tallo, ya que este es muy compacto y muy dificil de delimitar de laraiz.

Estos resultados hacen evidente que la fisiologia de cada 6rgano aln de un mismo individuo es
diferente. Ademas, @ cultivo de tejidos permitié generar informacion valiosa de esta especie sobre su
comportamiento in vitro alainduccién a calo y adistintos tratamientos de reguladores de crecimiento, ya
gue desafortunadamente, no existen estudios de morfogénesis de especies del género Ligusticum con los

cuales se puedan comparar estos resultados.
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Gréfica 2. Respuestas morfogénicas de cotileddn, hoja, peciolo, raiz y tallo deL. porteri en medio de induccién
M S-50. Resultados a los 3 mesesde induccion delos cultivos.

En la Tabla 19 se muestran los resultados obtenidos de los explantes inducidos de P. crispum. En
general ambas auxinas en combinacion con BA (1 mg/L) dieron lugar a callo en los 5 tipos de explantes
estudiados (Figura 14A-M). Estos explantes a ser transferidos a medio MS liguido sobrevivieron,
proliferaron rapidamente, en menos de dos semanas, de manera abundante y presentaron una

contaminacién fangica muy escasa.
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Tabla 19. Efecto de los regulador es de crecimiento en la induccion a callo de explantes de plantulas germinadasin vitro de
P. crispum. Resultados a los 3 mesesdel inicio de lainduccién delos cultivos.

Regulador de crecimiento

24-D
24-D
24-D
24-D
24-D
24-D
24-D
ANA
ANA
ANA
ANA
ANA
ANA
ANA

0mg/L
0.1 mg/L
0.5 mg/L
1mg/L
2mg/L
3mg/L
4 mg/L
0mg/L
0.1 mg/L
0.5 mg/L
1mg/L
2mg/L
3mg/L
4 mg/L

BA 0 mg/L BA 0.5 mg/L BA 1 mg/L BA2mg/L BA 3mg/L

C, PR R, T C,H PR H PR T R, T,H,P
C,H PR C,HPRT C,PRT CHPRT CHRT,P
C,H PR - - - -

- - CHPRT - -
C,H, PR - C,H,P, - -
C,H, PR C,H,PR CHPRT - -
C,H,PR C,H, PR C,H,P,R CHPR,T

P,R R T C,H,R P HPRT R,T,HP
C,HR,P C,HPRT CHRPT CHRPT CHTPR
C,H PR - - - -
CHTPR - C,H,PR - -

- - CHPRT - -
CHPRT C,H, PR CHPRT - -
C,HPRT C,H,PR C,HPRT CH,PRT -

cotileddn, H: Hoja, P: Peciolo, T: Tallo, R: Raiz

(-): sin explorar o sin respuesta

Figura 16. Algunas respuestas morfogénicas de los explantes de P. crispum con diferentes combinacionesde 2,4-D/BA y
ANA/BA. A. Hoja ANA/BA (4:1), B. Raiz 2,4-D/BA (1:1), C. Raiz y tallo ANA (4:0), D. Peciolo (ANA/BA 3:0.5),
E. Cotiledén ANA/BA (4:0.5), F. Hoja ANA/BA (0.1:0.5), G. Raiz ANA/BA (4:1), H. Peciolo 2,4-D/BA (0.1:1),
|. Cotileddn 2,4-D (2:0), J. Hoja BA (1:0), K. Hoja 2,4-D/BA (2:1), L. Tallo ANA/BA (2:1), M. Hoja ANA (4:0).

Barra: 1.5 cm.
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Gréfica 3. Formacion de callo en medio deinduccion M S-50 a partir de losdistintos explantes estudiados de P. crispum.
Respuestas a los 3 meses deinduccion delos cultivos.

En contraste con L. porteri, las respuestas de induccion a callo de los explantes de P. crispum
tuvieron un comportamiento mas homogeéneo, es decir los cinco explantes dieron lugar alaformacién de
callo en todos los tratamientos explorados incluyendo los controles. Sin embargo, la combinacion de
reguladores donde hubo mayor frecuencia de respuestas morfogénicas fue con ANA y BA (4:1) y 2,4-
D/BA (4:1) (Gréfica3).

Los explantes de P. crispum dieron lugar a un callo abundante, altamente friable, de color hialino
y verde claro brillante, de rapido crecimiento y de aspecto himedo. En los explantes de hojay raiz con
combinaciones de auxinas atas como ANA (3 mg/L y 4 mg/L) o bajas como ANA/BA (0.1:3), hubo la
formacién de muchas raices secundarias (Figura 16G) hiainas, delgadas y largas. Los explantes de raiz
gue probablemente contenian alguna fraccion de tallo, también dieron lugar a la formacion de muchas
hojas verdes con peciolos verdes o hialinos. Esto sugiere también, que estas dos estructuras son propicios
paralaregeneracion de plantas completas.

En € caso de P. crispum, también se observé que en la mayoria de los explantes, éstos
conservaron su identidad morfologica. S6lo algunas zonas lograron la formacién de calo (Figura 16K,
M). Por €ello, estos resultados morfogénicos son muy importantes, pues |os tratamientos en que ocurrieron
evidenciaron que estas condiciones fueron inductoras de estructuras organizadas y que se desarrollaron
via organogénesis indirecta, y en algunos casos directa. No obstante que no se logré la regeneracién de
plantas completas, éstos son los primeros y Unicos resultados sobre la morfogénesis in vitro de P.

crispum.
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Gréfica 4. Respuestas morfogénicas de cotiledén, hoja, peciolo, raizy tallo deP. crispum en medio deinduccién M S-50.
Resultados a los tres meses de induccién de los cultivos.

Los mejores tratamientos en cuanto a numero de explantes que formaron callo fueron: para la
hoja, los mejores tratamientos con igual nimero de explantes que formaron calo fueron 2,4-D/BA y
ANA/BA (4:1); para € cotileddn fue 2,4-D/BA (3:1) seguido de 2,4-D/BA y ANA/BA (1:1), 2,4-D (2
mg/L) y 2,4-D/IBA (4:1); parael peciolo fue ANA (4 mg/L) y ANA/BA (3:1), siguiendo 2,4-D/BA (3:1) y
ANA (0.5 mg/L) y paralaraiz fueron ANA/BA (2:1), 2,4-D/BA (3:0.5) y ANA (4 mg/L), siguiendo 2,4-
D (0.1y 0.5 mg/L), ANA (0.5 mg/L), BA (0.5 mg/L), 2,4-D/BA (1:1y 3:1) y ANA/BA (4:1) y para el

tallo las combinaciones con mayor nimero de formacion de calo fueron 2,4-D/BA y ANA/BA (4:2)

(Gréficad).
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Estos resultados sugieren que el cotiledon, e peciolo y la raiz tienen comportamientos y
frecuencias de respuestas a callo similares, contrastando con la hoja y tallo, donde se observd una baja

respuesta ala formacion de callo.

Cultivo de células en suspension

Los ensayos para explorar € establecimiento de cultivos de células en suspension de L. porteri, se
iniciaron a partir de callo de los 5 explantes que observaron activo crecimiento (divisiéon celular) y mayor
biomasa. Se disectaron fragmentos de 5 mm? y se sembr6 un fragmento en cada frasco de cultivo (100ml)
con 25 ml de medio de cultivo liquido MS-50 con la misma formulacion de reguladores de crecimiento de
su procedencia en medio slido.

Los cultivos de los explantes de L. porteri que presentaron mayor proliferacion en medio MS-50
ligquido, fueron con 2,4-D (4 mg/L), aunque fue lenta, de 2 a 3 meses, éstos cultivos se han mantenido
asépticos y con un crecimiento constante desde hace 15 meses. Todos estos cultivos tuvieron un color
café oscuro, con células totalmente disgregadas y en algunos casos, como los cultivos de raiz, con
agregados celulares, y de rgpido crecimiento. El fragmento inicial de todos los callos de L. porteri no se
disgregd y por € contrario, adquirié una condicion compacta. EI medio de cultivo adquirié un color café
oscuro en €l caso del cultivo deraiz, al ser expuesto al flujo de aire, posiblemente por la oxidacion de los
metabolitos secundarios presentes en ella.

Los cultivos de los explantes de P. crispum que mostraron una proliferacion abundante tuvieron
la combinacion de ANA (4 mg/L) con BA (1 mg/L) y para el cotileddn con la combinacion de 2,4-D con
BA en las mismas concentraciones. Estos cultivos tuvieron un color amarillo claro con células totalmente

disgregadasy el medio de cultivo se mantuvo incoloro.

Cinética de crecimiento

La curva de crecimiento de L. porteri tuvo un comportamiento sigmoide (Gréfica 5). La fase lag o de
reposo, tuvo una duracién de 4 semanas en todos los explantes (Figura 15A-D). En esta fase, € inéculo
no presenta ninguna sefial de division celular, ya que Unicamente se estd adaptando a las nuevas
condiciones nutricionales (Hurtado y Merino, 1987; Street, 1977; Dodds y Roberts, 1982), a estado
liquido y ala agitacién del medio de cultivo. Las células de los cuatro explantes, en esta fase, tuvieron
una morfologia alargada en su mayoria, y agunas redondas. Se observaron agregados celulares de 1-2

mm de didmetro, algunas células aisladas con una pared celular delgada. EnlaFigura15B y C, se observa
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el citoplasma que adoptd la morfologia de la célula llenandola por completo. Esta morfologia pudo

deberse ala agitacion mecanica del cultivo en la plataf orma de agitacion orbital.

Gréfica 5. Cinética de crecimiento de los explantesderaiz, hoja, peciolo y cotiledén de L. porteri.

En la cuarta semana, tuvo lugar la fase exponencial, y entre la cuarta y la quinta semana de
cultivo, tuvo lugar lafase lineal, en las cuales hubo un incremento en la division celular y laturbidez del
medio de cultivo en todos los casos (Figura 17F-H). En € cultivo de cotileddn se registré una lectura de
biomasa de 1.26 g, dato visiblemente superior a resto de los explantes. En esta fase se observaron
agregados celulares pero de mayor diametro (5-8 mm). Algunas células aisladas fueron alargadas y otras
redondas a semiesféricas. Por contraste de fases se pudo observar un citoplasma comprimido y una gran
cantidad de contenidos celulares de aspecto granular.

Entre la quintay sexta semana se observé una disminucion progresiva de biomasay a partir de la
sexta semana hasta la onceava, tuvo lugar |a fase estacionaria. Esta fase tuvo una duracion de 5 semanas

y la biomasa en todos los casos se mantuvo en aproximadamente 1.12 g. En esta fase las células han
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cesado de crecer y dividirse, posiblemente por €l agotamiento de alguno de los nutrientes en el medio
(Street, 1977; Dodds y Roberts, 1982) o la acumulacion de sustancias de desecho en € medio de cultivo
gue pueden ser toxicas para las células. Las células han alcanzado su méxima densidad celular y
permanecen viables. A partir de la doceava semana y hasta la catorceava semana, disminuyd
drasticamente la biomasa'y se mantuvo la turbidez del medio de cultivo. Se observaron células alargadas,
con € citoplasma comprimido con gran cantidad de contenidos celulares de aspecto granular (Figura 171-
K) y en algunos casos se logré observar € nucleo (Figura 17L). Es posible que los contenidos celulares

hayan sido metabolitos secundarios 0 algunos aceites caracteristicos de esta especie.

Figura 17. Fotomicrografiasde los cultivos en células en suspension decallosde L. porteri. A. Cotiled6n x1000
cc, B. Hoja x2000 cc, C. Peciolo x100 cc, D. Raiz x100 cc, E. Cotiled6n x100 cc, F. Hoja x200 cc, G. Peciolo x400 cf,
H. Raiz x200 cc, |. Cotiledon x400 cf, J. Hoja x400 cf, K. Peciolo x400 cf, L. Raiz x1000 cf.
n: ndcleo. cc: citoplasma contraido.

Es interesante notar que los cultivos de raiz sufrieron una rapida oxidacion a estar en contacto
con €l aire, se tornaron a un color café muy oscuro. Es posible que alguno de |os metabolitos secundarios,
como las ftdlidas que se oxidan rapidamente por el aire, hayan sido una de las causas de este proceso.

La curva de crecimiento de los explantes de P. crispum también presenté un comportamiento

sigmoide (Gréfica 6). La fase lag tuvo lugar en las primeras dos semanas de cultivo, con una ligera
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disminucién en la biomasa, excepto en laraiz, donde no hubo fase lag ni disminucion en la biomasa. En
el caso de P. crispum, las fases lineal y exponencial ocurrieron a mismo tiempo, entre la segunda y la
tercera semana. En esta etapa se observaron células aisladas de morfologia alargada y algunos agregados
celulares de morfologia semiesférica (Figura 16A-D). A partir de la tercera semana y hasta la quinta, la
fase estacionaria no fue constante como en e caso de L. porteri, sino que comenz6 a disminuir la
biomasa de |a quinta a la sexta semana de cultivo en todos los casos. Se observaron células aisladas de
morfologia alargada con contenidos celulares de aspecto granular, con €l citoplasma contraido y con una
pared celular delgada (Figura 18E-H).

Después de la sexta semana y hasta la octava semana, volvié a incrementar la biomasa,
pudiéndose considerar como una segunda fase exponencial, excepto en e caso del tallo. Esto pudo
deberse a que en e mismo cultivo habian distintas poblaciones celulares con distinto estado fisiolégico y
por consiguiente con distintos tiempos de division celular, por lo tanto algunas poblaciones celulares no
se reprodujeron en la primera etapa exponencia y lo hicieron en la segunda etapa exponencial .

A partir de la octava semanay hasta la décima, la fase exponencial, tampoco se mantuvo y en los
cuatro casos, laturbidez y |a biomasa celulares disminuyeron considerablemente hasta llegar ala doceava
semana, donde la lectura final fue la misma que la del in6culo inicia, en la primera semana (1.06 g). En
esta fase, se observaron células de morfologia muy aargada, caracteristica de cultivos vigjos, con €
citoplasma contraido y contenidos celulares de aspecto granular (Figura 18I-L). Entralaterceray décima

semana, el valor aproximado de biomasafue de 1.12 g, a igual que en los cultivos de L. porteri.
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Gréfica 6. Cinética de crecimiento de los explantesde hoja, raiz, talloy cotiledén deP. crispum.

Figura 18. Fotomicrografiasde los cultivos de células en suspension de callos de P. crispum. A. Cotiledon x100 cc,
B. Hoja x200 cc, C. Raiz x200 cc, D. Tallo x200 cc, E. Cotiled6n x400 cf, F. Hoja x400 cf, G. Raiz x200 cf, H. Tallo x400 cf,
I. Cotiledén x400 cf, J. Hoja x400 cc, K. Raiz x400 cf, L. Tallo x200 cf.
cn: contenido celular, cc: citoplasma contraido.
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Es posible que la condiciones de cultivo ensayadas de |os explantes de P. crispum no hayan sido
adecuadas para éstos, ya que hubieron repetidos descensos en la cuantificacién de biomasa y la fase
estacionaria no fue lineal. Esto pudo deberse a varios factores como € frasco utilizado, la fata de
intercambio gaseoso en la atmésfera del frasco, el répido agotamiento de alguno o varios de los nutrientes

o incluso € estado fisioldgico del in6culo inicial.

Obtencién de extractos

El material vegetal procedente de plantas adultas de L. porteri: partes aéreas (126 g), semillas (9.81 g),
raiz (1.52 g) y raiz de P. crispum (4.30 g) se dgjaron secar una semana a temperatura ambiente, se
molieron hasta obtener un polvo fino y se pes6 en una balanza analitica.

Este material se extrgjo durante siete dias con una mezcla de CH,-Cl,-MeOH 1:1 en un matraz de
2 L (con 1800 ml de disolvente), paralas parteas aéreas, y 500 ml (con 250 ml de disolvente) en € resto
de los casos, en oscuridad para evitar al descomposicion de las ftdlidas por efecto de laluz o € aire.
Posteriormente los extractos resultantes se concentraron por destilacién en un rotaevaporador a una
temperatura de 60°C al vacio. Al cabo de estos experimentos se obtuvieron 11.3719 g de extracto de
hojas, 3 g de extracto de semillas, 0.17 g de raiz de L. porteri y 0.38 g deraiz de P. crispum.

Los extractos se anadizaron mediante CCF para determinar la presencia 0 ausencia de Z-
ligustilida. EI compuesto no se detectd en el extracto de semillas ni en € de partes aéreas (Figura 19A-B).
De manera conjunta se utilizé una referencia pura de diligustilida para determinar su presencia o ausencia
observandose que € mismo compuesto esta presente en laraiz pero no en semillasy partes aéreas (Tabla
20). La fase mdvil se hizo de acuerdo a trabagjo de Zschocke y cols. (1998). Adicionalmente se
prepararon extractos de partes aéreas y raiz de L. porteri y P. crispum cultivadas en invernadero como
una placa de CCF dereferencia (Figura 20).

Tabla 20. Resultados de presencia o ausencia de Z-ligustilida de acuerdo al analisispor CCF. Material biol6gico
obtenido de plantas adultas silvestres.

Partedelaplanta Presencia de Z-ligustilida
Semillas No
Partes aéreas No
Raiz Si
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Figura 19. Andlisispor CCF delos extractos obtenidos de partes aéreasy raices de plantasadultasdeL. porteri

y P. crispum. Lafase mévil utilizada fue Tolueno-AcOEt-Acido acético glacial 90:10:1.

A. CCF vista a 365+254 nm. B. CCF vistaa 254 nm (UV). A-B. Carril 1: extracto dehojas, Carril 2: extracto de
raiz, Carril 3: extracto de semillas, Carril 4: fase de CH,Cl, del extracto dehojas, Carril 5: fase acuosa ddl extracto de

hojas, Carril 6: fase hexanica del extracto de hojas.

RL

AL

RP AP DIL Z

Figura 20. Analisispor CCF delos extractosdelL. porteri y P. crispum de plantas cultivadas en invernadero.
Resultadosa los 8 y 6 mesesde edad, respectivamente. La fase movil utilizada fue Tolueno-AcOEt-Ac. acético glacial

90:10:1. A. CCF vistaa 254 nm + 365 nm B. CCF vista con 254 nm.

RL: raizdel. porteri, AL: partesaéreasdelL. porteri, RP: raiz de P. crispum, AP: partesaéreasde P. crispum,

DIL: Diligustilida, Z: Z-ligustilida.
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A partir de los extractos obtenidos de raiz y partes aéreas de plantulas germinadas in vitro de L.
porteri y P. crispum de tres meses, se hizo una placa comparativa en CCF para establecer si lapresenciao
ausencia de Z-ligustilida es dependiente de la edad de la planta y/o su estado fisiolégico. En la Figura 21
se muestra que en plantulas de tres meses de edad si esta presente la Z-ligustilida en €l extracto de raices
(RLJ).

Este material se extrgjo durante siete dias en frascos viaes de vidrio de 15 ml con una mezcla de
CH,-Cl,-MeOH 1:1 (10 ml) en oscuridad. Posteriormente los extractos resultantes se concentraron por
destilacion en un rotaevaporador a una temperatura de 60°C al vacio. Al cabo de estos experimentos se
obtuvieron: 1.6974 g del extracto de partes aéreas de P. crispum; 0.3809 g ddl extracto de raiz de P.
crispum; 0.2658 g de extracto de partes aéreas de L. porteri y 0.1717 g de extracto de raiz de L. porteri.

Estos 4 extractos se obtuvieron de plantas germinadas en invernadero.
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ALJ RLJ APJ RPJ AL RL AP RP z

Figura 21. Andlisisde los extractos de plantulas germinadasin vitro y plantas ger minadas en invernadero delL. porteri y
P. crispum. A. CCF vistaa 254 + 365 nm. B. CCF vista a 254 nm.
ALJ: partesaéreasdelL. porteri jovenes; RLJ: raizdeL. porteri j6venes; APJ: partes aéreasdeP. crispum
jovenes; RPJ: raizdeP. crispum jovenes, AL: partesaéreasdel. porteri; RL: raizdeL. porteri; AP: partes
aéreasdeP. crispum; RP: raiz de P. crispum; Z: Z-ligustilida.

El andlisis por CCF de los 24 callos obtenidos a partir de distintos explantes de L. porteri reveld
gue la Z-ligustilida no estuvo presente en €llos. Sin embargo, en algunos de ellos se encontrd la presencia
de 4-vinilguayacol. Es posible que las condiciones in vitro y e estado fisioldgico del callo no hayan sido
los adecuados para inducir la biosintesis de Z-ligustilida. Stahl-Biskup y Wichtmann (1991) mencionan

gue la ausencia de ftdlidas en Levisticum officinale se debe a que la raiz de esta planta necesita tener
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ductos resiniferos desarrollados para su produccion, y debido a la falta de diferenciacién de los callos, no
se exprese la biosintesis de Z-ligustilida.

Adiciona a este reporte, es posible suponer que algun factor ambiental pudiera tener efecto en la
estimulacién de a biosintesis de Z-ligustilida. En la Figura 22 se muestra € andlisis por CCF de algunos

extractos de callos de L. porteri.

A B C F L P z DIL

Figura 22. Andlisispor CCF de extractosdecallo deL. porteri.
A. CCF vista a 254 nm. B. CCF vista a 254 + 365 nm.
A: Tallo. B: Tallo. C: Peciolo. F: Raiz. L: Peciolo. P: Cotiledén. Z: Z-ligustilida. Dil: Diligustilida.
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Cromatografia en columna abierta

En laliteratura no existen estudios fitoquimicos sobre las partes aéreas de L. porteri o alguna otra especie
del mismo género, por lo que es de gran interés determinar la presencia o ausencia de Z-ligustilida o
alguna otra ftdlidaen esta parte dela planta.

De la separacion del extracto de partes aéreas recol ectadas en campo, se obtuvieron 219 alicuotas
(Tabla 21) y un total de 30 fracciones que se verificaron en CCF. Se analizaron las siguientes fracciones
por CG-EM: 1, 36, 40 (sdliday aguas madres), 56, 106, 131, 148y 172.

Tabla 21. Fraccionamiento del extracto departes aéreasdelL. porteri.

Eluyente Proporcién Alicuotas Fracciones
(100%) recolectadas  combinadas
Hexano 100 1-26 1
2
3
4
5
6
7-35
Hexano — AcOEt 90:10 27-65 36-39
40-53
54-55
56-73
Hexano — AcOEt 80:20 66-95 74-81
82-94
95-105
Hexano — AcOEt 70:30 96-134 106-130
Hexano — AcOEt 60:40 135-149 131-147
Hexano — AcOEt 50:50 150-172 148-160
161-171
172-182
Hexano — AcOEt 75:25 173-185 183-190
AcOEt 100 186-218 191-199
200-208
209-210
211-212
213-216
217
218
MeOH 100 219 219

Andlisis de los extractos por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-
EM)

Se analizaron los extractos de callos de raiz (32 mg, 2,4-D/BA, 3:1), cadlo de cotileddn (28 mg, 2,4-
D/BA, 3:1), cdlo de semillas (7 mg, GA3, 10 mg/L), callo de hoja (228.5 mg, 2,4-D/BA, 4:1), callo de
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raiz (50.2 mg, ANA/BA, 1:1), callo de peciolo (270.5 mg, 2,4-D/BA 4:0.5), calo de talo (49 mg, 2,4-
D/BA 0.1:3), callo de peciolo (136 mg, 2,4-D/BA 0.1:1), calo de raiz (53 mg, ANA/BA 4:2), callo de

peciolo (52 mg, 2,4-D/BA 0.1:3), € extracto de semillas, partes aéreasy raiz de L. porteri y €l extracto de

raiz de P. crispum por CG-EM.

En la Tabla 22 se muestran los componentes encontrados en los callos de L. porteri, en la Tabla

23 los componentes encontrados en el extracto de semillas de L. porteri, en la Tabla 24 los componentes

encontrados en las fracciones de las partes aéreas de L. porteri, en la Tabla 25 los componentes

encontrados en la raiz de L. porteri y en la Tabla 26 los componentes encontrados en la raiz de P.

crispum. Todos éstos fueron analizados por CG-EM y en el Apéndice Il seincluyen los cromatogramas.

Raiz

Semillas

Cotileddn
Hoja

Raiz

Peciolo

Tallo

Tabla 22. Componentes de los extractos de callosdelL. porteri.

Componente

Z-2-Heptenal

4-Vinilguayacol

B-Hidroxipropiovanillona

Acido n-hexadecandico

Octadecanoato de metilo
2,3-dihidroxi-hexadecanoato de propilo
Benzotiazol

(3-Hidroxi-2,4,4-trimetil-pentil) 2-metilpropanoato
Hexadecanol

Acido n-hexadecandico

Octadecanoato de metilo

Acido 9-hexadecandico

4-Metoxicinamato

Cefaotaxina

Acetovanillona

Acido 2-(2-etilhexoxicarbonil) benzéico
Neurosporaxanthina
5-Metil-2-furancarboxiadehido
5-Hidroximetil-2-furancarboxialdehido
7-Acetiloxi-15,16-epoxi-,metil éster- &cido kauran-18-6ico
Acetovanillona

Acido n-hexadecandico
4,4a,5,6,7,8-Hexahidro-1-metoxi-2(3H)-naftalenona
4-Vinilguayacol

Acido n-hexadecandico

Escalol

5-Acetoximetil-pirrolidona

Timol

(E, E)-2,4-decadienal

4-Vinilguayacol

Apiol

3-Butilideneftédlida

Metil 3,5-dioxo-2,6,7,8-tetrahidro-1H-pirrolizina-2-carboxilato
2-(2-M¢tilprop-2-enil)-ciclohex-2-en-1-ona
2-Metoxiprop-2-enilbenceno

Acido n-hexadecandico
14,15-epoxi-3,11-dihidroxi-bufa-20,22-diendlida
Falcarinol

T.R.(seg.)

197.84
390.44
497.04
614.49
652.94
753.24
357.44
410.69
583.54
612.74
653.14
661.74
708.09
123.25
324.25
636.45
814.55
107.14
226.84
286.04
324.94
484.04
500.54
292.25
523.85
619.85
162.34
192.84
193.64
199.04
279.04
292.74
295.15
305.84
306.34
353.24
358.24
369.34

%

16.08
3.90
212

55.87
0.82

13.91
0.74
8.52
8.00

45.88
2.64

34.19
100

11.48
2.65

22.50
3.15
8.57

85.04
0.43
3.17
2.10
0.65

46.92

45.38
7.69
3.10
0.06
3.65
1.90
0.53
0.82
1.10
1.86

10.65
0.18
11.56

Espectro
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Peciolo

Raiz

Peciolo

Componente

(11E, 13Z)-octadeca-1,11,13-trieno
Dodeca-5,7-diin-1,12-diol

Acido 6-etenil-2,4,5,6,7,7a-hexahidro-7a-hidroxi-3,6-dimetil-metilen-
2-Oxo0-5-benzofuranacético

Acido 2-(2-etilhexoxicarbonil) benzéico
Estigmasterol
22,23-Dihidro-estigmasterol

(E, E)-2,4-heptadiend

4-Vinilguayacol

(E, E)-2,4-decadienal
2-Hidroxi-3-metilbenzaldehido

Apiol

3-Butilideneftdlida

Hexadecanal
2-(2-metilprop-2-enil)-ciclohex-2-en-1-ona
Alcohol metil-cindmico

Eicosano

trans-Fitol

Metil tridecanoato

Acido nonandico

Acido n-hexadecandico

Palmitato de isopropilo

Falcarinol

trans-9-Hexadecen-1-ol

Fitol

Acido 9-octadecindico
9,12,15-Octadecatrienal

Acido octadecan6ico
Dodeca-5,7-diin-1,12-diol
1,3-Dihidroxipropan-2-il-hexadecanoato
Estigmasterol
22,23-Dihidro-estigmaterol
4-Hidroxi-3-metilacetof enona

(E, E)-2,4-decadienal
(5-Etenil-1-oxido-1-azoniobiciclo[ 2.2.2] oct-7-il)-(6-metoxi-1-oxido-
quinolin-4-il)metanol
Dihexil-bencen-1,2-dicarboxilato
Falcarinol

1,E-11,Z-13-octadecatrieno
Dodeca-5,7-diin-1,12,diol

Acido 2-(2-etilhexoxicarbonil) benzdico
[-Sitosterol

(E, E)-2,4-decadienal

Apiol

3-Butilideneftdida

Alcohol metil-cindmico
trans-9-Hexadecen-1-ol

Metil tridecanoato

Acido n-hexadecanéico
9-endo-hidroxi-9-exo-vinilbiciclo(4,2,1)-nona-2,4-dieno
Falcarinol

trans-9-Hexadecen-1-ol

Metil-(9Z, 122)-octadeca-9,12-dienoato
7-Hidroxi-3-metil-2,3-dihidroinden-1-ona
9,12-Octadecadiena

Acido octadecantico
Dodeca-5,7-diin-1,12,diol
1,3-Dihidroxipropan-2-il-hexadecanoato
Estigmasterol
22,23-Dihidro-estigmasterol

T.R.(seg.)

387.04
400.44
415.34

456.44
582.24
598.04
103.44
198.94
200.44
236.84
279.34
292.54
300.34
305.84
306.24
318.54
326.54
345.24
355.14
355.74
364.94
369.24
377.44
382.14
389.34
390.24
393.54
400.54
453.94
582.74
600.74
199.24
200.74
237.54

352.54
369.34
386.74
400.24
456.34
598.14
200.64
279.04
292.64
306.44
336.64
345.44
353.94
358.24
369.44
377.64
379.04
383.54
387.94
392.54
400.74
453.74
582.54
598.94

%

9.25
39.39
3.77

2.75
0.39
121
0.41
0.17
4.82
0.29
21.05
0.99
0.29
0.74
1.29
0.43
3.50
0.95
8.54
535
1.98
3.01
214
0.08
11.43
117
347
7.67

10.64
3.06
8.81
5.40
0.91

13.45
0.10
20.60
9.39
3.88
841
0.88
5.60
0.26
9.62
0.03
0.27
11.65
0.61
12.91
1.30
0.24
0.38
13.60
0.41
27.01
1.25
457
9.33
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En los extractos de callos se detectaron fenilpropanoides como € 4-vinilguayacol, terpenoides
como € a-espatulenol, acidos grasos como €l estigmasterol, aldehidos como e Z-2-heptenal,
poliacetilenos como €l falcarinol, € acaoide cefalotaxina y € carotenoide neurosporaxantina. En los
callos de tallo y peciolo se detect6 la presencia de la ftélida 3-butilideneftdlida en los callos de peciolo y
tallo, ambos inducidos con la combinacion 2,-4D/BA (0.1:3), pero no la Z-ligustilida. Aunque la
diferenciacion fisiologicay estructural de los callos fue nula, la biosintesis de las ftdlidas si se expresod, y
el hecho de que Z-ligustilida no se haya biosintetizado pudo deberse a la cantidad de muestra analizada o
a la falta de algun inductor, ya que este compuesto se amacenan y se produce en canales o ductos
resiniferos presentes en toda la planta. Estos resultados concuerdan parcialmente con los obtenidos por
Smitt y cols. (1996) en cuyos trabajos con callos, células en suspension, elicitacion de cotiledones y
raices y transformacion de raices de Thapsia garganica no lograron obtener ni inducir la biosintesis in
vitro de tapsigarginas, sugiriendo que es necesarialadiferenciacion celular para su produccion.

La 3-butilideneftélida tiene actividad acaricida contra larvas de Dermatophagoides farinae (6.77
pg/cm?) y adultos de D. pteronyssinus (6.46 pg/cm?) (Kwon y Ahn, 2002) e insecticida contra larvas de
Drosophila melanogaster (0.94 umol/ml) con una DL, = 0.84 pg/adulto, siendo la ftdlida més activa en
comparacion a Z-ligustiliday las furanocumarinas xantotoxina e isopimpinelina (Miyazawa et al., 2004).
Estos resultados hacen a 3-butilideneftalida un compuesto insecticida de origen natural, biodegradable, no
téxico y que actlia a bajas concentraciones.

Al-Abtay cols. (1979) obtuvieron a partir de callos diferenciados, con estructuras embrionarias
en las fases globular y acorazonada, y de plantas intactas de Apium graveolens var. Lathom Blanching las
ftdlidas 3-isobutilidene-3a,4,5,6-tetrahidroftalida y 3-isobutilidene-3a,4-dihidroftdlida identificadas por
CG-EM. Este cultivo fue obtenido en medio MS sdlido adicionado con 2,4-D (5 mg/L) y transferido a
medio MS liquido sin reguladores de crecimiento, donde en este Ultimo se lograron obtener cantidades
similares de las ftdlidas a las de la planta intacta en la fase embrionaria de torpedo. Concluyeron que en
esta etapa embrionaria 'y en etapas més avanzadas, |os tejidos podrian tener una mayor capacidad para
acumular o aumentar la capacidad bioquimica dadala diferenciacion de tipos celulares especificos.

Watts y cols. (1984) obtuvieron a partir de células en suspension de Apium graveolens cultivadas
en medio MS liquido adicionado con 2,4-D (0.5 mg/L) y Kn (0.6 mg/L), las ftalidas 3-n-butilftdlida 'y
sedanendlida. Observaron que al sustituir 2,4-D con 3,5-D, en cultivos iluminados y agregados se lograba
unamayor sintesis de estos compuestos a igual que agunos terpenoides como el limoneno.

Una de las hip6tesis es que la producciéon de metabolitos secundarios en cultivos celulares no
diferenciados puede lograrse modificando € patron de crecimiento de éstos, por o que Watts y cols.
(1985) compararon la relacién entre la diferenciacion celular, la produccion de metabolitos secundarios y
el color verde de los cultivos en suspensién de Apium graveolens. Reportaron que la produccién de las

mismas ftdlidas disminuy6 cuando aumentaba la agregacion celular y e color verde pero aumentaba la
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del limoneno. A pesar de la agregacién y € color verde, no observaron la formacién de cloroplastos o

diferenciacion celular explicando €l resultado por latransferenciadel cultivo de 2,4-D a 3,5-D.

Fraccion

1

36

40 (s6lido)

40 (aguas
madres)

56

106

131
148

Tabla 23. Componentes del extracto de semillasdelL. porteri.

Componente T.R. (seg.) % No.
Espectro

-Cariofileno 420.05 34.59 97

Germacreno D 443.65 65.40 98

Tabla 24. Componentes de las fraccionesdel extracto de partes aéreasdel. porteri.

Componente T.R. (seg.)
Timol 221.34
a-Copaeno 254.74
a-Bourboneno 256.64
Germacreno D 271.14
[-Bisaboleno 275.24
a-Calacoreno 282.24
Cadala-1(10),3,8-trieno 300.74
3-(4,8,12-trimetiltridecil) furano 335.14
Miristicina 460.64
Apiol 496.34
Elemicina 282.84
3-Hidroxi-7,8-dihidro-a--ionol 284.24
a-Espatulenol 288.24
a-Cadinol 298.74
6-lsopropenil-4,8a-dimetil-1,2,3,5,6,7,8,8a-0ctahidro-naftalen-2-ol 303.84
2-Butenal-2-metil-4-(2,6,6-trimetil-1-ciclohexen-1-il) 324.74
5,7,8-Trimetil-dihidrocumarina 330.14
a-Asarona 281.94
a-Espatulenol 289.64
Apiol 293.64
E-Butilideneftalida 302.14
(7R*8R)-biciclo(5,3,1)undec-1-en-8-ol, 7-metil-4-(1-metiletilideno) 303.64
5,7,8-Trimetil-dihidrocumarina 329.84
Timol 144.05
Dihidroactinidiolida 246.65
2,5-Octadecadiinoato de metilo 260.05
Fitona 296.85
5-(2-Hidroxipropan-2-il)-2-metil ci clohex-2-en-1,4-diol 106.45
2-Metil-5-hexen-3-ol 207.45
6-Metil-ciclohex-2-en-1-ol 261.65
6-Metoxi-4-(2-metoxipropan-2-il)-1-metil-ciclohexen 434.25
4,5-Dimetil-5-(2-metil prop-1-enil)-oxolan-2-ona 453.65
Oplopanona 538.45
Escoparona 326.05
a-Espatulenol 281.64
Fitol 302.24

%

13.79
0.93
0.96

19.94

33.80
594
2.04

22.56

12.76

87.23

32.16

7.819

48.88
7.67
1.83
142
0.20
142
7.73

57.23
6.35

22.46
161

53.48
2.38

31.99
12.13
0.99
11.03
3.14
82.15
164
1.024

100

60.02

39.97

No.
Espectro
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
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Tabla 25. Componentes del extracto deraiz delL. porteri.

Componente T.R. (seg.) % No. Espectro
p-Cimeno 112.64 0.32 135
Sabineno 114.64 0.12 136
E-2-nonenal 154.04 1.47 137
4-Vinilguayacol 199.64 0.43 138
Anhidrido ftalico 201.34 7.47 139
4,7-Dihidroisobenzofuran-1,3-diona 211.34 22.02 140
Acido 3-hidroxi-4-metoximandéico 224.24 0.16 141
2-Hidroxi-6-metil-benzaldehido 238.44 0.26 142
Carveol 257.84 1.61 143
Apiol 279.44 041 144
1,4-Benzenedicarboxaldehido 287.64 0.09 145
Cedran-8,13-diol 292.14 0.60 146
3-Butilideneftdida 293.94 20.85 147
trans-Bisaboleno 295.14 1.47 148
2-Metoxiprop-2-enilbenceno 305.74 3.58 149
Alcohol metil-cindmico 307.64 3.29 150
5,7,8-Trimetildihidrocumarina 310.14 6.73 151
3-Etilidenisobenzofuranona 315.14 0.61 152
p-Copaeno 315.14 0.97 153
Alcohol metil-cindmico 321.54 1.26 154
4-Hidroxi-2-metil-3-fenil-ciclopent-2-en-1-ona 322.04 0.23 155
Acido ferdlico 341.24 1.67 156
7-Nitrotetralin-1-ona 341.74 0.65 157
Acido n-hexadecandico 355.04 8.10 158
1,E-11, Z-13-octadecatrieno 388.64 3.69 159
(72, 102, 13Z)-hexadeca-7,10,13-trienal 390.14 0.27 160
Bufogenina 396.94 3.39 161
Acido 9-octadeciinéico 400.64 1.86 162
Dodeca-5,7-diin-1,12,diol 401.04 5.88 163
Estigmasterol 582.74 0.38 164
Tabla 26. Componentesdel extracto deraiz deP. crispum.

Componente T.R. (seg.) % No. Espectro
4-Vinilguayacol 292.04 1.16 165
Vanillina 328.24 0.002 166
cis-Bisaboleno 365.04 442 167
B-Sesquifelandreno 379.04 9.38 168
Elemicina 388.04 1.78 169
3-n-Butilftalida 423.64 0.72 170
Apiol 429.54 3.23 171
Apiol 434.44 2351 172
Alcohol metil-cindmico 449.64 3.57 173
Coniferol 452.24 0.99 174
Psoraleno 478.94 2.62 175
Acido dodecanéico 521.64 0.01 176
Acido n-hexadecanéico 526.34 0.77 177
Falcarinol 545.74 17.56 178
3,6,7-Trimetoxi-isobenzofuran-13(H)-ona 553.84 4.99 179
Acido octadecandico 581.74 0.42 180
1,3-Dihidroxipropan-2-il-hexadecanoato 667.44 179 181
Acido tetracosan6ico 727.34 2.74 182
Escuaeno 735.24 0.81 183
Estigmasterol 818.44 11.65 184
B-Sitosterol 829.94 7.78 185
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El timol, el apiol, e a-espatulenol y la 5,7,8-trimetil-dihidrocumarina fueron los compuestos que
se identificaron en distintas fracciones de las partes aéreas de L. porteri, por o que se puede decir que
éstas tienen una alta concentracion de ellos. Estos compuestos, a su vez, tienen una distribucion muy
amplia en la familia Apiaceae asi como en otras familias, a igual que € copaeno, € cariofileno, €
germacreno D y & a-cadinol (Tabla 27). Estos, son componentes tipicos de los aceites esenciales con
actividades biolégicas muy amplias como biocidas, analgésicos, antiinflamatorios, antiespasmadicos,
entre otras (Sedy y Koschier, 2003; Alai y Al-Lafi, 2003; Beer et al., 2007).

El resto de compuestos incluyen &cidos grasos, adehidos, monoterpenoides, sesquiterpenoides y
fenilpropanoides, que también son compuestos caracteristicos de aceites esenciales de algunas familias
botanicas y la mayoria de ellos no han sido reportados para alguna especie de Ligusticum o aguna
especie de la familia Apiaceae. La estructura de algunos de ellos se muestraen la Figura 23.

Los compuestos identificados en los extractos de callos son muy distintos a los hallados en las
partes aéreas de una planta adulta, excepto el 4-vinilguayacol. Aunque e estado fisioldgico tiene
consecuencias en cuanto a la biosintesis de productos del metabolismo secundario, este compuesto es la
evidencia de que si se estd expresando la ruta biosintética de este compuesto, a pesar de la nula
diferenciacion delos callos.

El 4-vinilguayacol es un fenilpropanoide, los cuales tienen funciones de defensa en plantas y
tienen un amplio espectro de actividad antimicrobiana (Dixon et al., 2002). También tienen potencial
biotecnol 6gico paralaindustria alimenticia como saborizantes (Tsujiyamay Ueno, 2008).

El apiol y el 4-vinilguayacol se identificaron en laraiz de L. porteri y P. crispum. El apiol es un
fenil propanoide identificado principal mente en especies de lafamilia Apiaceae. Tiene actividad fitotdxica
contra Lemna paucicostata (Is, = 80 pM) (Meepagala et al., 2005) y antifngica contra Aspergillus
parasiticus (ICs, = 0.24 uM) (Razzaghi-Abyaneh et al., 2007).

En & extracto de raiz de P. crispum se identificaron compuestos que ya habian sido reportados
como componentes de partes aéreas como €l psoraleno (Beber et al., 1994), € p-felandreno (Karting et
al., 1972) y delaraiz como € apiol (Lamarti et al., 1991) y € falcarinol (Nitz et al., 1990). Sin embargo,
se detectaron dos ftdlidas que no habian sido previamente reportadas, € 3-n-butilftdlida y una ftalida
desconocida, la 3,6, 7-trimetoxi-isobenzofuran-13(H)-ona (Figura 19).

La variacion en los contenidos de aceites esenciales entre especies cultivadas y silvestres
pertenecientes a la misma familia es muy notable. Aln siendo la misma especie, estas diferencias son
visibles, como en €l trabajo de Staniszewska y cols. (2005) donde analizaron el aceite esencial de Daucus
carota sp. carota, una especie silvestre y Daucus carota sp. sativus, una especie cultivada. Encontraron
una variacion en los monoterpenoides y sesquiterpenoides de ambas plantas. En |a especie silvestre hubo
mayor presencia de monoterpenoides, pero no se detectaron los sesquiterpenos carotol, daucol y dauceno,

componentes tipicos en la composicion quimica del aceite esencial obtenido de la especie cultivada. Por
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el contrario, en € aceite esencial de la especie cultivada se identificaron atas concentraciones de
sesguiterpenoides, siendo € carotol € componente mayoritario, y una baja concentracién en
monoterpenoides.

Se observé unavariacién similar en la composicion quimicadelaraiz de L. porteri y P. crispum.
Aungue se evidencié la presencia de compuestos en comin como e apiol, € bisaboleno y € 4-
vinilguayacol, en laraiz de L. porteri se identificaron 30 componentes distintos a diferencia de los 21
componentes encontrados en la raiz de P. crispum. Aunque estas dos especies no pertenezcan al mismo
género, es evidente que L. porteri posee una composicion quimica mas complegja y numerosa de
metabolitos secundarios. Es posible que por €l hecho de ser una especie silvestre y estar adaptada a un
solo habitat, €l cual es altamente especifico, la composicién quimica sea tan grande. Estos compuestos
tienen actividad biolégica contra diversos microorganismos y herbivoros, los cuales forman parte de su
entorno, por 1o que éstos podria decirse que, forman parte de su sistema de defensa.

La composicién quimica del extracto de raiz de P. crispum fue menos complejay numerosa, ya
gue esta especie cultivada presenta un proceso de domesticacion, que no hatenido L. porteri. P. crispum
esta adaptada a un hébitat mas uniforme, benigno y controlado. Es probable que la composicién quimica
de L. porteri cambie a volverse una especie cultivada, aunque la presencia de algunos compuestos en una
especie y su ausencia en la otra especie, la presencia de ftalidas sigue siendo un factor comun entre ellas
gue no ha sido alterado en ambas especies.

Este es el primer trabajo que estudia la composicién quimica de los metabolitos secundarios
presentes en los extractos de L. porteri y el potencial biotecnol égico de esta especie, por lo que hacen que

L. porteri cobre un alto valor no sélo ecol 6gico, sino cultural, social y econémico.
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Tabla 27. Distribucién de algunos compuestos identificados en L. porteri en € género Ligusticum, la familia Apiaceaey otras familias botanicas.

Componente Ligusticum Apiaceae Otras Referencia
familias
Z-2-heptenal - - Asteraceae, Flamini et al., 2003; Han et al., 2006; Y uan et al.,
Fabaceae, 2006; Han et al., 2006; Chen y Wang, 2005; Flamini
Orchidaceag, et al., 2005; Yang et al., 2002; Campeol €t al., 2003;
Magnoliaceae, Meng et al., 2001; Lee et al., 2000; Umano et al.,
Pedaliaceae, 1999; Kurucu et al., 1993; Takeokaet al., 1990
Lamiaceae,
Aquifoliaceae,
Oleaceae,
Araliaceae,
Rosaceae,
Liliaceae,
Anacardiaceae
4-Vinilguayacol L. porteri, Coriandrum sativum, C. sativum var. microcarpum, Solanaceag, Cégiéla-Carlioz et al., 2005; Zhang et al., 2007; Li et
L.chuanxiong  Angelica sinensis, A. gigas, A. acutiloba, A. Lamiaceae, al., 2005; Senatore et al., 2007; Bi et al., 2007;
pubescens, A. dahurica, Lomatium foeniculaceum spp.  Tiliaceae, Kumazawa et al., 2007; Zeng et al., 2007; Lu, 2007;
fimbriatum, L. nevadense, Cnidium officinale, Ferula  Rutaceae, Zhang et al., 2006; Lu et al., 2007; Lozano et al.,
asafoetida, Glehnia littoralis Ranunculaceae, 2007; Beauchamp et al., 2006; Kim et al., 2006; Choi
Elaeagnaceae, etal., 2002; Takeoka, 2007; Kameokaet al., 1991; Li
Liliaceae, et al., 2007; Rossdlli et al., 2007; Cho et al., 2007,
Aquifoliaceae, Senatore et al., 2007; Bi et al., 2007; Dev et al., 2007;
Liliaceae, Beauchamp et al., 2007; Lu et al., 2007; Pyuny Shin,
Asteraceae, 2006; Huang et al., 2006; Senatore et al., 2007; Barra
Geraniaceae, et al., 2006; Senatore et al., 2005; Zeng et al., 2007;
Elaeagnaceae Umano et al., 1999; Lu, 2007; Telci et al., 2006
B-Hidroxipropiovanillona - - Rubiaceae, Potterat y Hamburger, 2007; Andersson y Lundgren,
Pinaceae 1988; Pawlus et al., 2005; Karonen et al., 2004
2,3-dihidroxi-hexadecanoato de propilo - - Theaceae Cao et al., 2007
Benzotiazol - - Fabaceae, Lane et al., 2004; Pyuny Shin, 2006; Karagiannis et
Liliaceae, al., 2000; Okuno et al., 1993; Meekijjaroenroj et al.,
Vitaceae, 2007; Yang et al., 2002; Lee et al., 2000; Watanabe et
Polypodiaceae, al., 1988; Cao et al., 2007
Arecaceae,
Aquifoliaceae,
Rosaceae,
Theaceae
Hexadecanol - - Ephedraceae, Kobaisy et al., 2005; Radusiene et al., 2007; Pyuny
Araceae, Shin, 2006; Tsukasay Okutu, 1993; Kovzacevicy
Liliaceae, Ristic, 2007; Judzentiene, 2007; Tavaet al., 2007; Cao
Araliaceae, et al., 2007; Lopes et al., 2005; Ghannadi et al., 2003
Rosaceae,
Asteraceae,
Fabaceae,
Theaceae,
Apocynaceae,
Rhamnaceae
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Compuesto Ligusticum Apiaceae Otras Referencia
familias
Octadecanoato de metilo - - Lamiaceae, Goren et al., 2003; M eechaonaet al., 2007; Tzakou et
Musaceae, al., 2006; Zhao et al., 2003
Simaroubacese,
Cactaceae
Acido 9-hexadecanéico - - Lamiaceze, Goren et al., 2003; Wei et al., 2007
Plumbaginaceae
4-Metoxicinamato - - Rutaceae lvanovaet al., 2004
p-Cariofileno L. chuanxiong, Apium graveolens, Lomatium dasycarpum, L. lucidum, Rutaceae, Fehr, 1981; Asuming et al., 2005; Tesso et al., 2006;
L. scoticum, L. macrocarpum, L. utriculatum, Caryophyllaceae, MacLeod et al., 1985; Karting et al., 1972; Pal&-Pall
L. mutellina L. grayi, L. nevadense, L. dissectumvar. dissectum, L.  Asteracese, et al., 2004; Wang et al., 2006; V elasco-Negueruel a et
dissectum var. multifidum, L. grayi var. grayi, L. grayi Lamiaceae, al., 2005; Nivinskiene et al., 2007; Tapaet al., 2005;
var. depauperatum, L. grayi, L. foeniculaceum spp. Araceae, Dev et al., 2007; Beauchamp et al., 2006; Jirovetz et
fimbriatu, L. rigidum, Meum athamanticum, Fabaceae, al., 2003; Tabancaet al., 2005; Tabancaet al., 2006;
Petrosdlinum crispum, Cuminum cyminum, Pimpinella  Zingiberaceae, Yayli et al., 2006; Guo €t al., 2006; Pengy Y ang,
rupicola, P. anagodendron, P. acuminata, P. aurea, P. Myrtaceae, 2005; Deng et al., 2004; Ogunwande et al., 2006; Guo
corymbosa, P. peregrina, P. puberula, P. cappadocica Clusiaceae, et al., 2004; Sabulal et al., 2006; Fakhari et al., 2005;
var. cappadocica, P. flabellifolia, Angelica Pinaceae, Wengiang et al., 2007; Rosselli et al., 2007; Senatore
archangelica, A. glauca, Anethum graveolens, Burseraceae, etal., 2007; Dev et al., 2007; Zhang et al., 2007;
Rhabdosciadium strausii, R. oligocarpum, R. Convolvulaceae,  Beauchamp et al., 2007; Dahiaet al., 2007; Wu et al.,
petiolare, Pituranthos chloranthus spp. cossonianus,  Pittosporaceae, 2006; Chowdhury et al., 2006; Mojab et al., 2007; He
P. scoparius, Centella asiatica, Foeniculumwulgare,  Lauraceae, etal., 2007; Tian et al., 2006; Wang et al., 2008;
Tordylium trachycarpum, T. hasselquistiae, Ferulago  Cupressaceae, Karim et al., 2007; Ozek et al., 2007; Matasyoh et al.,
angulata, Prangos turcica, Carum nigrum, Boraginaceae, 2007; Ashnagar et al., 2007; Kurkcuoglu et al ., 2007;
Diplotaenia cachrydifolia, Daucus gingidium spp. Va erianaceae, Brophy et al., 2007; Loizzo et al., 2007; Rezaet al.,
gingidium, D. carota ssp. carota, D. carota sp. Piperaceae, 2007; Fellah et al., 2006; Yuy Guo, 2007; Chowdhury
sativus, Ferula szowitsiana, Artedia squamata, Ebenaceae, et al., 2005; Ozek et al., 2006; Baser et al., 2006;
Kardenia dubia, Oenanthe crocata, Heracleum Liliaceae, Dermirci et al., 2006; Sylvestre et al., 2007; Marie et
candolleanum, Seseli rigidumvar. rigidum, S. Arecaceae, al., 2007; John et al., 2007; Tabancaet al., 2007;
buchtormense, Kitagawia baicalensis, Eryngium Aquifoliaceae, Kovacevic et al., 2007; Nogueira et al., 2008;
foetidum Geraniaceae, Butkiene et al., 2007; de Oliveiraet al., 2007,
Nymphaeaceae, Pavlovic et al., 2007; Mekani et al., 2006; Bozin et
Ranunculaceae, al., 2006; Singh et al., 2006; Bazgir et al., 2005;
Oleaceae, Bertoli et al., 2004; Pino et al., 2004; Orav et al.,

Anacardiaceage,
Lardizabal aceae,
Apocynaceae,
Rhamnaceae

2003; Diaz-Maroto et al., 2002; Hethelyi y Galambosi,
2002; Rao et al., 2000; Vernin et al., 1999; Brandt y
Schultze, 1995; Radusiene et al., 2007; Flamini et al .,
2007; Ren et al., 2002; Viswanathan et al., 2002; Pyun
y Shin, 2006; Meekijjaroenroj et al., 2007; Araujo et
al., 2007; Barraet al., 2006; Habibi et al., 2006;
Javidnia et al., 2006; Myazawa et al., 2005; Bairamian
et al., 2004; Beauchamp et al ., 2004; Zeng et al .,
2007; Campeol et al., 2003; Kurucu et al., 1993;
Kawata et al., 2007; Tkachev et al., 2005; Bonsignore
et al., 2004; John et al ., 2007; Savikin-Fodulovic et
al., 2006; Tkachev et al., 2006; L etchamo €t al.,
2005(c); Staniszewska et al., 2005; Cardozo et al .,
2004; Lopeset al., 2005; Ghannadi et al., 2003
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Compuesto Ligusticum Apiaceae Otras Referencia
familias
Timol - Hydrocotyle maritima, Centella asiatica, Lamiaceae, Hudaib y Aburjai, 2007; Bendahou et al., 2008;
Glaucosciadium cordifolium, Petroselinum crispum, Asteraceae, Asakawaet al., 1982; Baser et al., 2000; Simony
Meum athamanticum, Lomatium grayi, Apium Ephedraceae, Quinn, 1988; MacLeod et al., 1985; Pal&-Pall et al.,
graveolensvar. secalium, Foeniculum wulgare, Salvadoraceae, 2004; Dev et al., 2007; Sadeh et al., 1985, Guo et al.,
Ferulago angulata, Prangos turcica, Carum nigrum, Burseraceae, 2006; Kobaisy et al., 2005; Touafek et al., 2004; Aldi
Coriandrum sativum, Pituranthos scoparius, Daucus ~ Myrtaceae, y Al-Lafi, 2003; Rossdlli et al., 2007; Senatore et al.,
gingidium sp. gingidium Rutaceae, 2007; Dev et al., 2007; Mojab et al., 2007; Suérez et
Cupressaceae, al., 2007; Tian et al., 2006; Wang et al ., 2008;
Euphorbiaceae, Kurkcuoglu et al., 2007; Reza et al., 2007; VV agionas
Vaerianacese, etal., 2007; Ozek et al., 2006; Dermirci et al., 2006;
Fabaceae, Tabancaet al., 2007; Butkiene et al., 2007; Simionatto
Arecaceae, et al., 2007; Pavlovic et al., 2007; Bozin et al., 2006;
Geraniaceae, Singh et al., 2006; Lo Cantore et al., 2004; Bertoli et
Liliaceae al., 2004; Vernin et al., 1999; Flamini et al., 2007;
Meekijjaroenroj et al., 2007; Barra et al., 2006;
Javidnia et al., 2006; Umano et al., 1999
a-Copaeno - Angelica glauca, A. archangelica, Cnidium officinale, Rutaceae, Kaul et al., 1996; Choi et al., 2002; Asuming et al.,
Lomatium macrocarpum, L. utriculatum, L. Araceae, 2005; MacL eod et al., 1985; Karting et al., 1972;
nevadense, L. grayi var. depauperatum, L. Fabaceae, Wang et al., 2006; Wang et al., 2006; V elasco-
foeniculaceum spp. fimbriatu, Petroselinum crispum,  Asteraceae, Negueruela et al., 2003; Velasco-Negueruela et al .,
Cuminum cyminum, Pimpinella junoniae, P. rupicola, Lauraceae, 2005; Nivinskiene et al., 2007; Dev et al., 2007;
P. anagodendron, P. acuminata, P. aurea, P. Solanaceae, Beauchamp et al., 2006; Pala-Palll et al., 2005;
corymbosa, P. peregrina, P. puberula, P. cappadocica Zingiberaceae, Tabancaet al., 2005; Tabancaet al., 2006; Deng et al.,
var. cappadocica, P. isaurica, Rhabdosciadium Myrtaceae, 2004; Ogunwande et al., 2006; Guo et al., 2004,
strausii, R. oligocarpum, R. petiolare, Pituranthos Piperaceae, Sanhgji et al., 2006; Huang et al., 2006; Sabulal et al.,
chloranthus spp. cossonianus, P. scoparius, Magnoliaceae, 2006; Fakhari et al., 2005; Wengiang et al., 2007;
Foeniculum vulgare, Nigdlla sativa, Tordylium Lamiaceae, Cardeal et al., 2006; Deng et al., 2003; Li et al., 2007;
trachycarpum, T. hasselquistiae, Ferulago angulata, Burseraceae, Rosselli et al., 2007; Dev et al., 2007; Beauchamp et
Prangos uloptera, P. turcica, Diplotaenia Clusi aceae, al., 2007; Dahia et al., 2007; Mojab et al., 2007;
cachrydifolia, Daucus gingidium spp. gingidium, Pinaceae, Suérez et al., 2007; Jalali-Heravi et al., 2007; Tian et
Ferula szowitsiana, Artedia squamata, Heracleum Convolvulaceae,  al., 2006; Karim et al., 2007; Ozek et al., 2007; Wang
candolleanum, Seseli peucedanoides, S. rigidumvar.  Pittosporaceae, et al., 2008; Khin et al., 2007; Brophy et al., 2007;
rigidum, S. buchtormense, Eryngium bourgatii, Anacardiaceae, Loizzo et al., 2007; Reza et al., 2007; Nazemiyeh et
Peucedanum zenkeri Cupressaceae, al., 2007; Vagionas et al., 2007; Ozek et al., 2006;
Vitaceae, Baser et al., 2006; Dermirci et al., 2006; Sylvestre et
Euphorbiaceae, al., 2007; Marie et al., 2007; John et al., 2007; Garddli
Boraginaceae, et al., 2008; Kovacevic et al., 2007; Nogueiraet al.,
Vaerianaceae, 2008; Butkiene et al., 2007; Ruberto et al., 2008;
Liliaceae, Simionatto et al., 2007; de Oliveiraet al., 2007;
Arecaceae, Pavlovic et al., 2007; Melkani et al., 2006; Bozin et
Aquifoliaceae, al., 2006; Bazgir et al., 2005; Rainaet al., 2004;
Oleaceae, Bertoli et al., 2004; Diaz-Maroto et al., 2002; Vernin
Lardizaba aceae et al., 1999; Flamini et al., 2007; Pino €t al., 2006;
Apocynaceae Pyuny Shin, 2006; Meekijjaroenroj et al., 2007;

Huang et al., 2006; Liu et al., 2006; Araujo et al.,
2007; Habibi et al., 2006; Javidnia et al., 2006;
Campeol et al., 2003; Kawata et al., 2007; John et al .,
2007; Bulatovic et al., 2006; Savikin-Fodulovic et al.,
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2006; Tkachev et al., 2006; Lopes et al., 2005; Menut
etal., 1995

Compuesto

Ligusticum

Apiaceae

Otras
familias

Referencia

a-Bourboneno

Angelica glauca, Pimpinella aurea, P. corymbosa, P.
peregrina, P. puberula, Lomatium nevadense, Nigella
sativa, Cuminum cyminum, Tordylium trachycarpum,
T. hasselquistiae, Prangos turcica, Rhabdosciadium
microcalycinum, Smyrnium perfoliatum

Piperaceae,
Clusiaceae,
Lamiaceae,
Rutaceae

Kaul et al., 1996; Tabancaet al., 2005; Carded et al .,
2006; Beauchamp et al., 2007; Jadi-Heravi et al.,
2007; Karim et al., 2007; Ozek et al., 2007,
Kurkcuoglu et al., 2007; Brophy et al., 2007; Fellah et
al., 2006; Yuy Guo, 2007; Chowdhury et al., 2005;
Ozek et al., 2006; Baser et al., 2006; Dermirci et al.,
2006; Molleken et al., 1998(a)

Germacreno D

L. chuanxiong,
L. mutellina

Angelica glauca, A. archangelica, A. glauca, Cnidium
officinale, Meum athamanticum, Lomatium lucidum,
L. macrocarpum, L. utriculatum, L. grayi, L.
nevadense, L. grayi var. grayi, L. grayi var.
depauperatum, L. grayi, L. foeniculaceum spp.
fimbriatu, L. rigidum, Eryngium bourgatii, Pimpinella
rupicola, P. anagodendron, P. aurea, P. corymbosa,
P. peregrina, P. puberula, P. anisetum, P.
cappadocica var. cappadocica, P. isaurica, Ferulago
carduchorum, Rhabdosciadium strausii, Pituranthos
chloranthus spp. cossonianus, P. scoparius, Centella
agatica, , Nigela sativa, Cuminum cyminum,
Tordylium trachycarpum, T. hasselquistiae, Ferulago
angulata, F. carduchorum, Prangos uloptera, P.
turcica, Rhabdosciadium oligocarpum, R. petiolare,
Carum nigrum, Diplotaenia cachrydifolia, Anethum
graveolens, Apium graveolens, Petroselinum crispum,
Daucus gingidium spp. gingidium, D. carota, D.
carota spp. carota, D. carota spp. sativus, Ferula
szowitsiana, Artedia squamata, Kadenia dubia, Seseli
peucedanoides, S. rigidumvar. rigidum, S.
buchtormense, Chaerophyllum prescottii, Kitagawia
baicalensis, Peucedanum zenkeri

Rutaceae,
Caryophyllaceae,
Araceae,
Fabaceae,
Asteraceae,
Lamiaceae,
Piperaceae,
Clusiaceae,
Oleaceae,
Pinaceae,
Burseraceae,
Convolvulaceae,
Pittosporaceae,
Anacardiaceage,
Cupressaceae,
Vitaceae,
Boraginaceae,
Vaerianaceae,
Lauraceae,
Arecaceae,
Geraniaceae,
Apocynaceae,
Rhamnaceae

Kaul et al., 1996; Choi et al., 2002; Asuming et al.,
2005; Wang et al., 2006; Vedasco-Negueruela et al.,
2005; Nivinskiene et al., 2007; Tapaet al., 2005; Dev
et al., 2007; Beauchamp et al., 2006; Pa&Pall et al.,
2005; Tabanca et al., 2005; Tabanca et al., 2006;
Yayli et al., 2006; Samiee et al., 2006; Deng et al.,
2004; Ogunwande et al., 2006; Guo et al., 2004;
Fakhari et al., 2005; Touafek et al., 2004; Cardea et
al., 2006; Dev et al.,, 2007; Zhang et al., 2007;
Beauchamp et al.,, 2007; Dahia et al., 2007,
Chowdhury et al., 2006; Jdadi-Heravi et al., 2007;
Karim et al., 2007; Ozek et al., 2007; Matasyoh et al.,
2007; Yu y Fu, 2007; Brophy et al., 2007; Loizzo et
al., 2007; Reza et al., 2007; Nazemiyeh et al., 2007;
Fellah et al., 2006; Yu y Guo, 2007; Vagionas et al.,
2007; Chowdhury et al., 2005; Ozek et al., 2006; Nik
y Mirza, 2006; Baser et al., 2006; Zriria et al., 2007;
Dermirci et al., 2006; Sylvestre et al., 2007; Marie et
al., 2007; John et al., 2007; Gardeli et al., 2008;
Tabanca et al., 2007; Nogueira et al., 2008; Butkiene
et al., 2007; Ruberto et al., 2008; de Oliveira et al.,
2007; Pavlovic et al., 2007; Bozin et al., 2006; Singh
et al., 2006; Bazgir et al., 2005; Pino et al., 2004,
Orav et al., 2003; Vernin et al., 1999; Brandt y
Schultze, 1995; Radusiene et al., 2007; Flamini et al.,
2007: Bara et al.,, 2006; Pino et al., 2006;
Meekijjaroenroj et al., 2007; Andrade et al., 2006;
Ross et al., 2007; Habibi et al., 2006; Javidnia et al.,
2006; Samiee et al., 2006; Beauchamp et al., 2004,
Tkachev et al., 2005; Bulatovic et al., 2006; Savikin-
Fodulovic et al., 2006, Tkachev et al., 2006;
Letchamo et al., 2005(a); Letchamo et al., 2005(b);
Staniszewska €t al., 2005; Lopes e al., 2005;
Ghannadi et al., 2003; Menut et al., 1995
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B-Bisaboleno L. mutellina Angelica glauca, Pimpinella aurea, P. corymbosa, P.  Zingiberaceae, Kaul et al., 1996; Tabancaet al., 2005; Sabuld et al.,
peregrina, P. puberula, Rhabdosciadium strausii, Piperaceae, 2006; Cardedl et al., 2006; Rui-Zhen et al., 2007,
Lomatium nevadense, L. dissectumvar. dissectum, L.  Lamiaceae, Beauchamp et al., 2007; Karim et al., 2007;
dissectum var. multifidum, Prangos uloptera, Clusiaceae, Nazemiyeh et al., 2007; Paa-Paul et al., 2007;
Eryngium corniculatum, Carum nigrum, Anethum Cupressaceae, Butkiene et al., 2007; Bozin et al., 2006; Singh et al.,
graveolens, Apium graveolens, Petroselinum crispum,  Ebenaceae, 2006; Orav €t al., 2003; Diaz-Maroto et al., 2002;
Daucus carota, D. carota sp. carota, D. carota sp. Araceae, Brandt y Schultze, 1995; Viswanathan et al., 2002;
sativus, Seseli buchtormense, Kitagawia baicalensis,  Nymphaeaceae, Rainaet al., 2003; Rossi et al., 2007; Myazawaet al.,
Molopospermum peloponnesiacum Anacardiaceae, 2005; Bairamian et al., 2004; Kurucu et al., 1993;
Solanaceae, Cardedl et al., 2006; Tkachev et al., 2006; Letchamo
Rosaceae et al., 2005(b); Staniszewskaet al., 2005; Vollmanny
Schultze, 1995; Kubeczkay Ullmann, 1981
o-Calacoreno - Eryngium bourgatii, E. corniculatum Pimpinella Ephedraceae, Pal&-Palll et al., 2005; Tabancaet al., 2005; Tabanca
corymbosa, P. cappadocica var. cappadocica, Asteraceae, et al., 2006; Kobaisy et al., 2005; Vagionas et al.,
Rhabdosciadium oligocarpum, R. petiolare, Lamiaceae, 2007; Baser et al., 2006; Dermirci et al., 2006; Pala-
Pituranthos scoparius, Lomatium rigidum Clusiacese, Paul et al., 2007; Nogueira et al., 2008; Butkiene et
Cupressaceae, al., 2007; Ruberto et al., 2008; Simionatto et al., 2007;
Vitaceae, deOliveiraet al., 2007; Pavlovic et al., 2007; Vernin
Euphorbiaceae, et al., 1999; Radusiene et al., 2007; Pino et al., 2006;
Boraginaceae, Rainaet al., 2003; Pyun y Shin, 2006; Meekijjaroenroj
Valerianaceag, et al., 2007; Facey et al., 2006; Liu et al., 2006;
Araceae, Senatore et al., 2005; Habibi et al., 2006; Myazawa et
Lauraceae, al., 2005; Beauchamp et al., 2004; Kawata et al .,
Liliaceae, 2007; Carded et al., 2006
Arecaceae,
Nymphaeaceae,
Lardizabal aceae,
Solanaceae
Cada a-1(10),3,8-trieno - Angelica pubescens L auraceae, Song et al., 2004; Sanhaji et al., 2006; Huang et al .,
Solanaceag, 2006; Meekijjaroenroj et al., 2007; Facey et al., 2006;
Arecaceae, Zhang et al., 2007; Huang et al., 2006; Liu et al., 2006
Lamiaceae,
Araceae,
Cupressaceae
3-(4,8,12-trimetiltridecil) furano - - Rubiaceae Huang et al., 2007
Miristicina L. porteri, Petroselinum crispum, Apium graveolens, Apium Arigtolochiaceae, Cégiéla-Carlioz et al., 2005; MacLeod et al., 1985;
L. mutellina, graveolensvar. secalium, Pituranthos chloranthus L amiaceae, Karting et al., 1972; MacLeod et al., 1988; Passreiter
L. scoticum Spp. cossonianus, P. scoparius, Centella asiatica, Piperaceae, et al., 2005; Saeh et al., 1985; Nguyen et al., 2007,

Foeniculum vulgare, Nigella sativa, Cuminum
cyminum, Pimpinella acuminata, Carum nigrum, C.
carvi, Anethum graveolens, Sum latifolium,
Coriandrum sativumvar. vulgare, C. sativumvar.
microcarpum, Chaerophyllum prescottii, Peucedanum
zenkeri, Pastinaca sativa

Ranunculaceae

Dahia et al., 2007; Chowdhury et al., 2006; Mojab et
al., 2007; Jalai-Heravi et al., 2007; Melkani et al.,
2006; Bozin et al., 2006; Singh et al., 2006; Tewari y
Mathela, 2003; Pino et al., 2004; Orav et al., 2003;
Diaz-Maroto et al., 2002; Hethelyi y Galambosi, 2002;
Vernin et al., 1999; Brandt y Schultze, 1995; Saiki et
al., 1967; Zeng et al., 2007; Letchamo et al., 2005(a);
Telci et al., 2006; Letchamo et al., 2005(b); Menut et
al., 1995; Zangerl et al., 1997
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Apiol L. hultenii, Petroselinum crispum, Apium graveolensvar. Ephedraceae, MacLeod et al., 1985; Karting et al., 1972; Saleh et

L. scoticum, secalium, A. graveolens, Pituranthos chloranthusspp.  Aristolochiaceae,  al., 1985; Kobaisy et al., 2005; M eepagala et al .,

L. mutellina cossonianus, P. scoparius, Centella asiatica, Lamiaceae, 2005; Nguyen et al., 2007, Dahiaet al., 2007; Wu et
Foeniculum vulgare, Nigella sativa, Cuminum Burseraceae, al., 2006; Chowdhury et al., 2006; Mojab et al., 2007;
cyminum, Prangos turcica, Rhabdosciadium Fabaceae, Suérez et al., 2007; Jalali-Heravi et al., 2007; Ozek et
microcalycinum, Pimpinella acuminata, Carum Piperaceae, al., 2006; Baser et al., 2006; Melkani et al., 2006;
nigrum, C. carvi, C. bulbocastanum, Diplotaenia Ranunculaceae Bozin et al., 2006; Singh et al., 2006; Bazgir et al.,
cachrydifolia, Coriandrum sativum, Peucedanum 2005; Rainaet al., 2004; Lo Cantore et al., 2004; Lan
decursivum, Anethum graveolens et al., 2004; Tewari y Mathela, 2003; Bertoli et al.,

2004; Pino et al., 2004; Orav et al., 2003; Diaz-

Maroto et al., 2002; Rao et al., 2000; Vernin et al .,

1999; Brandt y Schultze, 1995: Y ang et al., 2005
Elemicina L. porteri, Petroselinum crispum, Apium graveolensvar. Burseraceae, Cégiéla-Carlioz et al., 2005; MacLeod et al., ;

L. scoticum, secalium, A. graveolens, Pimpinellaisaurica, L auraceae, Tabancaet al., 2006; Dahiaet al., 2007; Suérez et al.,

L. mutellina Pituranthos chloranthus spp. cossonianus, P. Piperaceae, 2007; Jddi-Heravi et al., 2007; Kovacevic et al.,
scoparius, Nigella sativa, Cuminum cyminum, Clusiaceae, 2007; Bazgir et al., 2005; Tewari y Mathela, 2003;
Diplotaenia cachrydifolia, Carum carvi, C. Arigtolochiaceae, Pino et al., 2004; Orav et al., 2003; Hethelyi y
bulbocastanum, Anethum graveol ens, Daucus Araceae, Galambosi, 2002; Vernin et al., 1999; Brandt y
gingidium spp. gingidium, D. carota, Peucedanum Asteraceae, Schultze, 1995; Karim et al., 2007; Flamini et al.,
officinale, Smyrnium olusatrum Rutaceae, 2007; Saiki et al., 1967; Rainaet al., 2003; Kowal ski

Ranunculaceae et al., 2007; Andrade et al., 2006; Rossi €t al., 2007;
Jaimand et al., 2006; Merle et al., 2006; Ramanoelina
et al., 2006; Zeng et al., 2007; Molleken et al.,
1998(b)
a-Cadinol L. marginatum  Meum athamanticum, Angelica archangelica, Asteraceae, Tesso et al., 2006; Nivinskiene et al., 2007;
Lomatium foeni culaceum spp. fimbriatu, Zingiberaceae, Beauchamp et al., 2006; Tabancaet al., 2005;
L. nevadense, L. rigidum, Pimpinella corymbosa, P. Lamiaceae, Tabancaet al., 2006; Guo et al., 2004; Sabulal et al.,
cappadocica var. cappadocica, Rhabdosciadium Lauraceae, 2006; Fakhari et al., 2005; Rossdlli et al., 2007,
strausii, Pituranthos chloranthus spp. cossonianus, P.  Clusiaceae, Beauchamp et al., 2007; Dahiaet al., 2007;
scoparius, Centella asiatica, Prangosturcica, Oleaceae, Chowdhury et al., 2006; Khin et al., 2007; Karim et
Rhabdosciadium oligocarpum, Carum carvi, C. Rutaceae, al., 2007; Matasyoh et al., 2007; Yuy Fu, 2007;
bulbocastanum, Peucedanum officinale, P. zenkeri, Burseraceae, Kurkcuoglu et al., 2007; Brophy et al., 2007; Yuy
Ferulago angulata, Seseli buchtormense, Smyrnium Convolvulaceae,  Guo, 2007; Vagionas et al., 2007; Ozek et al., 2006;
perfoliatum Pittosporaceae, Nik y Mirza, 2006; Baser et al., 2006; Okoh et al .,
Anacardiaceae, 2007; Zriria et al., 2007; Sylvestre et al., 2007; Marie
Cupressaceae, et al., 2007; John et al., 2007; Gard€li et al., 2008;
Boraginaceae, Tabancaet al., 2007; Kovacevic et al., 2007; Nogueira
Va erianaceae, et al., 2008; Butkiene et al., 2007; de Oliveiraet al.,
Fabaceae, 2007; Pavlovic et al., 2007; Tewari y Mathela, 2003;
Piperaceae, Bertoli et al., 2004; Pino et al., 2004; Vernin et al.,
Araceae, 1999; Radusiene et al., 2007; Pino et al., 2006; Raina
Nymphaeaceae, et al., 2003; Facey et al., 2006; Liu et al., 2006;

Ranuncul aceae,
Lardizabal aceae

Andrade et al., 2006; Jaimand et al., 2006; Javidnia et
al., 2006; Myazawa et al., 2005; Beauchamp et al.,
2004; Zeng et al., 2007; Kawata et al., 2007; Tkachev
et al., 2006; Thakuri et al., 2007; Menut et al., 1995;
Molleken et al., 1998(a)

5,7,8-Trimetil-dihidrocumarina -

Angelica sinensis

Ming-Jiang et al., 2005
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Asarona L. mutellina Daucus gingidium spp. gingidium, D. carota Araceae, Deng et al., 2004; Kobaisy et al., 2005; Leeet al.,
Ephedraceae, 2004; Li et al., 2007; Karim et al., 2007; Brandt y
Lamiaceae, Schultze, 1995; Khan et al., 2007; Wei et al., 2005;
Clusiaceze, Rashmi, 2007; Radusiene et al., 2007; Flamini et al.,
Rutaceae, 2007; Fang et al., 2006: Yang et al., 2005: Pino et al .,
Amaranthaceae, 2006; Saiki et al., 1967; Gao et al., 2002; Ren et al .,
Tiliaceae, 2002; Viswanathan et al., 2002; Wijayaet al., 2002;
Ranunculaceae. Rainaet al., 2003; Kowalski et al., 2007; Ross et al .,
Lauraceae, 2007; Myazawaet al., 2005
Aristolochiacese,
Polygonaceae,
Ebenaceage,
Rutaceae,
Asteraceae,
Nymphaeaceae
E-butilideneftdida L. chuanxiong, Angelica sinensis, A. glauca, A. acutiloba, A. - Yietal., 2006; Lu et al., 2004; Lao et al., 2004; Kaul
L. mutellina acutiloba var. sugiyamae, A. carmichaeli, Apium et al., 1996; Gijbels et al., 1985; Santos et al., 2005;
graveolens, A. graveolens var. rapaceum, Levisticum Gijbelset al., 1982; Asuming et al., 2005; Lin et al.,
officinale, Lomatium dasycarpum, L. utriculatum, L. 2005
torreyi, Cnidium officinale, Meum athamanticum,
Petroselinum crispum, P. crispum var. tuberosum,
Glaucosciadium cordifolium
Dihidroactinidiélida - - Cyperaceae, Stevensy Merrill, 1981; Seigo et al., 1969; Zhao et
Theaceae, al., 2006; Senatore et al., 2007; Araujo et al., 2007;
Actinidiaceae, Yuany Yuan, 2007; Gong et al., 2006; Rosselli et al.,
Asteracese, 2007; Formisano et al., 2007; Barra et al., 2006;
Aquifoliaceae, Formisano et al., 2007; Han et al., 2006; Bureau et al.,
Primul aceae, 2006; Guan et al., 2006; Xian et al., 2006; Mevy et
Rosaceae, al., 2006; Wang y Tian, 2006; Al-Amier et al., 2005;
Ranunculaceae, Senatore et al., 2005
Lamiaceae,
Geraniaceae,
Orchidaceae,
Hydrocharitaceae,
Olacaceae,
Tiliaceae,
\ erbenaceae
Oplopanona - Meum athamanticum, Peucedanum officinale, Ephedraceae, Pal&-Palll et al., 2004; Kobaisy et al., 2005; Takeda et
Lomatium rigidum Araliaceae; al., 1965; Tchuendem et al., 1999; Gutiérrez et al.,
Zingiberaceae, 2001; Butkiene et al., 2007; Jaimand et al., 2006;
Asteraceae, Céspedes et al., 2006;
Cupressaceae
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Escoparona - - Gentaniaceae, Randrianarivelojosia et al., 2006; Beauchamp et al.,
Ranunculaceae, 2004; Zheng et al., 2006; Shi et al., 2006; Silvaet al.,
Rutaceae, 2006; Xiao et al., 2005; Zhang y Kong, 2006;
Malvaceae, Céspedes et al., 2006; Wang et al., 2004; Huang et al.,
Cdycanthaceae, 2004; Lin et al., 2004; Wu et al., 2005; Lee et al.,
Asteraceae, 2002; Trianaet al., 2001; Canelon et al., 2005; Fan et
Ulmacesae, al., 2001
Euphorbiaceae,
Araliaceae,
Orchidaceae
a-Espatulenol L. chuanxiong  Lomatium dasycarpum, L. lucidum, L. utriculatum, L.  Rutaceae, Asuming et al., 2005; Velasco-Negueruelaet al.,
nevadense, L. foeniculaceum spp. fimbriatu, L. Asteraceae, 2003; Nivinskiene et al., 2007; Pala-Pall et al., 2004;
rigidum, Angelica archangelica, A. glauca, A. Fabaceae, Tapaet al., 2005; Delazar et al., 2006; Wang et al.,
sinensis, Meum athamanticum, Eryngium bourgatii, E, Lauraceae, 2006; Beauchamp et al., 2006; Pal&-Pall et al .,
glaciale, Pimpinella junoniae, P. aurea, P. Piperaceae, 2005(a); Paull et al., 2005(b); Tabancaet al., 2006;
corymbosa, P. cappadocica var. cappadocica, P. Lamiaceae, Guo et al., 2006; Ogunwande et al., 2006; Song et al.,
flabellifolia, P. isaurica, Rhabdosciadium strausii, R.  Burseraceae, 2004; Suérez et al., 2007; Senhaji et al., 2006; Fakhari
petiolare, R. oligocarpum, Pituranthos chloranthus Myrtaceae, et al., 2005; Carded et al., 2006; Li et al., 2007;
Spp. cossonianus, P. scoparius, Nigella sativa, Apocynaceae, Zhang et al., 2007; Beauchamp et al., 2007; Dahia et
Cuminum cyminum, Tordylium trachycarpum, T. Clusi aceae, al., 2007; Jalali-Heravi et al., 2007; Tian et al.., 2006;
hasselquistiae, Ferulago angulata, Prangos uloptera,  Anacardiaceae, Chenetal., 2006; Khin et al., 2007; Karim et al.,
P. turcica, Carum nigrum, Daucus gingidium spp. Cupressaceae, 2007; Ozek et al., 2007; Ashnager et al ., 2007;
gingidium, D. carota spp. carota, D. carota spp. Euphorbiaceae, Kurkcuoglu et al., 2007; Brophy et al., 2007; Reza et
sativus, Peucedanum officinale, Ferula szowitsiana, Boraginaceae, al., 2007; Nazemiyeh et al., 2007; Vagionaset al .,
Seseli peucedanoides, S. rigidumvar. rigidum, Vaerianaceae, 2007; Ozek et al., 2006; Nik y Mirza, 2006; Baser et
Smyrnium perfoliatum Amaranthaceae, al., 2006; Gardeli et al., 2008; Radusiene et al., 2007;
Araceae, Tabancaet al., 2007; Kovacevic et al., 2007; Nogueira
Arecaceae, et al., 2008; Butkiene et al., 2007; Simionatto et al .,
Geraniaceae, 2007; de Oliveiraet al., 2007; Pavlovic et al., 2007;
Nymphaeaceae, Bozin et al., 2006; Singh et al., 2006; Bertoli et al.,
Apocynaceae, 2004; Vernin et al., 1999; Rashmi, 2007; Flamini et
Rhamnaceae, al., 2007; Ren et al., 2002; Rainaet al., 2003;
Rosaceae Meekijjaroenroj et al., 2007; Barra et al., 2006;

Andrade et al., 2006; Jaimand et |., 2006; Habibi et
al., 2006; Javidnia et al., 2006; Myazawa et al., 2005;
Beauchamp et al., 2004; Bulatovic et al., 2006;
Savikin-Fodulovic et al., 2006; Staniszewska et al.,
2005; Lopeset al., 2005; Ghannadi et al., 2003;
Vollmanny Schultze, 1995; Molleken et al., 1998(a)
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Fitol - Tordylium trachycarpum, T. hasselquistiae, Smyrnium  Tiliaceae, Fang et al., 2006; Pino et al., 2006; Ren et al., 2002;

olusatrum Lauraceae, Huang et al., 2006; Yuany Y uan, 2007; Senatore et

Lamiaceae, al., 2007; Rosselli et al., 2007; Han et al., 2006; Guan
Solanaceae, et al., 2006; Al-Amier et al., 2005; Senatore et al .,
Primul aceae, 2005; Yang et al., 2002; Tavaet |., 2007; Ozek et al.,
Ranunculaceae, 2007; Molleken et al., 1998(b)
Orchidaceae,
Asteracese,
Verbenaceae,
Aquifoliaceae,
Fabaceae

Acetovanillona - - Orchidaceag, Pérez-Silvaet al., 2006; Miguel y Barroso, 1994;
Solanaceag, Kokubun y Harborne, 1995
Rosaceae
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Timol 6-1sopropenil-4,8a-dimetil-1,2,3,5,6,7,8,8a-octahidr o-naftalen-2-ol
(7R*8R)-Biciclo(5,3,1)undec-1-en-8-0l,7-metil-4-(1-metiletilideno) Apiol
OH
0

Acido n-hexadecanéico

Figura 23. Estructuras quimicas de algunos compuestosidentificados en extractosdeL. porteri y P. crispum.
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B-Bisaboleno Asarona Benzotiazol
a.-Bourboneno Cadala-1(10),3,8-trieno a.-Cadinol
a.-Calacoreno Copaeno Dihidroactinidiélida
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0 o
5,7,8-Trimetil-dihidrocumarina E-butilideneftalida Elemicina

Figura 23. Continuacién.
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Oplopanona 3-(4,8,12-Trimetiltridecil) furano
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Falcarinol

Figura 23. Continuacién.
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Coniferol Vanillina B-Felandreno

Estigmasterol B-Sitosterol

0]

= °
N N / /o
Psoraleno 4-M etoxicinamato 3,6,7-trimetoxi-isobenzofuran-13(H)-ona

Figura 23. Continuacién.
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OH
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3-Butilideneftalida Acido ferulico Alcohol metil cindmico

HO

Carveol p-Cimeno

Figura 23. Continuacién.
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Pruebas preliminares de Ligusticum porteri

Viabilidad de semillas

La técnica de tincion con tetrazolio (TTZ) revel6 que solo € 50% de las semillas de los lotes 1y 2
eran viables. En € lote 3 hubo 80% de viabilidad, en €l lote 4 solo 60% y en € lote 5 un 100% de
viabilidad. En el caso de las semillas no viables, las semillas no tenian embrién o € embrién no

estabatefiido y el endospermo si |0 estaba o ninguno de |os dos estaba tefiido (Figura 24).

Figura 24. Prueba deviabilidad con TTZ. A. Embrion no viable. B. Embrion viable.
C. Embrion ausente. D. Embrién viable. E. Embrién no viable. Barra: 0.1 mm.

Las semillas colocadas en una bolsa de organza en suelo de Chihuahua por un mes se
contaminaron por hongos quedando inservibles (Figura 25). El crecimiento de hongos degradd por

completo alas semillas, por o que este método parainducir la germinacién quedo descartado.
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Figura 25. SemillasdeL. porteri almacenadasun mesen organza.

Germinacion in vitro

Las semillas del lote 1 germinadas in vitro en medio MS-50 suplementado con GA; (2 mg/L)
tuvieron un porcentgje menor a 5%, por lo que este lote quedd descartado para experimentos
posteriores.

El porcentaje de germinacion (MS-50 GA; 2 mg/L) del lote 2 fue de 5.5%, de un total de 181
semillas sembradas, solo 10 germinaron a las 6 semanas de incubacion. En la siguiente semana
germinaron 3 semillas; a término de la semana 9 habian germinado 9 semillas; en la semana 10
germinaron 6 semillas y en la semana 13 germinaron 8 semillas més (Gréfica 7). Estos resultados se
correlacionan con el bajo porcentgje de viabilidad de las semillas obtenido con latincién con TTZ.

Al subcultivar las plantulas de los frascos de 9.5 cm de altura a frascos de 13 cm de altura
con medio MS-50 sin GA; comenzaron a elongarse répidamente. Esto pudo deberse a cambio de la
atmosfera dentro del frasco (Figura 26). Cuando algun cultivo esta sometido a algun tipo de estrés, la
tasa de biosintesis del etileno aumenta'y se acumula en e ambiente (George, 1993), por lo que es
posible que ésta seala causa de que | as plantulas tenga un desarrollo lento y alterado.

Las semillas del lote 2 ddl tratamiento de imbibicion por 24 h en GA; (5 mg/L) dieron
resultados muy bajos, sélo germind un 2% de las semillas. El resto de los tratamientos de imbibicion
por 24 hy 48 h en GA; (10 mg/L) parainducir la germinacién no dieron resultados. Cabe mencionar,
gue e 0.5% de las semillas sometidas a estos tratamientos dieron lugar a callo en lugar de una

radicula
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Gréfica 7. Tasa degerminacion in vitro de semillasdeL. porteri.
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Testa
Hoja

Peciolo
Hoja

Cotiled6n Cotiledones

Hipocétilo
Raiz

Hojas

Raiz

c v

Figura 26. PlantulasdeL. porteri germinadasin vitro en medio M S-100. A. Plantulasde5 semanasde edad de 6 cm
dealturaapartir del tallo con cotiledoneslargosde color verde oscuro y peciolo color amarilloy algunas con hoja
de color verde oscuro sin expandir. B. Plantulas de 5 semanas de edad de 6-8 cm dealtura a partir del tallo con
cotiledonesde color verde oscuroy café claro, hoja verde sin expandir y peciolo de 4 cm delargo de color café
oscuro. C. Plantulasde 5 semanas de edad de 8-10 cm de altura con cotiledonesde 8 cm delargo, de color verde
oscuro, peciolo de 6 cm delargo de color caféoscuro y con hoja expandida. Barra: 2 cm.

Germinacion en suelo

La germinacion de los lotes de semillas 1y 2 en las mezclas de suelo fue muy baja. En la Gréfica 8
se muestran |os resultados donde se muestra que las semillas del lote 1 no germinaron. Sin embargo,
las semillas del lote 2 germinaron a las 4 semanas y en 2 semanas comenzaron a secarse y
posteriormente murieron. Se descart6 €l uso de estos dos lotes para experimentos posteriores.

La germinacion de semillas del lote 1 sembradas en tierra negra y tierra de hoja fue muy

rapida, 7 dias, sin embargo las plantulas de las mezclas de suelo se secaron y murieron.
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Gréfica 8. Germinacion de semillasdeL. porteri en mezclasde suelo.

La germinacion de semillas en suelo de Chihuahua fue mas répida, 4 semanas, sin necesidad
de utilizar GA; y sin estratificacion para estimular la germinacion (Figura 27).

Los resultados mostrados en la Gréfica 9 corresponden a las 4 y 7 semanas de incubacion.
Los resultados de los tratamientos con semillas desinfectadas y suelo desinfectado demostraron
mejores resultados de germinacion en comparacién a resto de los tratamientos por lo que en € resto
delainvestigacion se siguio utilizando este tratamiento para la germinacion en suelo.

Entre las causas que propiciaron las bagas tasas de germinacion estuvieron la fata de
estratificacion de las semillas, la edad de éstas, |as condiciones de almacenamiento y principa mente

laaltavariabilidad fisiol6gicay genética de esta especie.
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Gréfica 9. Germinacion de semillasde L. porteri en suelo de Chihuahua.

Cotiledones

Peciolo

Figura 27. PlantulasdeL. porteri germinadasin vitro en suelo de Chihuahua. A. Plantula de 4 semanasde edad de 6-
8 cm dealtura apartir del tallo con cotiledonesde 4-5 cm delar go de color verde claro u oscuro 'y peciolo color
verdeclaro, sin hoja. B. Plantula de 4 semanasde edad de 3 cm dealtura a partir del tallo, los cotiledonesain sin
separarsey de color verde claro a oscuro. C. Plantulas de 4 semanas de edad de 6-8 cm de alto a partir del tallo, los
cotiledonesde 4-5 cm delargoy de color verde claro. Algunas plantulas con hoja expandida. Barraen Ay B =0.5
cm; C=1cm.
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Induccion acallo

Para evaluar la induccion a calo, de manera preliminar se utilizaron explantes de hoja, raiz-tallo y
peciolos de plantulas de L. porteri de 5 meses de edad. El tratamiento con ANA (2 mg/L) y BA (1
mg/L) no indujo callo en ninguno de los explantes estudiados. Sin embargo, € tratamiento con 2,4-D
(2 mg/L) con BA (1 mg/L) con explantes de hoja dio lugar a aumento de volumen, callosy también
necrosis del tejido. El explante de raiz-tallo dio lugar alaformacién de una hoja. Estas respuestas se
observaron alas dos semanas de induccién. El resto de |os explantes no fueron inducidos a callo con

esta combinacion hormonal (Tabla 28).

Tabla 28. Resultados de induccion a callo con distintos explantes a 50 diasdel inicio del cultivo.

Explante ANA (2mg/L) y 2,4-D (2mg/L) y
BA (1 mg/L) BA (1Img/L)
Hojas - Aumento de volumen
Formacién de calo
Necrosis
Tallos -
Raiz - Formacién de hoja

(-) no hubo induccién

Contaminacion de explantes

De un total de 289 frascos con un explante cada uno, se contaminaron 161 frascos, |0 que
corresponde a 55.7% de explantes contaminados, en su mayoria por hongos, por lo que se utilizaron
fungicidas y bactericidas especificos para cultivos vegetal es.

De acuerdo alos resultados obtenidos por Hauptmann y cols (1985) y Shields y cols. (1984),
utilizaron Benomilo (6.25-50 mg/L) para inhibir e crecimiento de Penicillium spp. en cultivos
celulares en suspension y protoplastos de Nicotiana tabacum, Datura innoxia, Daucus carota,
Glycine canescens y Solanum tuberosum, utilizaron este fungicida de amplio espectro en la
desinfecciéon de explantes y como ingrediente en el medio sélido a igual que los antibidticos
Gentamicina (20-40 mg/L) y Amoxicilina (100-500 mg/L) (Tabla 16) también reportados por Salehi
y Khosh-Khui (1997) parala desinfeccion de Rosa chinensis.

El Benomilo y e Tiabendazol (Tecto 60) pertenecen a grupo de los bencimidazoles y son

fungicidas de amplio espectro sistémicos, esto es, que son traslocados por el sistema vascular de la
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planta desde el punto de penetracion a areas de ata transpiracion como hojas en desarrollo. El
movimiento acropétal o tiende a concentrar el fungicida en las puntas y margenes de las hojas, sitios
de mayor susceptibilidad por el atague de los hongos. Inhibe lamitosis a unirse alatubulina, de esta
maneraimpide la divisién celular evitando el crecimiento y desarrollo del hongo. Es un fungicida de
amplio espectro para el control de Ascomicetos, Deuteromicetos y Basidiomicetos (McCarroll et al.,
2002).

La amoxicilina es un antibiético semisintético derivado de la penicilina. Se trata de una
amino penicilina. Actlia contra un amplio espectro de microorganismos, tanto Gram-positivos como
Gram-negativos. Como las demés penicilinas, la amoxicilina impide en las bacterias la correcta
formacion de las paredes celulares. Concretamente inhibe la conexion entre las cadenas lineales de
peptidoglicanos que forman la mayor parte de las paredes de los microorganismos Gram-positivos.
Al impedir que la pared celular se construya correctamente, la amoxicilina ocasiona, en ultimo
término, lalisis delabacteriay su muerte (Madigan et al., 2004).

La gentamicina es un bactericida de espectro limitado a Gram-negativos. Debe alcanzar el
citoplasma bacteriano para poder gercer su accion a nivel ribosomal. Pasa la membrana externa a
través de porinas por un proceso pasivo y no dependiente de energia. Se une a la subunidad 30S a
nivel delas proteinas S12, S3, $4, S5, bloqueando €l inicio de lasintesis proteicaa fijar e complegjo
30S-50S d coddn deinicio del ARN mensgjero acumulandose como complejos de inicio anormales
impidiendo la elongacion ocasiona la terminacion prematura e induce la sintesis de proteinas
anormales en la bacteria. Las proteinas anormales se insertan en la membrana aterando la
permeabilidad y favoreciendo €l ingreso de mas antibiético (Barranco, 1998; Madigan et al., 2004).

Ademés de incluir estos antimicrobianos en & medio de cultivo, se observd que la
desinfeccién previa de los explantes con NaOCI (10 ml/20 ml ADE) logré mejores resultados que los
procedimientos con éstos antes de la siembra. El mejor tratamiento fue e 13, que incluye
bactericidas, fungicidas y PPM, en & cua no hubo ningln tipo de contaminacién, seguido por e 9
gue incluye a los fungicidas (Tabla 16). Sin embargo, fueron muy agresivos con los explantes, se

oxidaron répidamente y murieron.

Cultivo de células en suspension

Se seleccionaron los cultivos con callo de mayor volumen celular y que sobrevivieron a la
contaminacion por hongos y bacterias. En total fueron 15 callosy se sembraron en medio MS liquido

al 100% de sadles y sacarosa suplementado con 2,4-D (2mg/L) y BA (1Img/L). Sin embargo, estos
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explantes murieron a ser transferidos al medio liquido, posiblemente por las concentraciones de
sades y sacarosa, que fueron muy altas para los tgjidos, por la falta de oxigeno o e cambio de un
medio solido a uno liguido de inmersion total e inclusive la agitacion pudieron ser uno de los

factores que tuvieron un efecto negativo sobre los cultivos celulares ensayados en este trabajo.
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CONCLUSIONES

* Las meores condiciones para la germinacion de semillas de L. porteri, en e presente
estudio, fueron un tiempo de estratificacion a 1°C de 45 a 90 dias, su cultivo in vitro en
medio MS sdlido a 100%, 1.5% de sacarosa, sin reguladores de crecimiento y en
oscuridad, asi como en una mezclade agrolitay tierranegra (1:1).

e Laadicién de GA; en e medio MS sdlido no sustituy6 la falta de estratificacién de las
semillasde L. porteri.

e La germinacion de las semillas de L. porteri fue asincrénica, muy heterogénea y
altamente sensible al fotoperiodo e intensidad de luz.

* Lassemillasde P. crispumno requirieron estratificacion paralograr su germinacion.

e Lagerminacion de las semillas de P. crispum fue sincrénica, homogénea, insensible a
fotoperiodo eintensidad de luz.

» LassemillasdeL. porteri presentaron una contaminacion fungica muy frecuente.

» El método 14 (Tabla 16) demostr6 ser el mejor sistema de desinfeccion superficial para
las semillas de L. porteri.

* El método 12 (Tabla 16) demostro ser el mejor sistema de desinfeccion superficial de los
explantes de pléntulas germinadas en maceta de L. porteri.

* Las semillas y explantes de P. crispum no sufrieron contaminacion fungica en ninguna
etapadel cultivo.

» Los explantes de raiz, cotiledon, hoja, tallo y peciolo de L. porteri y P. crispum
mostraron un ato potencia para la induccion a callo bajo las condiciones de cultivo
ensayadas.

» La combinacion de reguladores de crecimiento donde se presentd el mayor nimero de
explantes que dieron lugar acallo para L. porteri fue ANA/BA (1:1).

» El tipo de explante que mostré un mayor nimero de respuestas de induccién acalo fuela
raiz de L. porteri.

» La combinacion de reguladores de crecimiento donde se presentd el mayor nimero de
explantes que dieron lugar a callo para P. crispum fueron ANA/BA (4:1) y 2,4-D/IBA
(4:2).

* Los explantes que presentaron un mayor nimero de respuestas de induccion a callo

fueron lahojay peciolo de P. crispum.
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El cultivo de células en suspension de L. porteri que logré aumentar la biomasa fue con
medio MS liquido adicionado con 2,4-D (4 mg/L). Los explantes que mayor proliferacién
tuvieron fueron lahojay laraiz.

Los cultivos de células en suspension de P. crispum con mayor proliferacion fueron la
raiz> hoja> cotiledén>y peciolo en medio M Sliquido adicionado con ANA/BA (4:1).

L. porteri requiri6 de altas concentraciones de reguladores de crecimiento para lograr la
formacion de callo, adiferencia de P. crispum, que requirié menores concentraci ones.

Se logré establecer la cinética de crecimiento de los cultivos de células en suspension de
callos de los explantes de raiz, cotileddn hoja, talloy peciolo de L. porteri y P. crispum.
Se lograron establecer plantas en invernadero de L. porteri y P. Crispum a partir de
semillas.

No se detectd la presencia de Z-ligustilida por CCF y CG-EM en los extractos de partes
aéreas y semillas; ni en extractos de callos de raiz, semillas, cotileddn, hoja ni peciolo de
L. porteri.

Se detect6 la presencia de la ftalida E-butilideneftdlida en el extracto de partes aéreas de
L. porteri. Este es e primer reporte de su presencia en plantas recolectadas de sus
poblaciones naturales.

En el fraccionamiento del extracto de partes aéreas de L. porteri se identificaron por CG-
EM 33 metabolitos secundarios, |0s cuaes, ho habian sido reportados para esta especie.
En el extracto de raiz de P. crispum se identificaron por CG-EM 19 metabolitos
secundarios, entre ellos, dos ftalidas que no habian sido reportadas para esta especie: la 3-
n-butilftédliday 3,6,7-trimetoxi-isobenzofuran-13(H)-ona.

En el extracto de callo de raiz de L. porteri se identificaron 6 componentes, dos de ellos,
los fenilpropanoides 4-vinilguayacol y (3-hidroxipropiovanillona. Esto indica el potencial
de biosintesis in vitro de esta estructura.

En el extracto de callo de semillas de L. porteri se identificaron 6 componentes distintos,
en su mayoria &cidos grasos.

En € extracto de callo de cotileddn de L. porteri se identificé como componente Unico, €
4-metoxicinamato. Esto indica el potencial de biosintesis in vitro de esta estructura.

En e extracto de callo de hojade L. porteri se identificaron 4 componentes distintos, uno
de elos € acaoide cefaotaxina y € caroteno neurosporaxantina. Este es el primer

reporte de la presencia de estos compuestos en L. porteri.
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En el extracto de callo de peciolo de L. porteri se identificaron 3 componentes distintos,
uno de ellos € vinilguayacol. Esto indica el potencial de biosintesis in vitro de esta
estructura.

En los extractos de tallo y peciolo de L. porteri se identificé la ftalida 3-butilideneftalida.
Este es el primer reporte de su presencia en callos de esta especie.

Los callos de L. porteri demostraron un potencial de biosintesis in vitro de metabolitos
secundarios.

En el extracto de raiz de L. porteri, cultivada en invernadero, se identifico la ftalida 3-
butilideneftalida. Este es el primer reporte de su presencia en la raiz de esta especie.

Se detectd por CCF la presencia de Z-ligustilida en la raiz de plantulas de 3 meses de
edad germinadas in vitro de L. porteri.

Datos bibliogréficos revelaron la presencia de Z-ligustilida en las raices de Akebia
quinata, Geum montanum y Nuphar pumilum, plantas filogenéticamente alejadas de la
familia Apiaceae.

L. porteri y P. crispum representaron un buen modelo experimental para la comparacion
de resultados morfogénicos y fitoquimicos entre especies silvestres y cultivadas.

L. porteri demostrd ser una especie silvestre altamente especifica a su habitat. En las
mejores condiciones in vitro fue dificil mantenerla viva y en crecimiento.

P. crispum, por el contrario, demostrd ser una especie con una adaptacion mas amplia,

indicando su condicidn de planta cultivada.
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PERSPECTIVAS

Ligusticum porteri es una especie silvestre, que debido a que crece en e limite sur de su
distribucion geogréfica en la Sierra Tarahumara en Chihuahua en México, tiene una produccion
alta de semillas pero la maduracion de embriones es asincronica e incluso algunos no maduran
con tratamiento por frio. Si a esta situacién se le afiade el calentamiento global, € retraso de las
lluvias en la Sierra Tarahumara, su sobrecolecta, € sobrepastoreo, |a deforestacidn de su hébitat y
el poco conocimiento que hay de esta especie, es posible que su estatus de riesgo deje de ser rara
y se vuelva una especie amenazada o en peligro de extincion.

Es urgente incluir a esta especie en aguna norma oficial mexicana que regule su
recolecta como la NOM-004-RECNAT-1996 en conjunto con autoridades oficiales y cientificas
en Méxicoy Estados Unidos, que permitan su conservacion con un uso sostenible de ésta.

El uso sostenible de esta especie puede lograrse con su cultivo en invernaderos con la
informacion generada en este trabajo, como |a estratificacion de las semillas, haciendo recolectas
periddicas o tal vez destructivas de este material. También es necesario mantener cultivosin vitro
de esta especie como banco de germoplasmay como recurso aternativo para la extraccion del
material vegetal.

Ligusticum porteri demostré ser una especie con un alto potencial biotecnol6gico parala
produccién in vitro de metabolitos secundarios de interés comercia y farmacol6gico, por lo que
es necesario establecer protocolos de germinacion in vitro como ex vitro, la exploracion de
condiciones de cultivo con otros reguladores de crecimiento en distintas combinaciones, €
establecimiento de cultivos en suspension de células diferenciadas y callos y € monitoreo de los
principal es metabolitos secundarios en distintas etapas de crecimiento.

Debido alafatade conocimiento sobre la biologiay ecologia de esta especie silvestre, es
urgente realizar estudios de: e ciclo de vida de L. porteri, polinizadores, plagas, e papel
ecologico que juega en su habitat, dinamica de poblaciones, genéticos, biologia molecular,
transformacion genética, sobre la germinacién de sus semillas, fitoquimicos en sus distintas
etapas de crecimiento, sobre la ruta de biosintesis de las ftdlidas, hasta ahora desconocida,
taxonomia bioguimicay farmacol 6gicos.

Esta especie medicinal es candidata para la elaboracion de una monografia oficial donde
Se reconozca su uso en prescripciones médicas y € uso potencia de alguno de sus componentes

en lamedicina actual.
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APENDICE |

Prueba de viabilidad con TTZ de acuerdo a Schmidt (2000)

El cloruro o bromuro de tetrazolio es una sal que se disuelve en agua antes de usarse. La sal asi
como la solucion son sensibles a la luz por 1o que deben guardarse en frascos dmbar 0 en
oscuridad. Las soluciones deben guardarse en frio y no son reutilizables. El pH de la solucién
debe de estar entre 6.5y 7.5. Se prepara una solucion buffer con KH,PO, y Na,HPO,.

» Enlasolucién 1 sedisuelven 9.078 g de KH,PO, en un litro de agua.

* Enlasolucién 2 se disuelven 9.472 g de Na,HPO, 0 11.876 g de Na,HPO, x 2H,0 en un

litro de agua.

Se mezclan dos partes de la solucion 1 con tres partes de la solucién 2. Si la solucién no es clara
se afladen unas gotas de a cohol.
Para la mayoria de las especies se utiliza € 1% de la solucién. Esta proporcién se logra
disolviendo 1 g de tetrazolio en un litro de agua. El procedimiento para evaluar la viabilidad de
semillas es e siguiente:

1. Las semillas deben estar escarificadas o pinchadas para que la solucién pueda penetrar e
tejido.
Las semillas deben estar previamente humedecidas a 20°C de 3 a48 h.
Las semillas deben estar completamente cubiertas de la solucion.

Las semillas se incuban en la solucién en oscuridad de 30 a35°C de 1 a24 h.

o M DN

Después de transcurrido ese tiempo, |las semillas se enjuagan con agua destilada y deben
estar hiimedas para su evaluacion.

6. Seevaulaé tefiido bajo el microscopio.
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APENDICE I1

CROMATOGRAMAS
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Cromatograma 1. Callo deraiz deL. porteri.
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Cromatograma 2. Callo de semillasde L. porteri.
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Cromatograma 3. Callo de cotiled6n delL. porteri.
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Cromatograma 4. Callo dehoja deL. porteri.
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Cromatograma 5. Callo deraiz deL. porteri.
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Cromatograma 6. Callo de peciolo deL. porteri.
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Cromatograma 7. Callo detallo deL. porteri.
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Cromatograma 8. Callo de peciolo deL. porteri.
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Cromatograma 9. Callo deraiz deL. porteri.
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Cromatograma 10. Callo de peciolo de L. porteri.
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Cromatograma 11. Extracto de semillasdeL. porteri.
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Cromatograma 12. Fraccion 1 del extracto de partes aéreasdeL. porteri.
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Cromatograma 13. Fraccion 36 del extracto de partesaéreasdelL. porteri.
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Cromatograma 14. Fraccion 40 solida ddl extracto de partesaéreasdel. porteri.
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Cromatograma 15. Fraccion 40 aguas madres del extracto departesaéreasdel. porteri.
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Cromatograma 16. Fraccion 56 del extracto de partesaéreasdelL. porteri.
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Cromatograma 17. Fraccion 106 del extracto de partesaéreasdelL. porteri.
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Cromatograma 18. Fraccion 131 del extracto de partesaéreasdelL. porteri.
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Cromatograma 19. Fraccion 148 del extracto de partesaéreasdelL. porteri.
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Cromatograma 20. Extracto deraiz deL. porteri.
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Cromatograma 21. Extracto deraiz deP. crispum.
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