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1. INTRODUCCION

En los Gltimos afos, las paises desarrollados han dade gran
importancia a la produccion de plantas a traves de sistemas de
cultivo hidroponico, debido a las ventajas que ofrece respecto
al cultivo tradicional en tierra.

Entre ellas esta 1la posibilidad de cultivar casi todo tipo de
plantas en regiones con cualguier tipo de climas; mantvener el
contenido de nutrienies homogénea; prabar y reajussar las sus-
tamciaz nutritivas de acuerdo a los rrequerimientos el produec-
tor; el medio nutritivo y 21 soporte se pueden esterilizar, e—
vitandose la contaminacion y entermedades de la=s plantas; utili-
zTar menos agua, etc. Ademas resulta ser un gran snstranentn de
investigacian para estudiar los factores ampiesntales vy nutricio-
nales que afectan la produccion de los principios activos.

Hasta la fecha lass plantas son una fuente insustitulbic de
los principios activos ¥ de las materias primas para la elabora-
cicn de medicamentos, entre las cuales cabe destacar el genera
Digitalis. de donde se obtienen los farmacos 1lamados nlucosidos
cardiacos o cardiotonicos., 10s cuales tienen una accich podsrosA

sabire el miocardio de 1nigualado valor para =l tratarviento de la
insuficiencia cardiaca. Se usan Casl eustusivameRnte <on dos ti-
nes: para restableacer una circulscion ardecuada &n pacisnt <on
nsuficiencie cardiaca ceonmestiva, o para dgiaminuiir la Trecuaans

cia ventricular en pacientes con fibtrilacion o aletes avricular,

El hecho de impoartar este tipu de principios activos asi como

el de contar en nuestro pals con plantas de la especie Digitalie

urpuresa, nos parmite considerar la importancia de cultivar esta

especie bajo condiciones controladas, para su posible explota-
cion.

En el presente trabajo se ha desarrollado el estudic basico
del comportamiento de Rigitalis purpurea en cultivo hidroponics
con el fin de determinar el crecimiento Sptine para la prodoe-
cidn de principios activos, asi como el efecto de una fitohormo-
na como 21 acido indol aceético (AIA) sabre 1 tontenido de as-—
tns.




I1. FUNDAMENTACIOM DEL TEMA

A. Antecedentes de Digitalis purpurea.

La primera descripcidn académica de la Digitalis fue publica-
daen 1542 por Leonhard Fuchs, desconociendo anon las virtudes
medicinales de ésta (36). Hacia 1650 aparece en la London Fhar-
macopeia e incrementa su popularidad en 1775 con los trabagjos
del Dr. William Withering quien editd su monografia en bas=2 a
investigacianes clipnicas (15). Schieman en 1780 y John Ferrier
en 1799 hicieron estudios sobre su efecto terapeutico mediante
experimentos efectuados en gatos, mostrando una 2ccion relenti-
zante sobre el corazon (24, 3. La purificacion de 1os exbrac-
tos galénicos fue etectuada hasta 1844 por Homolle y GQuevennse,
debido 2 los problemas de perdida de actividad cardiotdmica; fi-
nalmente en 1869 Nativelle logrd purificar y cristalizar mues-
tras de digitalina, poniendo de mapiTiestao sw naturalezs gluco—

- sidica.

B. Descripcion y Localizacidn.

La Rigitalis purpurea camunmente 1lamada Digital, pertenece
al géenern Digitalis de la familia Escrofulariaceas. Es une plan-
ta herbacea bhienal o oserenns, la zual durante 21 primer afio for-
.ma un rosetdn de hojas al ras del suelm y en 1 segundo desariro—
lla un talle florifero que puede alcanzar de 1 a 1.5 metros de
altura. Las hojas tienen forma variable: las de la hase son lan-
ceoladas y pubescentes, mientras gque las del tallo son ovales y
oslongas de 10 a2 35 cm de longitud y de 4 a li cm de anchao, el
apice obhtuso o redondeado y abruptaments contraidas hacia el pe-—
ciolo, la orilla dentada o crenada y nervacidn reticular (11,15,
34)5 su olor es débil y su sabor amargo y acre (TH). l.as flares

se agrupan en la sumidad del talloj tienen forma de dedoe de
guante, de tres a cinco cmy son colgantes de color parpura con
manchas blancas y rojas en su interior. El fruto es un capsula

ovoide de dos cavidades y contiene numerosas y diminutas semi-—
llas (15, 35Y. Florece de abril a septiembre.

Esta planta es nativa de Europa Centirral y Sur, naturalizada

-en varias partes de Europa, asi como en &1 Norte y Oeste de Es-

tados Unidos y Canada. Su cultivo caomercial se ha extendido a

Inglaterra, Estados Unidos, Holanda, Canada o India (&, T4, 413,

Las caracteristicas comunes de estsas rogrones 5o0mn 105 bosjues a-

clarados con clima atlantico, suelos siltceos o descalcificados
y €levada humedad en 1 aire (15, 41).

En Maxico la Digital fue introducida como planta de crrnato. v
las paquefias poblaciones formadas han sido el resultado de indi-



viduos estapados de control. Actualmente se localizan poblacio-
nes de Digitalis purpuirea , distribuidas en los Estados de Hi-~
dalgo, Fuebla, Distrito Federal, Guerrero y Thiapas, donde cre-
cen en comunidades de bosgues de pino, bosgue mesofilo de monta-—
fla ¥y en zonas de zultivo de malz. cuya vegetacion primaria go-
rrasponds a las comunidades anteriores.

C. Glucdsides Cardiacos.

Los glucdsidos cardiacos son productn del matabolismo sacun-
dario de la plenta v s localizan principalmente en las holas.
£} contenida de cardiotonicos tntales vartia de 3,15 a 0.4 %, de
los cuales 1ns glucosidos primarios, purpures glucdsido A& y B,
representan el b0 % de la mezcla, digitonina el 12 7%, gibtoxina y
gitaloxina un 10 % cada uno: la digitoxina y gitomina sa forman
de la desglucosilacidn de los glucdsidos primarios (38).

1. Estructura.

: La fdrmula estructural de los glucdsidos cardiacos de la Di-
gital se muestra en la figura 1. (36).

Los cardenclidos son mezclas de cicloacetales de azucares ¥y
alcohol esterocidal. La porcion de la moleécula sin el atuvcar es
llamada aglicona o genina. Todas las geninas de los glucdsidos
cardioactivos tienen grupos hidrosilo unidos a C-3 y C-14&, gru-
pos metilo en C-10 y C—i%; uwn anillo lactona de S miembros (car-
dendlide en C-17. E1 nacleo esteroidal de los glucodsidas car-
diacos difiere del esteroide perteneciente a hormonas sexuales.
en la fusion CIS/TRANS/CIS de los anilleos A/R, B/C y C/D respec~
tivamente, (en las hormonas sexuales el arreglo es CIS/TRANS/
TRANS). Todos los sustituyentes sobre el anilla esterocidal estan
en configutacion § (3, 19y.

2. Biosintesis.

La biosintesis de digitoxigenina ha sido recientemente estu--
diada &n D._gurpurea y se ha establecido gue 21 ntcleo esteroi-
dal se origina a partir del acido mevalonico via escualeno. di-—
cha acido se obtiene a au vez de acetilcoenznima A, la cual puede
se1r abtenida por varias rutas metabolicas. Azi mismo, =8 ha con-
fivmado gue al =2limentar plantas de D puspurea con dcido mava—s
lénico-T-**C , se losgre aislar e wdentificar a la digitorigenina
marcada en C 0. Tschesche v colaboradores, encontraron que Jjos
asteioides C-Z1 con un grupe cato en C-20 son precursores espe—
cificos de cardendlidos en plantas (5. .
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Purpurea glucdsido A H H {digitoxosads —glucosa
Purpurea yglucdsido B H OH {digitoxaesa)s —glucosa
Glucogitaloxina 2] 1ICHD {digitonosals —glucosa
Digitoxina H H {(digitoxosalrs

Gitoxina H OH {digitoxosada
Gitalouina H DCHO {41g9itoxosals

Gitalina H aH {di1gitonosada
Digitoxigenina H H ]

Gituiigenina H oH H

Gitaloxigenina H VCHO M

Fig. 1. Estructura kase de los cardioténicos en D. purpureas



Tambien ha sideo propuesta 1la ruta biosintética mostrada én
la fig. 2, para 1la formacidn de digitoxigenina, gitomigenina vy
digoxigenina en P._ lapnata (26).

Los resultados obtenidos hasta ahora han indicado gque princi-
palmente la pregnencleana y la progesterona asi como el SA-preg-
nano-3,20-dionas pregnan-3f-ol-20~-onas pregnan—-3Q,144-diol-20-
ona; pregnan—-38,143,21-¢riol-20-ona; marcades, han sido incor-—
porados a cardenolidos, comprobando asi su participacion en la
ruta biosintética (10D, 20, 25, 26).

El anillo de lactona caracteristico de los cardenolidos se o-
rigina de una unidad de acetato, comao se demostre al alimentar
la planta con acetato-1-12C, el cual origind la digitosigenina
marcada en C-20 y C-25. La existencia de un caming alternativo,
via derivados del &cido norcolanoica para la biosintesis de 1la
lactona de los cardendlidos, ha sido confirmads {10, 26).

Los estudio= de biogenesis referidos a la cadena lateral in-
dican que la glucosa es el precursor mas eficaz de la dieitoxosa
(Sar.

3. Farmacologia.

La principal propiedad farmacodinamica de los glucosidos car=-
diacos es su capacidad de aumentar la fuerza de contraccion del
miocardio (efecto inotropico positive), la segunda propiedacd im=-
portante de estos farmacos es que pueden disminuir la frecuencia
ventricular. For 2llo, estan indicado=s para el tratamisnto de la
insuficiencia cardiaca y la fibrilacion o aleteo auricular pirin-
cipalmente; siendo la digoxina y digitoxrina los cardiotonicos de
mayor uso. actual. Los mecanismbds responsables de esios efectos
son camplejos, varios autores coinciden en gque 21 efecto inotird-
pico positivo se debe a la inhibicidn de la Adenosin trifostata-
sa ligada & la membrana, activada por Na* y K*; incrementandase
la captacién de Ca=+* por las fibras cardiacas y aumentamdose en
consecuencia la contractilidad. Sin embatrgo publicaciones mas
recientes mencionan gue la inhibicidn de la ATF asa-Ma™* £* por
los digitalicos es responsable del efecto toxico pero no del .-
notrdpico.

Foir otra parte su actividad farmacaolagica res j@ e blas geni-
nas, sin embargo, los az(Gcare: madifican 1a hi v linosolator-
lidad e incrementan el poder de fijgacidn al moesculo cardiace.
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Se ha intentaedo determinar gue elementos estructurales son
absolutamente indispensables para una respuesta inotrdpica vy
cuales intensifican el efecto tonico, pretendiendo de asta mane-
ra conocer algunas propiedades de los receptores de estos farma—
cas (17, 18, 19).

Tamm y Chem propusietron gue los glucdsidos cardiacos deberian
poseer ciertas caracteristigas en su estructura guimica, para
presentar actividad cardiotdnica, entre ellas: un esqueleto ag-
teroidal en el cual los anillos A/B estan unidos en configura—
cion cis, B/C en trams y C/D en cis; wna lactona insaturada en
posicion 17 con orientacidn g y un grupo funcional oxigensdo en
orientacion 2 en g1 C-3 (grupo hidroxilo o union glucosidica)l.
Investigaciones recientes muestran que d2 estos postuwlados so0lo
agueallos concernientes a la configuracion 178 de la cadena late-—
ral v a la configuracion cis de los anillos C/D son aan validos
€192) .

4. Metodos de identificacidn y cuantificacion de ‘car—
dioténicos,

a. Identificacion.

La reactividad que prasentan los glueasidos cardiacns y sus
geninas desde el punto de vista quimico, s la base de numerosas
reacciones de color desarrolladas para su i1dentificacion (36).
Los teactivos empleados en la deteccidn de glucosidos pueden ser
divididos en:

1) Reactivos basados en la reactividad del anillo butendlido de
lps cardendl idos, por ejemplo el acido 3,5 dinitrobenzoico en
medio alcalino d&a color rojo a violeta con los cardenalidos,
esta reaccidn depende del grupo metileno activado del anillao
butenslida.

2) Reactivos que atacan el ndclec estercidal, por ejemplo la
claramina-T-acide tricloroacetico en presencia de glucdsidos
y geninas con una funcion en €C—-16 da los derivados 14,16 di-
anhidro con intensa fluorescencie azul en luz uwltravioleta
(T6S nm) .

&) Reactivos gue reaccionan con la parte carbohidrato, poar eijigm—

plo el Yanthidrol que reacciona con los 2-deocnriazdcares dando
un color roJjo carmin,

B. Cuantificacion.

Actualmente existen una serie de técnicas cen alto poder re—



solutivo que van desde la polaragrafia, cromatografia de gases,
cromatagraftia de ligquidos a alta presidon, hasta radiginmunoana—
lisis. Sin embargo, es  mportante seflalar el uso de técnicas co—
lorimétricas, debido a su simplicidad de manipulacidn y minimes
requerinientos de equipo. La cuvantificacion coleorimeétrica de los
glucosidos cardiaces s basa en las reaccienes coloridas de la
genina, que de acuerdo a Frerejaque vy Graeve se clasitfican en
reacciones en medio &cido y en medio basico (36).

Las reacciones en medis Acido son especificas para el anille
esteroidal de la genina, siendo el reactivo principal el acido
sulfurico.

Las reacciones coloridas en medio basico son especificas para
la lactona o:fd-insaturada, debido & gue el metilenc activa en
dicho medio forma complejos de Meisenheimer en presencia da un
compuesto nitroaromatico segun las investigaciones de Kovar ¥y
colaboradores. Entre los compuestos nitrocaromaticos mas emplea—
dos #sta el 4acido picrico cuya reaccidn fue descrita oor Baliet
en 1918. Esta técnica ha sido objeto de diversos estudios y en
la actualidad aparece como el método oficial para la cuantaifica—
cion de digitosina en diveresas Farmacopeas (36).

D. Cultiva Hidropani=o.

En la agriculturs coamercial modern?2 e ha desarralliado una
tecnica de cultive llamada "Hidroponia', gque ha experimentado uwn
gran auge en laos palses desarrollados. l.a hidroponia es uan métao—
d0 para cultivar plantas sin tierra, utilizandeo =scic un medio de
sostén inerve para las ralces, a través del cual se reiga una
solucion que contiene los mlementos minerales esenciales para su
crecimiento. Con ésta técnica se pueden cultivar casi todos los
tipos de plantas, como las medicinales, que reguieren de condi-—
ciones climaticas y edaficas muy especlales, algunas de éstas
puedan ser proporcionadas poit wn sistema de produccidn hidropo-—-
nieca (30, 3I2).

Qtras terminos que se han usado para naombrar a eéste prooeso
son: “cultivo sin suelo","nutricultura’,*agricultura en charo-

las", "cultives artificiales", etc. (22, 3.

1. Antecedentes.

El desarrallo de la técnica del cultive, comenzd hace ires
siglos, utilizando solamente agua, y & mediadaos del siglo XIX
los botanicos y quimicos establecieron que las plantas: estan
- constituldas de elesmentos Jquimicos obrenidoz  de tres fuentes:
Taire, agua Yy suesle, Yy porr la combinacien de estes lac plantacs



crecen e incrementan su tamafio. Al guimico frances Jean Boussin-
gault (1851-18%46) sa2 le adjudica el czredibto de ser 21 iniciador
de la experimentacion en este campo; es comsiderado como el fun-
dador de los metodos modernos para la sxperimentacien veoetal.,
vya que desde antes de 1840 usae swelos artificiales (arena, cuar—
Zo y carbén) regados con soluciones de composicion conpcida: sus
resultados verificaron la teoria de la nutricicn mineral de las
plantas por Liebig (1840), Este método fue utilizado despues por
muchos otros investigadores como Salm-Hortman (1856-1850), hasta
1dear técnicas a gran escala en camas de arena con prapasxtus
nperimentales y comerciales (2 2.

2. Nutricion vegetal.

Despues de sucesivos cultivos en medio artificial Sachs vy
Knop en 1960, publicaron las pirimeras soluciones nutritivas para
el cultivo en aqua, gue fueron ampliamente usadas en estudios de
la nutricion de las plantas. Otras farmulas fueron propuestas
por Tollens (1882), Schimper (1890, Fteffer (1900}, Crone
€190y, Tottimngham ((i1914), Shicel 1915y, Hoagland (1920) v
oatros. For mas de tres décadas el usp de la teepica hidroponica
se condujo a investigaciones de los problemas en la nutiricidn de
las plantas, pero el Dr. Gericke W, (1929) concibid la idea de
que el meétodsd podria ser empleado y adaptado patrta uso comereral,
procediendo a idear las tecnicas especiales para este proposito
(2, T2).

Caerca del F0%L d@ la materia seca de la mayoria de las plantas
esta constituida de ¢tres elementos: carbono, hidrogeno y oxige-—
no, que estan disponibles en el aire vy el agua: ademas de éstos,
las plantas contienen otiros eiementos que son obtenidos del sue-
lo: nitrogeneo, fosforo, potasio, calcio, azufre y magnesio; san

requeridos. en cantidades relativamente grandes, por lo que se
llaman "mactronutrientes". £l hiarern, manganeso, borao, cobre,
zinc, molibdeno y cloruro se trequieren en pequefias cantidades y
son llamados “micromutrientes. Otros elementos son requeridos

pott algunas especies bera no por otras (B, 22).

Las concentraciones de los elementos en la solucion nutritiva
cambian en funcion de muchos factores tales como la =2stacidn del
affio, ‘'la @dad de la planta, @l tipo de planta, i1a luminosidad, la
parte de la planta gque se recolecta, etc. £n general existe wuna
concentracion minima, maxdima ¥y optima gque segun sus autores, a--

@eguran el crecimiento satigtactorio de las plantas (e, (8=
existe una soluwcien nutritiva gque sea superi1or a obra solucion,
varias saluciones pueden ser usadas con buenos resul tados. La

solucion nutritiva de Hoagland (var tabla 1) ha sido satisfacto-
"ia con wvarias especies de plantas, por lo gus ba sido amplia-—
mente usada.



X. Ventajas y desventajas.

Con ml sistema de cultivo hidroponico se pueden cptimizar las
funciones Qque &l suelo desempefla, tratando de proporcionar a las
plantas las condiciones (fundament&lmente edaficas! dptimas para
superar su calidad. lLas principales ventaijes que ofrece un cul-—
tivo hidroponico respecto al tradicional son: abre la posibili-
dad de cultivar casi todo tipo de plantas en regiones con cual-—
quier tipo de clima; el contenido de nutrientes se mantiens ho-
mogéneo, teniendose la posibilidad de probar y reajustar sustan—
cias nutritivas de acuerdo a las especies de plantas y a los re—
querimientaos del productor; el medio nutritivo y de soporte se
pueden esterilizar, evitandose algunas enfermadades de las plan-
tas; se utiliza menos agua; es de facil manejo, evita las labo-
res del cultive en suelo que son pesadas ‘preparacidn del terre-
no, abonado, deshicerbes, etc.)s usc minimo de herbicidas, pla~-
guicidas, pesticidas, etc.; requiere de potcas haoras hombre de
trabajo. Otra ventaja del cultivo hidropSnico es su capacidad
para soportar una gran . densidad de plantas en un minimo de espa-
cio, incrementdndose la produccidn. La desventaja mas importante
es la gran inversion econgmica gue se requiere inicialmente, pe-

.o esto puede ser redituable después de un tiempo (2, 30, 3I2).

4. Tipoas de cultivo hidvoponico.

Existen una gran cantidad de metodos diferentss para realizar
un cultivo hidroponico, Sanchexz y Escalante de acuerdo con. otros
autaores agrupan los métodos en cuatro tipos: cultivo en solucion
fnutritiva, cultivo en agregado, cultivo en grava y técnicas mi-
celaneas diversas. Estos metodos van desde arteglos caseros muy
sencillos en tinas de materiales inertes, hasta grandgs disefios
complejos y sofisticados en invernaderos pata cultivos comercia—
les 0 A gran escala. Taodos los cultivos hidropdnicos de cual-—
quiar tipo, necesitan basicamente de una solucidn nutritiva,
tinas o macetas (de concreto hasta cartdn asfaltado), soporte
(arena, grava, carbén, etec.) y sistemas de riego y drenaje gue
van desde inundacién y vertido, hasta sistemas compleJjos de. a—
cuerdo al disefio de la produccion.

En México, se han realizado algunas investigaciones sobre
cultivos hidropdnicos y se han hecho intentos por comercializar
la técnica, como 2n otros paises dande existen grandes comnpledos
comerciales hidropdnicos para la produccidn de hortalizas. lLos
sistemas de. cultivo.artificiales, combinados con condiciones de
invernadero, pueden ser creados para proporcionar la demanda fi-
sioldgica de las diferentes especies de plantas, con el cbjetivo
de aoptimizar la produccion tanto primaria como secundaria (J0).
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E. Cinética de crecimiento de las plantas.

El desarrollo de la planta involucra crecimiento y diferen—
ciacidén. El1 término crecimiento se aplica a los cambios cuanti-
tativos que acurren durante el desarrolle y pueden definirse co-—
mo un cambio irreversible en el tamafio o talla de la celula, &r—
gano y otrganismos completos. La forma externa de un organc es
primeramente el resultado de un crecimiento diferencial a través
de ciertos ejes, apareciendo diferencias cualitativas entre las
celulas, tejidos y argames, a lo cual se le aplica el término
diferenciacion .

Puesto que el crecimiento involucra esencialmente incremento

en el numero de celulas, se puede usar este criterio como una

medida del crecimiento. Este incremento en =) ntmero de células,

que esta. acompafiado por crecimiento celular, conduce & un in-

cremento en el tamaffo o la longitud sobre un intervalo de tiempo
(39) .

Dos tipos de mediciones son necasarios para £l analisis de
crecimiento:

1) El1 peso de la planta. Usualmente el peso seco (Kg).
pero puedes ser la materia orgénica o el contemido de
enargia calorifica.

2) El tamafio del sistema asimilatorio. Este es usualmente
el area foliar, pero puede ser la proteina de la hoja o
el contenido de clorofila (12).

La curva de crecimiento de tipo sigmoides que presentan las
colonias. de los organismos unicelulares es caracteristica tam=—
bién del crecimiento de las plantas fig.3, al menos durante la
fase exponencial. V.H. Blackman (19219) indica que durante ésta
fase inicial de crecimiento las plantulas siguen la "ley del in—
tarés compussta’. La cual establece que si la tasa de asimila-—
cidn por unidad de area de la superficie de la hoja y la tasa de
respiracisdn permanecen constantes, y el tamafo del sistema de la
hoda sostiene una relacion constante a el peso seca de la planta
completa, entonces la tasa de produccidn del nuevo material, me—
dido como el pesa sece, seauirs la ley del interés compuesto
(12) . Este postulado ha sido la base patra el desartrollo de las
tacnicas del an&lisis del c¢recimiento de las plantas, y esta da—
de por la ecuacién:

W = Wo e"*

11



qua linealizada se tiene:
In W = 1n Wo + rt;

donde W es el pesa de la planta al tiempo t, Wo es el peso ini-

cial de la planmta, r s el porcentaje o tasa proporcional de im=
cremento. Si se grafica 1n del peso cortra el fiempo debe obte-—
nerse una. linea recta, (por lo menos para la fase inicial del

crecimiento gque es la que se consideral.

La propotcion de incrementeo representa la eficiencia de 1a
plants para producir material nuevo y fue llamade por Hlackman
gl indice de eficiencia™ de la produccidn de peso seco, que es
otra forma de espresar la velocidad de crecimierito relativao
dw/w*dt. que permanace constante a traves de 1a fase de cremi~
miento exponencial. En las altimas fases, la tasa de crecimiento
decrece gradualmente (como en una colonia bacterianal) resul tando
una .curva de tipo sigmoideo (39}.
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Fig. T Crecimiento taracteristico de las plantas

El poder de la planta para sintetizar 21 material nuesvo (y de
aqul el incremento del peso seca), depende de zu area foliar,
par - lao tanto asi como la planta crece 2 ncrementa sw arega fo -
liar, la veloecidad o tasa a la que el nuevo material es asimi--
ladoy tambien se incrementard proparcionaluente. En otiras pala-—
bras la tasa de crecimiento relativo consiste =n dos componentes
que miden la sficiencia de 13 planta o del cultivo como produc—
tores de pese seceo y como productorgs de area foliar.
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Fettzr asumiendo gque la capacidad fotasintetica dentro del
area foliar nueva es un componente importante del crecimiento,
desarrolld una expresion para medir el coeficiente del &area fo-
liar CAF, encontrando que correlacionaba mejor con el crecimien—
ta y presentaba mayores ventalas gue otros parametros. Establece
una trelacidn causa-sfecto entre la expansion del area foliar v
el crecimiento. CAF es el cambio diari1o del area foliar relati-
va dividido por el peso total de la planta a cualquiesr tiempo.
Contiene informacidn acerca de la velocidad y dispaosicion de la
produccion de materia seca, as5i como de la velocidad de expan—
sidn del area feliar.

CAF = Ka * Am / Vw * Wm

Donde, Am y Wm son los valores para el area y el peso. calcu-—
lados como el punto medio del periodo de crecimiento. Son pun=-
tos sobre las lineas deg regresidn, puesto gque las limites de
confianza en esta linea son mas estrechos en el punto medio de
la recta. Ka es la tasa de expansion de area faliar rrelativa y
kw es la tosa de crecimiento relative (29).

F« Auxinas.

i Como se sabe las fitohormonas juegan un papel vital en el
control del crecimiento. nNo soleo dentro de la planta como un to—
do, sino también dertro de los organos iadividuales. Fueden te-—
ner un amplio intervalo de respuestas, dependiendo del fipo de
Srgano o tejido en el cual actdan, por 1o gque son llamadas regu-
ladores del crecimiento o sustancias dei crecimiento. Son acti-
vas en cantidades auy pequefas (9). )

Las auxinas fueron las primeras firtitoharmonas qQue se descu-
bBrieron, estan presentes en todas las plantas superiores en can—
tidades extremadamente pequeflas. La primera auxina que se descu-
bris fue el acido indol acético. fig 4, v por medie de estudios
fisicogulmicos s2 ha observado gque se encuentra an todas las
olantas. Hay otras sustancias indolicos que también poseen acti-
vidad auxinica pero ngo sa han encontrado en todas las especies.

La auxina es sintetizada en la punta de los talleos o cerca de
los meristemos. terminales vy en tejidos jovene®s. Sus actividades
incluyen . la estimulacion f(principalmente elongacion) e inhibi~
cion del crecimiento, depeniendo d= la concentraciosn. Tambien,
sola o0 can otras harmonas estimula 9 1nhibe une qran variedad de
otiros. eventos, como las reacciones enzimaticas pars la divaision
celularr y la formacidn de organos, O como la respiracion celu-~
lar; por siemplo concentraciones de . 0.7 a 200 mg/l Ae! acido
2,4~dicleoraofenoxiacetico estimulan la respiracion on avena v de-
Q0001 & 10 ma/l an chichare (Kelly y Alvery 194%) y come un



efecto tal vezr de la estimulacion de la respiracion se presenta
mayor actividad en el crecimiento. Muir y colaboradotres (194%9)
encontraron una correlacion entre los efectos del &acido indola-
cético y de otras auxinas sintéticas sobre el crecimiento del
coledptilo de avena, abservands qua con el Acido indolacetico a
una -cancentracion de 0.0001 Molar se presentaba un alargamienta
mayor que ton el acido 2,4-diclarofenoiiacetico v el acido fe-—
nilacetico. Thiamann y Garcidueflas observaron que tanto el 2,4-
diclorofenoxiacético como el acido indolacético a bajas cancen—
traciones estimularon el crecimiento del talluslo de plantulas
de trigo y las mas altas lo deprimieron.

Par sus acciones y aplicaciones en la agricultura las auxinas
han sido ampliamentes usadas: pata retardar la salida de broates
de los tuberculos de papa ern almacenes y de las vemas de lo=
frutales, ya que praveocarn un letargo en el crecimiento de arga--
nos de reproduccidn vegetativa; para la casida o retencion, s2ain
las dosis, de flores y frutos; para el agjorr desarrollo de Tru-
tos normales, etc. Otro proceso . indirectaments2 conmsctado con =21
crecimiento ¥y en el cual tienen efecto las auxinas es principal—.
mente =1 metabalismo de los gluacidos (3I1).

E::[fj__ngnnu
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Fig.4 Estiuctura del Acido Indolacetico

1. Métodos de aplicacidn de las auxinas en agricultura.

El mecanismo usual de aplicacich de las auxinas, es en solu-
cidn acuasa, por esta razon las sales son mas comunmente usadas
en los . e¥perimentos que requieren altas concentraciones de és—

Ctas. t.a acide: de una solucion de auxina, infiuyve grandemante
‘en su efectividad asi como en su solubilidad, afectando la en—
trada de esta a las células de la planta. La aplicacidn de la
auxina es mas eficaz en soluciones acidas de pH de 3 a 5.5. Las
tecnicas de aplicacion son: snluciones rociadoras scbre el fo-
llaje; infiltracion dentro de las hoijas; inyeccion dentro de las
partes frescas de la planta; inmersion de las partes de la plan-—
ta dentro de la solucidn de auxina. Otros metodos descritos son
1a aplicacion de auxina, sobre todo en invernadero, por volati-—
zacion de ésteras y por aercsoles (7).
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Cuando la auxina se aplica al suelo o a soluciones - nutritivas
es movilizada por el xilema, Dhillon y colaboradores (1950 ob-—
servaron que al aplicar l1a sal disodica del &cido 2,4-dicloro—
fenoxiacético en concentraciones de S00 y 100 ppm, fue movili-
zada por el nwilema en forma de acido y cuando se aplicéd a las
hojas el movimienta fue por el floema (comprobadao por Hauser y
Ypung 1952) ¥y el parénquima y parcialmente por el xilema, por lo
aque el movimiento se hace junto con los liquidos de la planta de
manera multidireccional y no pelar (31).

2. Persistencia del AIA en las plantas.

Esta bien establecido que el AIA es facilmente inactivado por
la mayorfa de los tejidos de la planta; aparentemente la concen-—
tiracion del AIA en las plantas esta regulado tanto por su pro—
porcidn de sintesis como por los mecanismos de inactivacidn que
son: fotooxidacion, oxidacion enzimatica y, por esterificacion y
conjugacion enzimatica (39).

Los sistemas enzimaticos de la planta que destruyen a las
aurinas, son mas especificos para el AlA, ¥y por esta razon otiras
auxinas son frecuentemente mas efectivas y persistentes (9.

B. Crecimiento de Digitalis y Producciédn de Cardiotédnicos.

Durante mas de tres décadas se han estado realizando investi—
gaciones del efecto nutricional sobire el crecimiento de la "Di-
gitalis" y la produccicon de los cardiotdnicos. Del primero que
se tiene referencia es Tsao (1952) quien hace un estudioc del
cultive de D. purpurea en campo y en Hidroponia (utilizando me-
dio nutritivo Hoagland), concluye que las plantas cultivadas en
solucidn dan mejor produccidn de cardiotdnicos (estimados por su
actividad en. auricula de pichdén) entre 120 y 136 dias de edad,
mientras que las cultivadas en campo producen la cantidad dptima
entre 141 v 156 dias. Ademas establece que la cosecha de las
plantas debe hacerse en el primer afio de su crecimiento, y re-
parta gue la velocidad de crecimiento entre los dos CPatamlentos
no presenta ninguna diferencia significativa.

Balbaa (1971} reporta que la D._lanata crecida en Egipto con-—
tiene arriba de 1.9 % de cardiotonicos cuando se cosechan las
hojas cerca de la etapa de floracion y que la aplicacion de
fortilizantes amoniacales favarece el crecimiento de la planta
Pero no atecta la naturaleza ni el porcentaje de los car-—
- diotdnicos. En 1976 Weiler E. W., reporto que el contenido pro-—

medio del glucosido digoxigenina incrementa cGon la edad de la
hoija en D. _lanata, asi misme un pequefio pero consistente des—
Censo se encuentra en las hojas muy viejas.,
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Evans. . en 1972, reporta la distribucidn y composicisn de los
cardiotonicos durante el cicleo de crecimiento de la D. WD UEEa,
estableciendo que las tontentraciones mas altas ocurre en los
Srganos jovenes de las plantas del segundo affo y en las plantas
del primer afic donde las hojas crecen activamente: tambien re-—
porta que durante los primeros siete meses hay un aumento en la
concentracion de los cardiotonicos (115.6 ug/g de peso fresco) v
en los siguientes I meses el crecimiento de la planta es lento y
la concentracidn de los cardiotdnicos decrece (11 wg/g de peso
fresco), ademas las hojas maduras de la roseta basal de la plan-
ta contentfan menos de la mitad de cardenolidos gue en 1as hoijas
Jdvenes.

En 1982 Kartnig (23) realica un estudio camparativo sobre los
tardiotdnicos y flaveonoides en haojas de D, purpurea durante di-
ferentes otapas de 'su desarrollo, encontrando que su contenldo
cambia durante el periodo de crecimiento y gue en =1 comienzo de
la etapa de floracidn la concentracion decrece; tambien reporta
.que las plantas cultivadas al aire libre contienen meneor canti-
dad de los compuestos que cuando crecen 20 invernadetro.

En una recopilacion sobre trabajos rezaiizados en la
produtcion de metabolitos secundarios, Craker puntualiza que en
" afios recientes se ha dado mas atencidn a auvmentar la produccion
de metabolitos secundarics por medio del incremento en la pro-
ducci19n de picmasa, i mismo se ta dicno que la prooguccion pra-
maria de las plantas no puede adaptarses directamente a la piro-
ducecion de productos secundarinzs. La mavoria de los trabajos
concernientes a la biosintesis de productos secundarios indican
gque los factpres ecologicos son muy toportantes para la acumu-
lacion de éstos, y los trabayos para encontrar los mecanismos
reguladores de 1la produccion secundaria no son satisfactorios.
Reporta que para algunas especies de plantas y para ta D. lanata
la produccidn de compuestos secundarios pueds ser modificada por
la influencia de la produccicdn de materia secaj; bajo condiciones
controladas un incremento al triple de nitrogeno, provoca una
dable produaccion de materia ceca y una acumulacidn mas grande de
cardioténicos en D. lanata. For otrs parte Milleti observa que
las variaciones en el contenido de nitrdgeno, fosforo vy potasio
influye significativamente en la praduccion de materia seca pero
no en el contenido de cardiotonicas (13).

En reasumen, de acuerdo a lo reportado es de espaerarse gue &n
plantas .y hojas Jjodvenes de la Digitalis se obtenga =1 mavor
sontenido de cardiotonicos.y respecto a la relacion crecimisn-
to/produdeidn de cardictonicos, esto aun &s una ctontroversia.
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H. Cultivo de Digitalis "in viteo'.

Las técnicas de cultiva de tejidos vegetsles han llegaeo a ser
de suma importancia para investigar una gran variedad de
metabolitos secundarios. Asi el cultivo de células vegetales we—
presenta una nueva alternativa para la produccidén de materias
primas tradicionalmente obtenidas de fuentes naturales.

Existe unma gran cantidad de literatura repor-tada acerca del
cultivo "in vitre" de Digitalis tanmto de la =specie lanata como
de la purpurea, gue van desde ensayos para la obtencion de teji-
do calloso, hasta la creacion de bioreactores para la transfor-—
macion de los cardiotonicos. Autores como Hirotani, Hagimoei ¥
Garve (186, 20, 21} han reportado que el tejido calloso obtenido
de euplantes tales como, el tallo de una planta floreando, coti-—
ledones y tejido de anteras, 2l cambiarse de un medio de alta
corncentracion a un madio de baja concentracisdn de auxina se far—
man estructuras glebulares verdes, @mbroides, brotes; las cuales
acumulan cantidades mas grandes del cardioténico.

Estudios preliminares dentro d=21 cultivo de tejidos de Do
purpurea para obtener tejido calleso (4), mostraron que los co-
tiledones (explante) culivados en medio Schenk--Hildebeant (tabla
1) en presencia de la fitohormona Acido indolacetico (AIA) a. i,
Ty S ppm regeneraba la planta y que la cantidad de cardioténico
en hoja (0.7287 mg/g de peso seco) era muy similar a la de la
planta adulta (0.8026 mg/g de materia seca) cultivada en tierra
en el £€stado de Mexice. De acuetrdo a =stos resultados surgid el
intereés de cultivar la D._purpurea 2n un medio hidropdnico, para
estudiar el efecto de los nutrientes y del &rpido indolacetico
sabre el crecimiento y la produccion de cardiotdnicos.
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I1I. FLANTEAMIENTO DEL FROBLEMA

Hasta la Tfecha, los glucosidos cardiacos (cardiotdnicos) son
log farmaces que se utilizan en clinica para las tratamienteos
cardiovasculares, por ser laos mas activos, eficaces y presentar
un margan de seguridad UMN poct mas amplio.

Mundialmente, los. cardiotonicos se mbtienen de plantas del
~génerao "digitalis", va que todavia no se han encontrado
alterpativas de siniesis convenienies.

Mexico importa estos farmacos eén su ftctalidad, porgue no
extsten cultivos de D. purpures can fines comerciales para la

abtencion de los cardiotonicos, solo se encuentra de manera sil-
vestre 2n varias regicnes del pais.

En los Gltimos afios varios palses desarcollados han estable-
cido sistemas agricolas artificiales para proteger a las plantas
medicinales y aumentar la produccion de sus metabolitos.

. For lo anterior se considero importante cultivar a la D. pupr—
purea en un medio hidropénico, como wuna alternativa para la ob-
tencion de los cawrdiotonicos y de é@sta manera la posibilidad de
abastecer a la industria tarmaceutica.

La realizacion del cultivo hidropenico de D. wurpursa, ademés
de las ventajas que presenta, se pusde desarrollar en el area
urbana, en cualquier ecspacio disponible y por lo tanto se podria
establecer en la propia industria, evitandose los problemas
Qubernamentales gque implica un cultiveo en tierra.

£1 cultivo hidropdnico es impartante porque representa un mo-
delo experimental donde se pueden efectuar estudias basicos para
obtener informacion para mejorar la especie, &n cuanto a aumen-—
 tar la resistencia de la planta y la produccion de sus metaboli-
tos. Asi también puede servir de base para el desarrolleo de
otiros sistemas de cultivea, o para estimular esfuesrsos posterio-
res que lleven a la creacidn de tecnologias eficaces para el
cultivo de .D. purpurea ¢ de otras plantas medicinales, para en—
pander su investigacion en la obtencidn de farmacos y de mate—
rias primas. .
En base a lo anterior y & trabajos publicados tendientes a
mejorar la produccidén de cardiotonicas, se propusc cultivar la
2D, _purpuresg ensayandao los medios nutritivos Hoaoland vy Schenk-—
Hildebrant, para determinar en cual se efectuaba £l mejor desa-
rrollio de la planta y el mavor contenido de cardiotonicos. Asi
mismo observar si la fitohormona &cidp indol acético (AI4A) benia
alguna.influencia sobire la produccicn de leos cardiotdnicoas.
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B.

IV. OBJETIVOS

Seleccicnar el medio nutritivo adecuado para el desarrollo de
la planta DRigitalis purpurea en un cultivo hidropdnico.

Evaluar €l efecto de los wmedios nutritivos Hoagland, Schenk-
Hildebrant y Schenk—Hildehrant modificado sabre la produccidn
de glucdsidos cardiacos durante el crecimientao de D. purpu-—
rea.,

Evaluar el efecto del acido indol aceético sobre la produccion
de clucdsidos cardiacos durante el crecimiento de D. purpu-—
rea.

V. HIFOTESIS

t.a fuente nutricional es esencial para el desarrollo vegetal

y eéste lleva implicito la produccion de metabolitos secundarios,

par

lo que al modificarse, el crecimiento de la D. putrpurea y la

pﬁnducciﬁn de glucosidos cardiacos seran diterentes.

Con.el medio nutritivo Hoagland y la adigidn de una fitohor-

mona como el AIA a las plantas de Digifalis punpurea, puede
- modificarse la produccion de glucdsidos cardiacos.
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8.

V1. MATERIALES Y METODOS
Material.

Agrolita

Charolas de acrilico, 40cm X 15cm X 1dcn de alsurs.
Matraces aforados de 1000 y 100 ml.

Fipetas volumetricas vy graduadss de 10, 5, 2 y 1 ml.
Matraces balon de 100 ml.

Embudos de filtracidn de 125ml.

Matraces Erlenmeyer de 4, 2, 1 y 0.5 1t.

Tubos de ensaye de 10 X 1.5 cm ¥y de 15 X 1.5 cm.
Gradillas metalicas.

Sonarte universal.

Farilla de seguridad.

Martero con pistilo

Vasos de p.p. 500, 250 y 1400 ml.

Frobeta de S0 ml.

Parrillas de agitacion

Barras magheticas

vortex

Tijeras

Pinzas de diseccion

Algoddn

Block de papel milimétrico

Cinta masking—-tape

FPapel aluminio,

Material bioldgico.

Semillas de Digitalis purpurea, cosechadas. 15 meses antes

de inigiar el experimento. Las plantas de donde se agbtuvieron
las semillas fueron cultivadas en Tepestliupa, Edo. de México..

Cc.

Redctivos.

Salucidan madirre de AIA. (1 mg/ml).
Clorofarma G.A. Merck

Metanol G.A. Merck

Heptano. 6. 7. Reasol

Solucidn de acido picrico al 0.6 ¥
Solucien de Hideoxide de sodio al 2 %
Etanol absoluto Marck

Solucion de hipoclerito de sodie (1:1)
Agua destiiada

Fara los reactivos utilizados en la preparacion de 1u5 me-—
diogs nutritivos vease la tabla 1,

4




D. Eduipu.

- Espectrofotometra de doble haz (Perkin Elmer Lambda 3A)

- Autoclave (AESA, modela I00)

~ Campana de flujo laminar (VECO)

- FPotenciometro (Conductronic pH 20)

- Estufa para temperatura de SO grados centigrados
- Egtufa para temperatura de 99 grados centigrados
- Ratavapor (Richi)

- Bomba pata vacio (Felisa, maodeleo 1500)

- Halanza analitica (Hosch—-SZ0

~ Balanza granmataria (Ohaus)

21
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DIAGRAMA GENERAL. DE TRABAJD

0 - TRATAMIENTOS.
(sH) ,
(SHM) , HOAGLAND

Ho

(HY

(1 ppm.
(10 ppm.

— g

ot
SHM

{testigo)
de ALAY

de AlA)
(100 ppm.

FREFARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
SCHENK~-HILDEERANT
SCHENNM-HILDERBRANT-MOD IFICADO

de ALlM)

1

TIV0D EN CHAROLAS

PREPARACLON DE LAE CHAMAS Dz
CA/TRATAMIENMTOY .

[E

1

SIEMRRA
(125 semillas por

charola)

1

cosecHA
10 plantas por tiratamiento,
cada 10 dias a partir de
un mes.

COSECHA
S q de hoJa Tresca por cada
tratamiento.

: 1

]

DETERMINACION DE AREA FOLIAR ‘

SECADO

A SO0 °C durante 28 hrs.
[ I
SECADO L, MOLIENDA
A 100 *C durante 24 hrs
I l
EVALUACION DE CRECIMIENTO EXTRACCION

(peso seco y area foliar)

]

CUANTIFICACION DE BLUCOS1-
DOS TOTALES.

l

1




" F. METODROS.

1. Tratamiento previo de los eslementos de las camas dee culti-
vOo. :

Se lawvo la agrolita cuatro veces con agua destilada (aproxi=-
madamente 15 1 para las camas de cuatro charnlas).

Se esterilizd en autoclave a 121 °C y 15 1b/pla dwrante 20
minutos.

Las charolas ze lavaron perfectamente vy desinfectaron com una
solucidn de hipoclorito de sodio 1:1 ( 24 charolas fueron
utilizadas para este experimentad.

En un cuarto aséptica, se vacid la agrelita esterilizada en
cada umna de las charoclas, aproximadamente hasta @l borde; se
taparan y mantuvieran en cendiciones de asepsia bhasta cl momento
de la sStembra.

2. Preparacidén de los medios nutritivos.

Los medios empleados en el prgsente estudic fueron: Hoagland,
Schenit=Hildebrant ¥y Schenk~Hidebrant-plodi ficado, cuya composi-—
cioén se resume &n la tabla 1.

a. Medio Hoagland. En un matraz aforado de 1 !, se agregaron
BOO ml de agua destilada, despuése se adicionaran los voldamenes
de las soluciones madre indicadas abajo.

SOLUCIONES MADRE = ALLICUOTA
- Nitrato de caleio tetrahidratado L M S5 ml
— Mitrato de potasio I M S ml
~ Sulfate de magnesia heptahidratado + ™ 2 ml
= Cloruro Feérrico hexahidratado eq. a S5 mg de Fe™+ 1 mi
- Solucion de micronutrientes 1 ml

Composicions

Acido barico 2.86 g

Cloruro de manganeso tetrahidratade 1.81 g

Cloruro de zinc 0.11 g

Molibdato de sodio dihidratado 0.025 g

Agua destilada c.b.p. 11
- Agua destilada c.b.p. 1000 ml

0. Medio Schenk-Hildebrant . Enp un matraz aforado de 1 1t se
agragaron. 500 m)l de agua destilada, se adicionaron, las siguien—
tes sustancias: sulfato férrico heptahidratado (15 mg). y
=tilendiramintetracetato de sodio (20 mg) con agitacion hasta su
comnpleta disolucion, posteriormente se adicionaron los volamenes




de las soluciones A y B3 y =2 lleve al afero con agua destilada.

- Selucion A 100 ml
Composicidn:
Nitrato de potasio 25 g
Sulfato de magnesio heptahidratado 4 g
Fosfato monobasico de amonio 3 g
Clorura de calcioc dihidratado 29
Agua destilada c.b.p. 11
- Solucion B -— S0 ml
Composicidn:
Sulfato de manganeso 200 mg
Acido borico 100 mg
Sulfato de zinc heptahidiratado 20 mg
Yoduro de potasio 20 mg
Sulfato de cobre pentahidratado 4 mg
Molibdato de sodio dih:idratado 2 mg
Clorura de cobalto hexahidratado 2 mg
Agua destilada c.b.p. 11
c. Medio Schenk-Hildebrant Modificado . La composicion d&

este medio solo varia del medio Schenk—Hildebrant mencionada an-—
teriarmente (b)), en la cancentracion de los sigduientes com—
puestos:

Fara la solucicon A:
Nitrato de potasio ?.7 g
Fosfato monoh&asico de amonio 1.9 g

Fara la solucion B:
Sulfato de manganeso

N
L3

mg

d. Esterilizacion de cada uno de los mediogs autritivos. Se
esterilizaron en autoclave a 121 °C y 15 lb/plg durante 20 min.
El volumen utilicado aproximadamente para cada tratamienta fue
de S litras (para las ctamas de cuatro charolas).

3. Siembra

a. Desinfestarisdn d= las semillas . Se contaron LIS semillas
para cada una de las camas, se envelvieron en papel filtro
asegurandolas con un clip. Se colocaron los paquetes de las se-—
millas &en una solucion de hipoclorito de sodic (1:1). Se
agitaron por 15 min. Bajo condiciones asepticas (campana de flu—
Jjo laminar) se lavaron las semillas tres veces con agua destila-
da estéril y se dejaron remejando por 24 h en agua ester:l. te
decants completamente el agusa volviéndose a desinfestar con 1o
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TARLA 1. COMPOSICIOM DE LOS MEDIDS NUTRITIVOS.

HOAGLAND mg/1

Ca (NOs) 2. 4HL0
KNOx
HMGS0a. 7HaO
CHzF On
HxBOx
Na=MoOx . 4H=0
MPC 1z 4H=0
CuC1ao:2H<0
ZnClz

FeClx=. 6H=0

SCHENK~HILDERRANT

mg/l
CaClz.2H=0
KNGO
MgE0aL. 7H=0
NHaH2F Qe
HxBOx
NazMoDa. 2H=0
CoClq. 6H=0
CuS0a.5H=D
ZnS0.4: 7H=20
FeS0a..7H=0
KI
MNS0a.4H=0

Na=EDTA

200
SQ0
400

300

10

20

SCHEN¥~-HILDEBRANT
MODIFICADO mgrsl

CaClz.2H0
ENO=x
MQS0a. 7H=0
MHaHzFOL
HxBD=x
Na=Mola.4H=0
CoClz.&Ha0
CuS0.-5H=0
ZnG0..7H0
FeS0s. 7H20
KI

MNS0L. 4HR0

Na=EDTA

200
?70
400
100
T.0

0.1
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solucisn de hipoclorito de sodio dgurante § min.. se enjuagaran

perfectamente v se mantuvieron en asepsia.

b. Preparacion_de las camas. En un cuarto aséptico se agragd
el medio nutritivo correspondiente a cada tratamiento sobre las
camas de agrolita de cada una de las chearglas identificadas
previamente; tna vez que la agtrolits guedd perfectamente cubier-
ta con el medio nutritive =21 sguceso fuse odecantado guadando ast
listas para la siembra.

c. Colgcagion de las semillas en las camas de cultive. BHaljo
condiciones de asepsia (campana de fluwjo laminariy, con avude de
unas pintas se tomd un paquete de semillies, s abrid v las
szemillas se esparcieron al arzar en cinco surcos marcadns sobre
la agrolita. Esto se facilita si se toma agux destilada con una
pipeta esteril, y se va goteando sobre las gsemillas adheridas al
papel. Las charolas tapadas fueron colocadas en la mesa de
experimentacion cen luz solar y a temperatura ambiente de labo-
rataorio (28— 30 grados centigrados) .

4. Riegn.

S8 comenz2s a regar 3D diras despuss de la siembra. En uwun prin-
cipi1o se trealizo cada tercer dia con un volumen de 50 ml . de
medio nutritivo esteril, para cava charola. Conforme las pilantas
fuaron creciendo, el volumen Se fue sumerntanro depandiendo de la
humectacion observada en la agrolitsa. S8 realizaron dos riegos
seqguidos con medio nutritaiva y el siguiwnte con agua destilada
esteril, La esparcidn del medio nutei tivo a las charolas se
realizd con un matraz Erlenmeyer con taoon de hule con dos ori-—
ficios en los cuales se colocaron dos tubos de vidrio.

3. Aplicacidn del Acido Indol Acetvico (AlA).

a. Preparagion de la _smolucaon madie_ 1| mgs/ol. Se pesaron 100
mg- de AIA, se disalvieron en agua destilada con adicaivn de unas
gotas de hidroxkido de sodic (9.1 N) hasta la disolucion com-
pleta. Se vacid a un matraz volumétrico de 100 ml v se aford coan
agua destilada. El AIA es 1nactivade en solucion, por lo que
debe prepararse al momento de su uso.

b. Aplicacion a las camas de cultivg. La adicion del AIA se
realizd en cultivos mantemidos con medio Hoaoland., Fara cada
tratamiento se prepararon cuatro soluciones de 1 ppm, 10 ppm .y
100 ppm respectivamente, de las cuales fueron aplicadas volu—
menes de 100 ml a cada charola en los primeros cuatro meses y de
250 ml e=n los meses pesteriores. Estas solucignes fueron apliza-
.das. a las camas de cultivo de la misma manera que para el riegqo,
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inclusoe se aforaron con el medio nutritivo. A todas las solucio-—
nes se les ajusto el pH de a 5.5.

La aplicacion de esta hormona se realizd solamente cada dos
meses, durante 2l tiempo que se mantuvo el cultive.

6. Cosechas.

Fara determinar el crecimiento se estimo el peso seco y el a-
rea foliar. Diez plantas por cada tratamiento, se cosecharon al
azar. Cada planta fue separada en hojas, tallo, peciolo y raiz.
Para e1 area foliar, todas las hojas de las plantas cosechadas
por tratamiento se dibujaron en papel milimetrico, se recortaron
y posteriormente se pesaron en una balanrza analitica, comparando
el peso respecto &l de 1 cn® de papel milimeétrico. En charolas
de papel aluminie {(taradas a peso constante) las partas de las
plantas se pusieron a secar a 95 °C por 24 h por separado y fue-—
ron pesadas en balanza analitica.

FPot otro lado, para la extraccion y cuantificacion de car-—
diotdnicos totales, se cosecharon aproximadamente S g de hoja de
cada tratamiento y se secaron en charolas de papel aluminio (ta-—
radas a peso constante) a SO °C de 24 a 2B hrs. Estas cosechas
se realizardn sdlo al medio dia.

Las cosechas tanto para el crecimiento como para la cuantifi-—
cacion de cardictdnicos se realizaron cada diez dias, a partir
de las 30 dias despues de la siembra.

7. Extraccidn de cardinténicos totales.

Por cada gramo de hoja seca y molida obtenida para la ex—
traccion, se adicionaron 7 ml de mezcla clorofarmo-metanoltl:i),
se dejaron en scuridad por 18 hrs. perfectamente tapadas.  S5e
filtraron sobre algodon directamente al matraz baldn, la torta
fue lavada con aproximadamente 20 ml de la mezcla cloroformo-me—
tanol (1:1) hasta que desaparecid el color verde de ésta y del
algodén; el filtrado se evapord a sequedad {en un rotavagor a no

CMmas de &0 °"L), se disolvia el residuo con 12 ml de heptano y se
vacico en un embudo de separacidn, se enjuagd el matraz con 25 ml
de agua destilada y se vacisd al mismo embudo (las cantidades de
ambos disolventes se utilizaron de forma fraccionada y alteerna
hasta gque el matraz quedd completamente limpio). Se agitd el em—
budn de separacion durante 30 seg., se separs la Tase acuosa en
@l matraz bola gue se utilizo anteriormente y la Tacse organica
fue dezechada. Se hicieron 2 extraciones de la. fase acunsa con
10 ml de heptaneo cada una (el matraz baldn debe enivagarse pre—
viamente con el disolvente), desechandose toda la fase organica.



La ftase acuogsa fue extraida con 10 ml de cloroaformo 3 veces,
evaporandose 21 cloroformo a sequedad (en un rotavapor), el re-
siduo se disolvid con 1 ml de mezcla cloroformo—metanol (1:1).
Se tomd 0.5 ml colocanaslos en un tubo de ensaye y sa deijs
evaporar el disolvente.

8. Cuantificacion de cardiotonicos totales por el método co—
lorimétrica del picrato alcaline.

Hecha la extraccion y evaporado el disolvente de la muestra
en el tubo de ensaye, se adiciond 1 ml de 12 mezcla cloroforme-—
matanol (1:1), se tomo dna alituota de 0.2 ml (con duplicade) 1la
cual fue depositada en un tubo de 15 2 1.5 cm y evaporado el di-
solvente. Fosteriormente se adicionaron S ml de etancl para re—
disolver el residue, v 3 ml del reactive picrato alcaline mes-—
clandose y dejando en reposo durante 30 min. sara desacrollar la
reaccidn,. En sequida se determino la absorbancia a 495 nm. ta
concentracidn se calculo mediante una curva estandar (fig. ),
peeviamente realirada con una mezcla digoxina-—-digitozina, con
los siguientes valores:

CONCENTRACION ABSOREANCIA
mg/mly (nm)
0.4 0. 084
0.08 G.1TR
.12 0,265
0.20 0. 428
v.z8 Ca SP0

Freparacion de la solucidn de Picrato Alcalino. En un matiraz
atarado de 100 ml se agreqgd 10 ml de la sclucion de hidroxido de
sodioc al 3 %4 ¥y 20 ml de la solucion de acido picrico al Q.6 %. -

Se mezcld y se afore al volumen con agua destilada.  Se. prepard
antes de su uso.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resuwltados se presentan en el siguiente orden: el creci-
misnto de la planta, el coeficiente de area foliar CAF y el con-
‘tenido de cardiotonicos totales de las plantas desarrolladas en
el medioc Hoagland (H), Schenk-Hildebrant (SH) ¥y Schenk-Hilde-
brant Modificado (8HM), con su an&lisis correspondisnte. En se—
qundo. lugar el crecimiento de la planta, ] coeficiente de area
~foliar CAF y el contenido de cardiotdnicos totales de las plan—
tas desarrolladas en &1 medio Hoagland con las diferentes con-
centraciones del acido 1ndol aceéetico (AIA): testigo (Ho) . con 1
ppm (H—-1), con 10 ppm (H-2) y con 100 ppm (4-3), con su andlisis
correspondiente. Cada evaluacidn es 2! pronedio de 2 muestras.

Ya gue las hoJas son 1los dgrganos mas directamente relacio—

nados con la sintesis del nuevo material, sSse pueds. establecer
urma relacidn causa-efecto entre el area foliar y el cracimrento.
para analizar la inversion del peso ganado dentro de la expan-—
sion diaria del area folilar. La expresitn desarrollada por Fot-
ter: CAF = Ka * Am / Kw # Wm, indica la eficiencis de la planta
0 cultivo como productor de materia saca. De ésta forma se puede
establecer una diferencia cuantitativa entre los tratamientos

evalusdos.

Con el fin de determinar algan parametro gQue ciferencilara
cual de los medios efrecia mas garantias para la cbtencidan de
los canrdiotonicos, se calculd la media y la deswviacidn zstangar
del total de los datos abtenidos durante €l periodo experiman-—-
tal. Con la media de 'la produccion se pretendia saber con cual
medio se obtenia la mayor tantidad de cardioténicos en oromedio
durante. el perfodo evaluado, vy con la desviacidn estandar obsoer-—
var con cual medic existia una produccidn mas uniforme durante
el periodo evaluadao, de tal manera que se pudiera establecer un
perlodo de tiempo para la recoleccion de material bioldgico que
garantice un buen rendimiento de cardictinicos.

A. Plantas cultivadas en los medios H, SH 'y SHM.

1. Crecimiento de la planta.

. El peso seco de las plantas obtenidas en los medios Hoagland,
Schenh-Hildebrant y Schenlk—-Hildebrant-Modificado, se muestran en
la figura &, ohteniendose las curvas caracteristicas del
miento de, las plantas durante la primera etapa de su desarrallo.

crec1=

.Con o] medio SH se observd una mayor soroduccidn de materia
largo del periodo de crecimiente, seguido del medio

seca a la
E)l. comportamiento se pueds apregia” mz-

SHM y por ltimo del H.
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jor en la figuwra 7, donde se presentan las mismas cuervas en for-—
ma lincealizada (1n peso seco). Durante la fase inicial de creci-
miento o fase de adaptacion (30 & 8O dias), en el madic H el
contenido de materia seca es mayvor y despues disminuye conside-—
rablemente respecto a los otros medios.

Respecto a las curvas del area foliar figura 8, =1 compoarta—
miento general en los 3 medios fue similar al de las curvas de
pesp seco. Sin embatrgo en las curvas logaritmicas figwa 9, du~
rante la fase inicial de crecimiento (7O & 70 diss) se obsenvd
una inversian en el comportamiento de los medios S y SHM res--
pecto a las curvas de peso seco. Esta es5, 21 medic $§H al inicio
presentd menor praduccian de pesa s2ce, 21 cual despuen de los
80 diaszs se mantuvo poar encima de los otiras medions. misntras gue
2l ares foliar desde &l inicio fus soperiose a2l del media SHM,
asi se mantuvo durante vodo el periodo de crecimiento, (130 dias
en este caso’.

El parametro ge peso secog persitia abseervar una diferencia
mas marcada e2n cuanto a la cantidad de matoria producida (pesa
secal), en cambio con el ares foliar les curvas de los medios SH
¥y SHM se obsetvaran ceasi traslapadas. El1 cosportamientao del me-

dio H fue el mismo tantoc en el parametro de peso seco COma can
el de area foliar.

Es prabable gue el medio SH hava mostrado mayor sreziciento
debigde a gque al numereo de plantas fue cansi1dsrablemante menor
respecta a los otros medios, 2sto es a causa del bajo porcontaje
de germinacidn (potrcentaje de viabilidad ezperaqgo BI-83AU); ade~
MaS, algunas plantulas después de algun tiemno murieron, por 1o
tanto huboc menor competencia nutritiva y de espaciao, razén por
la que la cinetica de crecimienta so6ln se evaluo nasta las 130
dias. Cabe seflalar que la compesicion del medio $H (vease tabla
2) es mas rica tanto en macro como en micronutrientes, ya gue es
un medio establecido para cultives "in vitre” (heteratraftos), lo
que pudo afectar 2l praceso de germinacion y provocar intoxica-
cidn de las plantulas.
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TARLA 2. CANTIDAD DE IONES CONTENIDOS EN CADA MEDIC (mg/l?

I0N

ca*~
v
ci-
NOz
sSoz
g+

PO=

NHZ

Co~

Mogz

Na=
M-~
Zn+~

O~

" EDTA

ROAGLAND

200.502
234.779
11.832%
PTO.H155
191.83
48.564

94,92

Q. 1909

4.2604 Fe=~

SCHENt ~HILDEBRANT

54.536
RE7.130

F&. 3038

0.7644
46,968
2.8543%
Q.0248
0D.0b&1
2.755
2.4642
0.227

0,042
3.0149 Fe=~

17.24649

SCHENF -HILDEBRANT

MODIFICADO

T&0. 000
P&, 5038
570,89
160, 1350
59,48
BT. 40
a.7644
15, 65
2. pS43
G.0z2a8

D.08661

0. 089
F.014% Fes-

17.264
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2., Cpeficiente de area foliar.

En la tabla 3 se presentan los resultados del coeficiente del
area foliar CAF, que es un buen indicador del crecimientao. ya
gque involucra la ganancia de peso seco dentro de la hoja; siendo
esta el organo de mayor peso dentro de la planta. Se acbservd aque
con el medio SH se produio mayor cantidad de 2area Toliar
(312.202 em® por gr), seguido del medio SHM (J0L1.088 cm® /gr) vy
por dultimo el H (269.06 cm® /gr); sin embargo este nltimo fue
mas eficiente caomo proeductor de materia seca, ya que dentro de
su menor area foliar tuvo el mismo peso gque los otros dos medios
con mayor area foliar; en otras palabras, los medios SH y SHM
estan mds orientados a la expansion del area foliar que a la
produccion de materia. Fuede ser qQue ocurra un alargamiento
celular y no una divisién celular o sintesis del nuevo material,
y. esta sin duda debe ser efecto de los nutrientes y su concen-
tracion en cada uno de los medios.

En la tabla 2 se encuentra la composicidn en iones de los
medios H y SHM, se puede ver que hay variaciones en la concen—
tracion de los macronutrientes; por ejemplo el CaZ~ se presenta
en mucho mayor cantidad en el medio H gue en el SHM. Este ele—
mento al igual que los iones fosfato es muy necesario para la
formacion de polimeros estructurales, aunque la diferencia en el
contenido de este Qltimo ion es ainima, puede ser de gtan im—
portancia para la planta.

Ademas el medio H contiene mayor cantidad de nitrato, favore-—
ciéndose mas la. biosintesis de aminoacidos con este medio. E1
medio SHM a pesar de tener como otra fuente de nitrdgeno al amo-—
nio no iguala la concentracion de eéste elemento en el medio H.
En suma ze puede decir que la composicitn nutritiva y la concen-—
tracion del medio Hoagland puede ser la mas apropiada para la
produccidn de materia seca en Digitalis purpurea. Se ha reporta—
do que para D. lanata el nivel nutricional es importante para la

.produccidn de materia seca. (i3)

3. Contenido de cardiotdnicos totales.

K El contenido de cardiotdnicos evaluados durante la etapa de
crecimiento de D. purpurea en lcs medios Hoagland (H), Schenk-—
Hildebrant (SH) y Schenk-Hildebrant—Modificado (SHM), se mues-—
tran en las figuras 10, 11 y 12. En los medios SHM y H se obser-—
va un compartamienta muy similar en . Jun principio aumenta el con-—
tenido de cardiotdnicos casi uniformemente, hasta llegar a un
punto (110 dias) en el cual se inician una serie de fluctuacio-—
nes. Esto cuede explicarse debido a que el contenide de los car-—

diotonicos en .las hojas de unéa micma planta varia aparentemente

de acuerdo a su edad. Evans encuentra gue -las. concentraciones
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TABLA Z. COEFICIENTE DE AREA FOLIAR (CAF.

MEDIO NUTRITIVO carF LG Wm Ka Am
) cm=So dias—? (-1 dias—* cm#2
HOAGLAND ) 269.0&6 0.0362 0.830 0.0228 86.75
SCHENK-HILDE -
BRANT 312.202° 0.9570 0.340 0.0429 140,83
SCHEMNK-HILDE -
"BRANT MODIFICADO I0L.088 0.03504 0.5898 ©.0412 217.54
Kw = Tasa de crecimiento relativo
Ka'= Tasa de expansion de area foliar relativa
Wm = Feso seco en 1 punto medio de la curva
Am = Area foliar en el punto medic de la curva.

Datos obtenidos de la correlacicn lineal realizada en las
curvas logaritmicas de los dos parametros medidas (W y A) para
cada tratamiento.
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mas altas de cardiotdnicos en D._purpurea, aparecen en hojas
jovenes y en plantas del primer afio donde existe un crecimiento
dctivo de las hojas; también Weiler, E.W., {40 analiza el con-—
tenido de digitaxina en las diferentes hojas y partes de una
misma planta de D, lanciz, encontrando que el contenide es dife—
rente en cada una de las hojlas y en las partes de esa misma ho—
Ja. De acuerdo a lo anterior es probable gue durante las prime—
ras evaluaciones realizadas, las hojas obtanidas para la extrac—
cion de los cardiatdnicas hayan tenida el mismo desareollo (casi
todas Jovenes) con un crecimiento acelerado, por 1o que el com—
portamienta al inicio del periacde de cuantificacion haya sido
m4s uniforme, tendiendo a aumentar, y despues de los 110 dias
las hojas cosechadas presentaban diferentes tamafios., puesto gue
la planta pars tenerr mas edad contenia tanto hojas iovenes como
maduras, por lo tanto el coentenido ya no siguio la misma tenden-—
cia ascendente, ya que algunas muestras tenian tanto hojas jove-—
nes como adultas y por consigulente la respectiva variabilidad
en el contenido.

En la tabla 4 se presenta el valor maximo obtenido del conte-
nido de cardiotonicos totales en los medios evaluados durante
todo el periodo experimental. En los medios H y SHM la cantiacad
obtenida es muy similar (no existe una difeirencia importante),
sin embargo é=to se presenta a diferentes tiempos, =ziendo mas
largo para el medio Hoagland (194 dias!). for el comportamiento
ya mencionado, estos datos no son representativas para indicar
cual seria el tiempo apropiado para la casecha de las plantas.
En esta misma tabla se presentan los resultados de la media y la
desviacicon estandar del total de datos abtenidos durante el per-—
fiodo experimental, y de acuerdo a estos paranetros no hay una
diferencia significativa entire los medios H y SHM.

En resumen se puede decir que el medio nutritive no tierne e-
fecto sobre la produccidn de los cardiotanicos y tampoco existe
relacidn entre la produccidn de materia ¥y la de laos cardictana-—
cos, pues podria pensarse que al existir mayor eficiencia en la
produccisn de materia existiria también mayor produccion de car-—
diotdnicos o tal vez un comportamiento inversamente proporcional
pera ninguno de los dos casos se observa. Esto mismo se ha re-—
partada para D, _lanata (13)

Ya que a partir de los 110 dias comienza la variacion en el
contenido de los cardiotédnicos, vy puesto gue Evans reporta mayor .
contenido de éstos a partir de los 120 dias y a hasta los 320,
se puede decir que un tiempa adecuada para cosechar las plantas

-de D. purpurea para la obtencidn de los cardiotdnicos seria. a
partir de los 110 dias después de la germinacion.
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TABLA 4. CONTENIDO MAXIMD DE GLUCOSIDOS CARDIACOS.

Media GT mg/g t » st
nutritivo hoja seca dias
HOABGLAND 2.0136 196 1.0399 0.5595
SCHENK~
HILDEBRANT
MODIFICADO 2.021% ) 142 Q.66 0.5392
SCHENK-HIL - .
DEBRANT 2.1824 116 0.7&480 0.5958

{BT) glucodsidos totales mg/g. de hoja seca, valor maximo cbte-—
nido durante el periodo experimental; (t) tiempo en dias; (x)
media y . (st} desviacidén estandar del total de valores de car—
diotonicos obtenidos en todo el periodo experimental.



B. Plantas cultivadas en el medic Hoagland con diferentes
concentraciones de AIA. .

1. Crecimiento de 1la planta.

En la segunda parte de este trabajo se observd el efecto de
la fitonormona &acideo indol acético (AlA) en la produccisén de
biomasa y de los cardiotédnicos en el medio Hoaglamd, por ser el
mas adecuado en la produccion de materia. Las curvas de creci-
miento se presentan en la figure 13; se puede observar que pre-—
santan 21 tomporkamiento caracteristico de las plantas durante
la primera etapa de desarrollo, y en la figura 14 se presentan
las mismas curvas en forma linealizada (1n del peso seco). Du-
rrante la primera mitad del periodo de crecimiento se observa gue
can H-0 hay una mavor cantidad de pesa seca, seqguido de H-3; los
tratamientos H-1 y H-2 al inicio crecen muy juntos separandose
posteriormente, y al final del crecimiento H-1 es 21 gues presen—
ta mayor cantidad de peso seqguido de H-3 después de H-2 y por
altima de H-O.

Con el &iea foliar, figura 15, el comportamiento de los tra-—
tamientos es muy similar al de peso seco a excepcion del medio
H-3 que es el gque presenta mas crecimiento =n la etapa final.

En las curvas del 1n de area foliar, figura 14, se puxde obser—
var gue en’ aproximadamente la primera mitad del periogo evalua-—
doy H-0 presenta mayor area foliar seguido de H-3, H-Z y por

Gltimo de H—1; en la segunda mitad del periodo se ocoserva mayor
area con H-3 traslapandose al final con H-1; H-2 presenta la me-
nor area foliasr y también se llega a ttaslapar al final con H-O.
En general se puede ver gue las curvas de los cuatro tratamien-—
tos no presentan diferencias muy arandes entre ellas.

2. Coeficiente de area foliar.

El calculo del CAF, tabla S, tampoco muestra grandes diferen—
cias entre H—-1i, H-2 y H-%, s6lo entre éstos y H-0. Con H-3 se
ohtuvo mayor producecién de area foliar (33B.669 cm® /g) en se-
gundo lugar el tratamiento H-1 (31i. 3024 c¢m® /g) en tercer lu-
gar el H-2 (303.8011 cm® /g) vy par ultime Ho (269.0&6 cm® /gi.
s2in embargo la eficiencia en produccion de matelrria seca es com-—
pletamente a 'z 1nversa de lo obten:ido en &l area foliar. va gue
dentro tde una expansion menor de area foliar se aobtienc 1la misma
cantidad de pego sfco. De acuerdo a estes r2oultados oo suede
decir gue el efecto del acido indol acético durante el creci-
miento de la planta, es de aumentar la @xpansion del area foliar
¥ no en la produccidén de pesc Seco, sobre todo en el tratamiento
con mayor concentracién de la fitohormana. (H-3).
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TABLA 5. COEFICIENTE DE AREA FOLIAR (CAF).

MEDIO. NUTRITIVO CAF Kw uim a am
' cm=/g dias—* 9 dias—2 cm=
HOAGLAND : 269.0& QL0362 Q.830 Q0282 284.786

HOAGLAMD 1 ppm  311.37094 0.0481 0.567 0.0399 211.40
HOAGLANRD 10 ppm  F03.8011 0.0404 O.742 0.0329 2Z76.62

HOAGLAND 10C¢ ppm 33B. 6467 0.0411 OG.52&6 0.0344 255.93

W) Tasa de crecimiento relativo j
. {Ka)y Tasa de expansion de area foliar relativa ;
(Wm) peso seco en el punto medio de la curva 3

tAM} Area foliar en el punto medio.de la cutrva .

Datos obtenidos de la correlacion lineal realizada en las
curvas logaritmicas de los dos parametros medidos (W y A) para
cada tratamiento.

3. Contenido de cardiotdénicos totales.

En las figuras 10, 17, 18 y 19 se presentan las curvas del
‘contenido de cardioténicos durante el petiodo experimental; ob-—
servandose que el comportamientoc en teodos los tratamientos es
muy semejante, con fluctuaciones a lo largo del periodos la di-
ferencia mas marcada entre los cuatro tratamientos se "abserva
coan al tratamiento H-2, el cual presents un contenido promedio
mas bajo durante todo el periodo evaluado, en comparacién de los
otros tres; esto 52 puede chEervar comparando los puntos obteni-
dos respecto a los puntos de los otros tratamientos y con la me—
dia aritmética de la produceicn total (Tabla &), en donde s2 ob—
sarva que el mecio H-2 es a2l que presenta el valor de la media
mas bajo seguido en forma ascendente del H-3, H-1 y por ultimg
‘del Ho.

Comparando 1los tratamientos H-1, H-2 y H-3 con el testigo se
puede observar 1lp siguiente: H-1 presenta el comportamiento mas
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similar a este; durante la primera mitad del periodo experimen-
tal (hasta 110 dias), ascenso en el contenido de cardiotdnicos,
y posteriarmente una disminucién con otro aumento aproximadamen—
te hasta los 180 dias. Con H-2 se observa gue el contenido de
cardiotonicos obtenido es casi la mitad del presentado por H-0,
adgemas los puntos de mayor contenido se presentan a Yiempos mas
largos. Con H-3 también se obsetva un desplazamiento en el tiem-—
po de aparicion de los puntos de mayor contenido con respecto al
testigo.

ias cantidades maximas y el promedio de la produccicen (vease
la tabla &), Ffueron menores en los tratamientos con mayor con-—
centracian de fitchormona (H-2 y H-3), mientras gque los valores
mas altos se abservaron en los tratamientos H-1 y H-0. El valor
de. las desviaciones estandar muestran que con el medio H-2 se
obtiene un compoartamiento mas uwuniforme, seguido de H-1, HW-J vy
por Gltimo del testigo.

En relacion a la mayor produccion de cardictenicos H-1 o H-O
serian los mas convenientes, pero presentan la mayolr variabili-—
dad en el contenido, lo mismo ocurre en el tratamiento H~I. En
2l medio H-2 se aobtiene la menor variabilidad en 21 contenido de
lo=s cardiotdnicas, pero el promedio general de su produccidn vy
el wvalor maximo son menoras. La variabilidad como ya se euplico
en la primera parte de los resultados se cree gque se debe al ta-
mafio y edad de las hojas cosechadas, las cuales fueron mas haomo-—
geneas en 21 H-2 debido a su lento crecimiento.

En base a los resultados puede establecerse que el AIA tiene
un efecto negativo sobre la praduceisn de cardiotonicos y de ma—
teria seca, ya que al modificar de alguna manera €l crecimiento
de la planta tambieén se ve afectada la produccion de metabolitoes
secundarios.
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TABLA &. CONTENIDO MAXIMO DE GLUCOSIDOS CARDIACOS.

Media 6T mg/g t it st
nutritivo tioja seca dias )
HOAGLAND 2.0156 1926 1.0799 0. 3559
HOAGLAND 1 ppm 2.3854 176 1.0362 0.4791
HOAGLAND 10 ppm 1.5281 1ES L9229 0.3T499
HOAGLAND 100 ppm 1.9987 133 1.0243 0.S44%

{GT) Glucdsidos totales mg/g de hoja seca, valor maximo obte-—
nido durante el perilodo experimental;tiempo en dias (t); media
(%) y desviacion estandar (st) del toctal de valores de car—
diotonicos obtenidos en todoe el periodo experimental.
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VIII. CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS.

1. El cultivo hidropdnico de D. purpurea permitisd evaluar el
efecto de los madios mutritivas Hoagland, Schenk-Hildebrant vy
Schank~Mildebrant modificado sobre el crecimients y la produc-—
cidgn de cardiotonicos de la planta.

2. Los mediaos nutritivos Hoagland vy SEhenk—Hildabrant modifi-
cado, ne presentaron diferencia significativa sabre 1z produc~
cion de los cardioténicas, tampaco s2 observd relacidn entre la
produccion de éstos y la de pesa seon.

3. El anico efecta difarente entre los medios Hoagland y
Schenk-Hildebrant modificade fue gobre el tiempo de maxima pro-
duccion de lps catdietdnices, por 1n tanto se considera que los
dos: medios son apropirados pare el cultive de D. pucpursa.

. 4. Se sugiere que la cosecha en el medic SHM se realice a ia
edad de tres meses y medie y no mis de 170 dias; pare 2l medio
H-0 la cosecha debe hacerse a partir de los 100 diags ¥ no mas de
200 dias. A este tiempo se pueds ocbtener una cantidad adecuada

de cardiotonicos: 1.& mg/y de hoja seca pata el medio Hoagland v
1.78 mp/g de bNoida seca para &l SHM. N

S. La adicion de AIlA en diferentes concentraciones (1, 10 vy

100 ppm) al medic Hoagland, retarda y disminuye la produccidn de
cardiotonicos.

&. Se sugiere que las semillazs utiliradas para el esperimento
szan dg una miama planta de tal manera que eiista mayor unitfor-
midad genetica dentro de las plantas cultivadas.

7. Se recomienda disminuir el namera de semillas por charola,

can el tin de proporcionar unfta mayar area para el crecimiento de
las plantas.
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