@@2{/ 25

UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

CULTIVO in vitro DE Valeriana edulis ssp. procera (HBK) Meyer
(VALERIANACEAE): UNA ESPECIE MEDICINAL SOBREEXPLOTADA.

T E S 1 S

Que para obtener el Grado Académico de:

MAESTRA EN CIENCIAS (BIGLOGIA)
PRESENTA

Patricia Castillo Espana

Director de Tesis: Dr. Miguel Lara Flores.

México, D. F. 1993

TESIS CON
FALLA LE CRIGEN |




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

Portada . . . . . .. . L . oo .

INDICE . . . v 0 v v il e e e e e e

RESUMEN . . . . . . . . + o « 4 v o o oW

o

bt
o

INTRODUCCION. e e e e e e e e e

ANTECEDENTES.

1. Caracteristicas generales del génerc Valeriana sp.
1.1 Descripcién botanica del género Valeriana sp.

1.2 Aspectos ecolégicos del género Valeriana sp.

1.2.1 Distribucibn geogréfica .

1.2.2 Clima, suelo y vegetacién. .

oy
w

Ubicacién taxonémica y descripcién
de V. edulis ssp. procera. Lo

2. Sinonimia y uso médico tradicional.
3. ' Caracteristicas quimicas.

4. Estudios farmacolégicos. .

5. Propagagién vegetal. . . . . .

5.1 Propagaéién asexual o vegetativa.

6. Cultivo de Tejidos Vegetales.

boténica

6.1 Tecnologias del Cultivo de Tejidos Vegetales.

013

6.3 Factores que inducen la expresién morfogénica.

.2 Embriogénesis somé&tica y organogénesis.

6.4 E1l cultivo de tejidos en el género Valeriana sp.

JUSTIFICACION.
OBJETIVOS. . . . . . . . . . . .
HIPOTESIS. . . . . . . . .« « « + .

MATERIALES Y METODOS. I T T

N N =
w N W

(38
wm

w
W

n
s



V1.l Material biolégico. . . .

V1.2 Lugar de colecta. . . . . . . . . .

V1.3 Métodos de desinfeccién de semillas.

V1.4 Medios de cultive. . . . . . . .
V1.5 Siembra 4in vitro. . .

V1.6 Regeneracién de explantes in vitro.
V1.7 Estrategia experimental. . . . . .

RESULTADOS~DISCUSION. C e e e e e e

.CONCLUSIONES. e e e e e e e e e e e e

BIBLIOGRAFIA. e e e s s e e e

54
54
56
57

57



FIGURAS

i, VALERIANACEAR
Valeriana edulis ssp. procera

2. Aspecto de la camara de germinacién,
donde se llevé a cabo la fase experimental.

3. Diversos explantes de V. edulis ssp. procera
cultivados in vitro.

o>

Presentacién de los meristemos apicales con
un par de primordios foliares de V. edulis

ssp. procera, al inicio del cultivo in wvitro.

5. Plantas completas de V. edulis ssp. procera
a los 60 dias de cultivo in wvitro.

6. Aspecto del sistema radicular desarxollado

en V. edulis ssp. procera, a los 60 dias de
cultivo in vitro.

ESQUEMAS

'

Ciclo biolégico de V. edulis ssp. procera.

11, Estructura quimica de los principales
metabolitos secundarios, encontrados en
especies del género Valeriana sp.

11l .Pasos seguidos para la obtencién de plantas
de V. edulis ssp. procera, libres de
bacterias sistémicas.

1V. Estudio interdisciplinaric de las plantas
medicinales.

TABLA

L. Usos médicos tradicionales de especies del
género Valeriana sp. en México.

MAPA

%. Ubicacién geografica de la zona de colecta
de V. edulis ssp. procera, en el Estado de
Morelos.

pagina

[
JIa

58

70

84

s
w

wn
w



CUADROS pagina

1. Porcentaje de formacién de plantas completas 69
de V. edulis ssp. procera, a los 30, 60 y 90
dias de cultivo in vitro.

2. Altura promedio de las plantulas de V. edulis 73
ssp. procera, alcanzada a los 30, 60 y 90 dias
de cultivo in vitro.

3. Altura promedio de las plantulas de V. edulis 76
ssp. procera, utilizando 6RA y K como fuente
de citocinina.

4. Longitud radicular promedio de las pléntulas 79
de V. edulis ssp. procera, alcanzada a los
30, 60 y 90 dias de cultivo in vitro.

5. Longitud radicular promedio de las pléntulas 82
de V. edulis ssp. procera, utilizando 6BA y K.
como fuente de citocinina.

GRAFICAS
I. Altura promedio de las plantulas de V. edulis 74

ssp. procera, a los 30, 60 y 90 dias de cultivo
in vitro,.

e
o

Altura promedio de las plantulas de V. edulis 77
ssp. procera, utilizandeo 6BA y K como fuente
de citocinina.

111 .Longitud radicular promedio de las pléntulas 80
de V. edulis ssp. procera, alcanzada a los 30,
60 y 90 dias de cultiveo in vitro.

1V. Longitud radicular promedio de las pléantulas 83
de V. edulis ssp. procera, utilizando 6BA y K ’
como fuente de citocinina.



- ABREVIATURAS UTILIZADAS

CTV.- Cultivo de tejidos vegetales

MS.- Medio basal (Muréshige y skoog)
6BA.- 6-Bencil aminopurina

AIA- Acido Indol 3-acético.

K.- Kinetina 6 6-furfuril aminopurina

ANA.- Acido 1-Naftalenacético



RESUMEN

La Veleriana edulls ssp. procera es una especle silvestre, cue
al igual gque otras especies del mismo género, son ampliamente
utilizadas en la Medicina Tradicional, por sus efectos atribuidos
como: sedantes, antiespasmbdicos y ansioliticos.

El deterioro de su hédbitat natural y la sobreexplotacidén de
que ha sido objeﬁo dada su gran demanda, ha ocasionado gua sus
poblaciones naturales se encuentren abatidas, por 1o cuidl ss
rlancted el presente estudio con el objero de obtener cultivos in
vitro de V, edulis ssp. procera, como una contribucién a2l estudio
fitotécnico de las plantas medicinales mexicanas sobreexplotadzs,
mediante procedimientos de Cultivo de Tejidos Vegetales.

Los objet’vos particulares que se plantearon fueron:

Obtener plantas de V. edulis ssp. procera, libres de

bacterias sistémicas, mediante el cultivo in vitro de

meristemos a?ﬁcales con par de primordiocs.

2. Determinar la respuesta in vitro de diversos explantes de V.
"edulis ssp. procera, en presencia de zlgunas. sustancizas

iento vegetal.

reguladoras del creci
3. Evaluar el efecto de sustancias reguladoras del crecimiento

vegetal, utilizando &cido indol 3-acético (AIA), 6-bencil

cultivo in vitro de meristemos apicales con un par da

primordics foliares.



El material Dbiolégico utilizado, fué <colectado de una
poblacién natural de V. edulis ssp. procera, localizada en la zona
norte del Estado de Moreles. Se realizaron una serie de pruebas, a

parti de un diseno estadistico completamente al azar,

La

comprendiendo 20 tratamientos con 10 repeticiones cada uno. Los
tratamientos constaron de la combinacién de una auxina (RIR) y una
citocinina (8BA o K), en concentraciones de 1.0 a 7.5 mg/l.

ﬁedio de cultivo utilizado en zodos los tratamientos fué el de
Murashige y Skoog (MS), contrclando durante el desarrollo el
ambiente externo, como: la intensidad luminosa @ (1000 lux) ,
fotoperiodo (12 hrs), temperatura (21°~ 22°C) y humedad (70%).

Se logrd la regeneracién de plantas completas libres de
bacterias sistémicas. La respuesta morfogénica se presentd en los
explantes provenientes de meristemos apicales con un par de
primoxdios foliares. Los mejores resultados de la regeneracioéon in
vitro, se cbhbtuvieron en los tracamiencos con las concentraciones
mas tazjas de citocininas. El desarrollo mé#imo de las plantas in

vitro, se obtuvo en la concentracioén de 1.0 mg/l de Ky 7.5 mg/l de

o



I. INTRODUCCION.

La diversidad vegetal de México, es considerada como una de

as mas variadas del mundo, reflejada en la presenciaz de

zcticamente todos los tipos de vegetacién, como consecuencia de

K¢]
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su ubicacién latitudinzl y condicicnes ambientales tales como,
clima, suelo y topografia, (Estrada, 1983); (Toledo, 1988).
Dentro de esta diversidad vegetal, se han registrado cerca de

,CC0 especies con usos medicinales, aun cuando se calcula la

istencia de 12,000 a 15,000 con este usa, (Estrada, 19E&3).

En estos vegetales, aportados por la medicina tradicional de
muchos pueblos, se ha probado su efectividad terapéutica ds manera
empirica, a base de ensayo y error, careciendo en su mayoria de
esctudios cientificos exhaustivos, (Del amo, 1982); (Linares,1680).

En las uvltimas décadas, el cambio en el uso del suelo‘y la
sobreexplotacidén de los recursos naturales, han ocasionado la
deszparicién de numerosocs ecosistemas vy la disminucién de
poblaciones naturales de especies vegetales, de las cudles, en

TUCnOS casos s2 trata d= plantas endémicazs de México, (Zstrada,

Internacional para la Conservacion de la Naturaleza, incluyendo
algunas especies del género Veleriena sp. como: V. palmeri, V.
pratensis, V. robertinifolia y V. sorbifolies, (Flores, 1988).

La flora medicinal, empleada de manera tradicional o bien,

[92%



como materia prima de muchos productos farmacéuticos, en su mayoria
se trata de especies silvestres, (Navarrete, 19%88); (Reyes, 18883).

La produccidén de plantas medicinales es una cde las actividades
agricolas menos desarrolladas, aun cuando México tuvo una sobdlida
tradicibn en la propagacidn y conservacién de estas especies, a
través del establecimiento de jardines boténiccs prehispénicos,

(Estrada, 1985); (Valdés, 1982).

—

Lz Biotecnologia vegetal es un campo con grandes perspectivas

ales

[a

cara México, gque posibilita el manejo de recursos vege
silvestres de interés econdbmico y/o0 ecoldgico, entre los gue se
encuentran las plantas medicinales, ( Robert, 1983).

El uso de las técnicas de cultivo de tejidos vegetales, como
parte de la Biotecnologia vegetal, ha permitido un avance en el
estudio y aplicaciones agrokiclégicas y biotecnologicas de las

lantas medicinales en varios aspectos, entre oLros: 1)

G

micrepropagacién de especies dificiles de regenerar por otras vias,
2) obtencién de plantas libres de patbgenos sistémicos, 3)
preservacidédn de material bioldgico silvestre o con potencial
agrondmico a través de la formacién de bancos ds germoplasma, 4)
obtencién de metebolitos secundarios, como pauta &@! inicie de
investigaciones en relacidén con su acctividad farmacolégica, y 5)
rescate de especies en peligro de extincién.

Dentro del grupo de plantas silvestres medicinales
scbreexplotadas, se encuentra la V. edulis ssp. procera, gue por

sus propiedades sedantes, ansioliticas y antiespasmédicas, al igual

qgus otras especies del mismo cénero, han tenido gran demandz en la




Medicina Tradicional, en forma de tinturas a base de exiractos

totales y formando parte de productos farmacéuticos, yz gue se
emplean como base de poco mas de cincuenta sustancias, (Mufoz,
1987); (Houghton, 18%38).

El presente estudio es una contribucibén al conocimiento

Hy

itotécnico de la V. edulis ssp. procera, mediante procedimientos
de cultivo de tejidos vegetales.

El esteblecimisnto de cultivos in vitro de V. edulis ssp.
procera en el laboratorio, representa una ventaja biotecnclédgica,

yé gue estos podrian servir de peauta para la obtencidn y

H

caracterizacién de sus principios activos, e inicia

Q

investigaciones posteriores en relacién a su activida
farmacolédgica, asi como una alternativa agrobioldgica en el rescate

de una especie silvestre sobreexplotada.



II. ANTECEDENTES.

1. Caracteristicas generales del género Valeriana sp.

La <familia VALERIANACEAE tiene 11 géneros y més de 370

3

especies. El género Valeriane sp. es el mejor representado por 250

a 300 especies en el mundo, (Rzedowski, 1985).

1.1 Descripcién botanica del género Valeriana sp.

£l género Valeriana se caracteriza por agrupar nhnierbas

perennes o anuales, con raices pivotantes, tuberosas, o rizomas,

tallos fistulosos cilindricos o en ocasiones cuadrangulares; hojas

opuesto cruzadas, a menudo todas baseles, enteras o lobadas,

pinnadas o rara vez bipinnadas, margsn serrado, crenads, dentado o

3

entero, de textura membranidcea o firme. Inflorescencias en forma de
dicasios, tirsos o cimas compuestas, mas o menos escorpioides;
flores hermafroditas o unisexulzles; cé&liz enroscadso durante la
floracibn, mas ta:deien la fructificacidén Zorma a menudo un vilano

plumoso, con 6 & 20 cerdas unidas en la bass por unz membrana

5 léobulos iguales o subiguales; estambres 3 rara vez 4, adheridos
a la garganta de la corola, anteras biloculares o tetraloculares;
ovario infero, tricarpelar, unilocular, évule uno, péndulo, un
estilo y estigma con 3 lébulos; fruto en forma de acuenio més o

menos comprimido, (Rzedowsxi, 1983); (Sanchez, 1979).

w0



1.2 Aspectos Ecolégicos del género Valeriana sp.

1.2.1 Distribucién geogréfica.

El género Valeriane sp. se encuentra distribuido en todos los
continentes a excepcidn de Australiz. La mayoria de sus especies se
localizan en zcnas templadas del Hemisferio Norte y en los Andes de

América del Sur, (Rzedowski, 1985).

Zntre las sspscies méds ccnocidas en el mundo se encuenctran:
Valeriana officinzlis L. Criginaria de Europa y 3asia.
Valerizna wallichii D.C. Nativa del Himalaya y de las

montafias de Khasie.

Tausch. Originaria del Japobn.

Mexicana, se conocen mas de 42 especies,

Los Zstados donde se han colectado especies del género

Chihuahva, Durangd, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Querétaro,
México, Michoacéan, Morelos, Puebla, San Luis Potosi, Sonora,
Tamaulipas, Veracruz y Distrito Federal, (Arnalde y Blanno, 1957);

(Rzedowski, 1983).

10



1.2.2 Clima, suelo y vegetaciébn.

Las especies de géraro Valeriana sp. crecen principalmente en
zonas montafiosas por arriba de los 2 000 metros de altitud, en
climas templados, c¢on abundante luz solar. Tampbién se han
localizado en diversas zonas ecolégicas. Algunos ejemplos cde
espacies del género Valeriana sp. desarrolladas principalmente en
el Valle de México, (Rzedowski, 1985); (Revisién de herbario) son:
Valeriana ceratophyllia H2X. Crece en matorral xerdfiilo, bosque
de Juniperus, pastizales
perturbados, preferentemente en
afloramientos rocosos en altitudes
de 2 300 a 2700 m.s.n.m.

Valeriana clematis HBK. Se localiza en bosgue mesofilo,
bosqgue de Pinus, de Cupressus
y de Quercus,matorral secundario

y a menudo en cafiadas humedas.

Valeriena scrbifolia var. Crece en matorral xerdédfilo,
barpareifclia (Mart.& Gsl.) pastizales, bosgue de Quercus,
F.G.Meyer. beosgue de Pinus, bosgue de

Abies religiosa, entre
afloramientos de pefiascos, en
altitudes de 2 800 & 3 330
m.S.n.m.

Se localiza en bosque ds

et
b=



(HB¥) Meyer. encino,pino y oyamel, a veces
crece como planta ruderal o
invadiendo cultivos. Zn suelos
de textura media de origen
volcénico. En climas templados,
e alvitudes de 2 470 & 3 170

m.s.n.m

En nuestro pais, las esvecies conocidas por sus propiedades
medicinales (Houghton, 1988); (Rzedowski, 1985); (Diaz, 1976) son:
Valeriana ceracovhylla
Valeriana edulis ssp. procera
Valeriana mexicéna
Valeriana officinalis
Valeriana sorbifolia

Valeriana toluccena

De estas especies, la V. edulis ssp. procsra, ha 'sido
reportada por diversos boténicocs colectores y acopiadores de

plantas medicinales, como una planta sobreexplotada.



1.3 Ubicacién taxonémica y descripcién botdnica de V. edulis

ssp. procera

DIVISION - FANEROGAMAE
SUBDIVISION - ANGIOSPERMAE
SUBCLASE - DICOTILEDONAE
ORDEN - RUBIALES
FAMILIA - VALERIANACEARE
GENERO - Valeriana
ESPECIE - V. edulis
SUBESPECIE - procera

La V.edulis ssp.procera, e€s una planta perenne, generalmente

de 30 a 100 cms. de alto; con hojas basales indivisas a pinnadeas;

h

flor blanguecina hermafrodita de 2 a 3 mm de longitud, la de la

t

flor femenina de 0.5 a 1.0 mm de largo,la garganta glabra por

cdentro; aquenios de 1.8 a 3 mm de longitud, (Figura I},
(Rzedowski, 1985); ( Martinez, 1987).

Florece en los meses de mayo y junic, fructificando de julio
hzsta el mes de septiembre, (Esquema I. Ckservaciones de campo),

(Rzedowski, 1983).



FIGURA 1. A) Planta completa de V. edulis ssp. procera, B) Detalle de una semilla

C) Plantula de 25 dias

D) Plantula de 50 dias .

2 cm.




ESQUEMA 1 CICLO BIOLOGICO

Valeriana edulis ssp. procera (HBK) Meyer.
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2. Sinonimia y uso Médico tradicional

Las especies del género Valeriana sp: son conocidas comunmente en México con
los siguientes nombres:

Especie Nombres comunes

jicama, mazatanes,
raiz del gato, raiz del
0s0, ucuares, valeriana

V. ceratophylla

V. edulis ssp. procera hierba del gato, valeriana,
(sin: V. procera) *valeriana de México.

V. officinalis valeriana extranjera

cuitlapatli, hierba del gato,
raiz del gato, valeriana de
Meéxico. .-

V. sorbifolia var, mexicana
( sin:V. mexicana )

batata; candnigos, .
cuatlacamotli, hierba del
gato, matazetes,mazatiles,
raiz del gato, ucuares,
valeriana

V. sorbifolia var. sorbifolia
(sin: V. toluccana)

Fuente: (Houghton, 1988; Martinez, 1987; Diaz, 1976)



Las especies del género Valeriana sp. han sido utilizadas
desde hace mas de mil afios, por los antiguos griegos y romanos, asi
como por lcs pobladores del Noreste de Eurcpa, Dor sus propiedades
medicinales actribuidas, (Hcughton, 1988).

Especies de este género, son conocidas en el mundo por sus
efectos hipnéticos, antiepilépricos, antiespasmédicos Y
ansioliticos. Asi como tembién, se les ha atribuido propiedades
analgésica y cicatrizante de heridas. Dentro de la medicina
tradicional y galénica, han sido ampliamente prescritas para casos

leas intensas, neurcsis, palpitaciones

de nisteria, insomnio, ce
cardiacas, migrafia, espasmos musculares, dismenorrea, menopausia e
hipocondria, (Pedretti, 1986); (Houghton, 1988).

Su uso externo es recomendado como cicatrizante y
antireumdtico. Sus hojas son utilizadas para tratar las varices y

rizomas como antihelminticos, ( Pedretti, 1988), (Houghton,

e}

tn

En general, la forma de administracién es por via oral o
local, a partir de 1la elaboracién de extractos alcohdlicos o
tinturas, infusiones y macesrados c¢on agua fria o alcohol,
(Pedretti, 1986); (Houghtcn, 1988); (entrevistas etnobotanicas).

En México, son conocidas varias especies por sus efectos

medicinales, (Tabla 1).



TABLA1

USOS MEDICOS TRADICIONALES DE ESPECIES DE Valeriana sp. EN MEXICO.

ESPECIE

" 'USO MEDICINAL

V. ceratophylla

V. edulis ‘ssp. procera
(sin: V. procera)

V. officinalis

V. sorbifolia var. mexicana
(sin: V.-mexicana)

V. sorbifolia var. sorbifolia
(sin: V. toluccana).

Antiespasmodico, antitumoral,
hipnotico, enfermedades de los ojos,
fortalece los nervios, tifus
exantematico

Antiespasmadico , antidiabético,
sedante.

Antiespasmédico , antidiabético,
antiparasitario, vulnerario.

Antiespasmodico , antidiabético,
sedante.

Afecciones renales, padecimientos
hepaticos, hepatitis , diurético.

Fuente: {(Martinez, 1987; Diaz, 1976)



3. Caracteristicas quimicas.

Los estudios sobre la composicién quimica del género Valeriana
sp. se han realizado principalmente en Eurcpa desde principios del
sigleo pasado (Pedrevti, 198%).

Las especies mejor estudiadas han sido: V. officinalis, V.
wallichii, V. mexicane y V. kilimandsscharica.

Los principales grupvos guimicos identificados en las

valerianas son, los aceites esenciales y los iridoides, aunqus se

2}

han encontrado también alcaloides en pegueflas proporciones,

(Houéhton, 1988), (Esquema 11},

Los aceites esenciales consisten de mezclas de monoterpencs y
sesguiterpencs, cuyo contenido total varia entre las especies del
género de 0.5 %2 v/p a 6.0 % v/p. Estudics sobre la composicion
quimica de los aceites esenciales de V. officinalis han permitido

ificacién de 12 monoterpenos y 17 sesguiterpenos, dentro de

—
W
}o
.
[
ja}
t
h

éstcs, el &cido valeriinico es uno de los mzs importantes, al cual
se le ha atribuide la actividad sedante, (Zscughten,1988).
Se ha detectado 1la presencia de &cidos valeriédnicos en
extractos de raices de V. wallichii y V. ecdulis, (Schimmer, 18%2).
La falta de correlacidén entre el contenido de acsites
esanciales y el efecte sedante de las valerianas, impulsé a

constituyences, los cuzles

Thies, en 1986 (citado por Eoughton, 1988), aisld =wres

iridcides en V. wallichi, & los cuales derncnind como: valtratos,

acelvaltratos y didrevaliratos, y en conjunto se les did el nombre



de valepotriatos.

Tittel y col. (1978), realizaron un ané&lisis quimico en
extractos de V. mexicana, en el cual detectaron un alto contenido
de valepotriatos, ademés determinaron diferencias cuantitativas en
compuestos, tales como los valtratos, entre la V. mexicana y o-ras
especies.

Becker y col. (1984), determinaron que la V. mexicana contiene
7% v/p de valepotriatos en las raices, mientras gue V. wallichii
contiene solo un 3% v/p y V. ofiicinalis 1.2% v/p.

Los alcaloides son encontfados en las valerianas en
menor proporcidén, su estructura anillada es similar a la de los

ricdoides presentes.. Por sus bajas cantidades, se infiere que éstos

[N

comzuestos no contribuyen en alguna actividad Dbiolégica,

(Houghton, 1888) .
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Esquema I1. Estructura quimica de los principales metabolitos secundarios
en contrados en especies del género Valeriana sp.
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4. Estudios farmacolégicos.

Los ensayos farmacoloégicos realizados en diferentes especies
animales c¢omo ratas, conejos, gatos y perros, asi como, los
exparimentos clinicos en sujetos insomnes, han confirmado gue la
valeriana actia a nivel del sistema nervioso central y scbre el
aparato cardiovascular, (Pedrectti, 1886).

Estudios realizados en gatcs, con la administracidn de una
cosis eguivalente a 50 mg/kg de extracto de valeriana mostraron un
incremento del flujo en coronzarias, una disminucién del consumo de
oxigeno y frecuencia cardiaca, ademéds de causar una disminucidn
pasajera de la presiébn sanguinea, (Houghton, 1988).

Diversas pruebas experimentales se han realizado para detectar
la actividad sedante, wusando extractos totales y compuestos
aisledos de la planta.

Durante las primeras déczdas de este siglo, se determind el
efecto sedante del extracto alcohdlico de las raices de Valeriana

cinalis y pcco tiempo desgués se realizaron los estudios que

llevaron a la i cacién de varios de los compusstos guimicos

presentes en diferentes especias de este género.

realizaron diversos modelos

m

=n aguelle época, ]

les con varios productos presentes en el aceite esencial
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de valeriana. Se demostrd asi, el efecto sedante del sesquiterpenc

made &cido wvaleridnico. Posteriormente se reportd que la

administracién de valerianonz, produce unz disminucién de los
y

noradrenalina en el cerebro de

3
v

niveles de 5,hidroxi-triptanin

conejo, accidén gqgue es cearacteristica para algunas drogas
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tranquilizantes. No obstante lo anterior, se ocbservé que 1la
potencia de la actividad sedante de los aceites esenciales era solo
un tercio de la encontrada en el extracto integro. Se sugirié
entonces la presencia de ctros compuestos biologicamente activos
diferentes a los aceites esenciales. De esta manera fueron aislados
un gran numero de compuestos iridoides, ademés de los productos de
degradacidén gque en algunos casos Iueron mas potences gue sus

precursores, (Houghton, 1888).

0.

A través de ensayos experimentales, se han detectado acciones
similares de los extractos de raices v rizomas de valerianas, con

respecto a medicamentos utilizados rara los mismos fines, como las

™

tenzodiacepinas, ( Sakamoto, 1582).
Estudiocs electrcifisioldgices en diferentes zonas de 1z corteza

subcorteza cerebral de gatos monitoreados, sugilere que la accidn

e

ds los valepotriatos s & nivel de cuerpo amigdalino. S e h a

detectado gue &l wvelepotriato conocido como didrovaltrato,

en ferma similar a las benzodiacepinas, mostrando asi prcpiedades
tranguilizantes, ( Houghton, 1988).

Después de un vasto nimaro da rimentos en animales, se

realizaron algunos trabajos <clinicos en los cuales se han

demeostrado las cualidades terapéuticas de diferentes preparaciones

Y]

de valeriana gue actualmente se comercializan en Europa.
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Lindhal,O0. y col. (1%5%), realizaron un estudio doble ciego
con una preparacioédn denominada valeriana natt gque contiene 400 mg
de extracto de raices de vazleriana por dosis. Cuando se compard con
el placebo, se observd un efecto hipnético significativo (p<0.001).
Ademés, 44% de los sujetos reportaron haber tenido un suefio
perfecto y B88% sefialarcn haber tenido un mejor suefio con el

preparado de valeriana natt. Todos ellos sin presentar efectos

secundarios.

Leaphwood, P.D. y col. (1985), realizaron también un estudio
doble ciego en persconas inscmnes, en el cual evaluaron un extracto
acuoso de raices de valeriana (450 y 900 mg/kg.v.o) y observaron
una significativa reduccién en el tiempo de latencia en la

induccidén del sueho.
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5. Propagacién vegetal.

Las plantas pueden ser propagadas por mecanismos sexuales, a
través de semillas, como asexuales, en forma vegetativa, (Hartmann
y XKester, 1985); (Locy, 1984). La primera presenta en ocasiones
inconvenientes, ya sea porgue la especie no forma semillas viables,
o se forman muy pocas, © las semillas pilerden su capacidad
germinativa rapidamente, o0 porque la descendencia obtenida por este
tipo de reproduccién es muy heterogénea debido a las
caracteristices heterocigbdricas de la poblaciédn, (Pierick, 1990);
(Warren, 1891). Por medio de lz propagaciébn vegetativa se puedén
eliminar estos problemas, emplea:dc técnicas que conducen a la
clonacidn, es decir, las pléntas provenientes por este mecanismo

ntices a sus progenitores, (Evans, 1883).

de reproduccién son

o

sta caracteristica, es de particular importancia en el cultivo de
plantas medicinales, va que permite la obtencidén de una materia

orima homogénea, (Mufioz, 1887).

5.1 Propagacién asexual o vegetativa.
La multiplicacién vegetativa In situ, ha jugado durante muchos
afios un papel muy importante en la agricultura, (Pierick, 1990).

élulas vegetales de contener
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la informacién genética necesaria para regenerar un organismo

0]

completo, conccida comc totipotencisa, (Dodds, 1885); (Pierick,
19590). La provagacién vegetativa, es de particular importancia en

especies que tienen un genotipo altamente heterocigdtico, ya que
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las caracteristicas de dichas plantas, se pierden al propagarlas
por semilla, (Warren, 1581).
De acuerdo con Hartmman y Kester, (1985), los métodos de

reproduccién vegetativa cermiten:

a) Propagar plantas que no producen semillas viables.

b) Evitar pericdos juveniles prolongados, como el caso de
algunas especies lefiosas y ciertas especies
perennes como las orquideas, que necesitan entre 5 y
10 anos para iniciar la floracién.

c) Controlar la forma de crecimiento. Durante el periodo
juvenil, las plantas originadas por semillas a menudo

teristicas morfolédégicas diferentes,

(2]

muestran ¢
qgue puede ser evitadas, propagando la forma adulta
por métodos vegetativos.

d) Economizar, si se considera la eliminacién de la fase
juvenil y el acortamiento del tiempo que se reguiere

vara llegar & la maduré:z reproductiva.

Los métodos clésicos de reproducciédn vegetativa -in- vivo, -

presentan a veces problemas que pueden afectar la produccién de
plantas, estos son, la presencia de ©organismos patdgenocs
superficiales come insectes y &caros, o por contaminacién

sistémica, especialmente por virus, bacterias y hongos, lo cuél
implica, gque si se guiere taner una poblacién de plancas sanas e€s

indiszensable emplear procedimientos que permitan la produccién de

N
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plantas libres de patégenos fieles al tipo, ésto es factible por

1

técnicas englobadas en el cultive de tejidos vegetales, (Hartmann

y Xester, 1983); (Cassels, 1983).

6. Cultivo de Tejidos Vegetales.

El cultivo de tejidos vegetales (CTV), es un conjunto de
técnicas, basadas en los principios de la totipotencialidad
celular, (Allan, 1981). Estas tTécnicas pueden llevar directamente

a la oroduccién de plantas idénticas o inducir varizsbilidad,

(Evans, 1883).

£l CTV ha tenido unaz gran diversidad de aplicaciones, en la

agricultura, horticultursa, industria 3% en algunas &reas
biotecnolégicas, (Locy, 1984); (Robert, 1983); (Allan, 1951);

(Warren, 1891) como son:

~ desarrollo de plantas libres de patdgenos,
~ produccidn de variantes somaclcnales,

~ produccién de haploides,

- prcduccidn de nibridos soméazices,

- obuencidén de lineas de célulias nmutantes, y

- -obtencién de enzimas y metabolitos secundarios.

Lzs técnicas empleadas en =21 CTV tienen algunas limitantes,

(Locy, 1884), debido a gue:



1) si bien la multiplicacioén a través del CTV es répida, el
establecimiento del cultivo puede reguerir mucho tiempo,

2) los procedimientos pusden ser costosos para algunas especies,
especialmente si se compara con la propagacidn in situ,

3) en algunas especies el desarrollo in vitro es lento o dificil,

algunas técnicas de CTV pueden generar variaciones genéticas,

NSy

siendo dificil mantener la identidad clonal, lo cu&l es una
ventaja o desventaja, dependiendo de los objetivos de la

investigacién.

6.1 Tecnologias del Cultivo de Tejidos Vegetales.

CTV comprende un conjunto procedimientos como:
- &) El aislamiento y fusién de protoplastos.

Tstae técnica es wutilizada en la hibridacién scmética
intresspecifica, interespecifica o intergenérica, permitiendo un

avance en-la tecnologia de hibridacidn de plantas superiores, va

o

cua cfrece la posibilidad de fusionar variedades, especies y
génercs divergences, gque en condicicnes naturales seria muy dificil

284);

bos

o practicamente imposible, (Reinerct, 1977); (Diomande,
rathan, 1984); (Warren, 1591). Esta imposibilidad se debe a
factores limitantes como, incompatibilidades precigdticas, va sea
por diferencias anatémicas, época 'de reproduccién sexual no
compatible, o por inhibicién en la fertilizacldn; y postcigéticas
como la formacidon de embriones no viables, descendientes con
@structuras s2=uales aeanormales, ¢ descendencia con estcerilidad

masculina compleva (Locy,1984); (Pierick,1880).

N
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La fusidén de protoplastcs, junto con otres métodos que inducen
variacién genética, permiten la producciédn de nuevas variedades
vegetales gue pueden presentar caracteristicas deseables, como, la
resistencia a enfermedades y la tolerancia a diferentes factores de

estrés,  (Evans, 1983); (Dicmande, 1984); (Locy, 1984); (Warren,

La nibridacién scmatice presenta ciertos problemas, ya gue en
mucnos casos se han generado productos estériles, anormales
moriolégicamente o inestables y por consiguiente, éstos no son
viables, sokre todo en plantas gue son taxondémicamente distantes,
(Pisrick, 1990):; (Warren, 153%1). Las especies gue constituyen los
importantes ccmo las leguminosas y los cerealés, han

ficiles de regenerar & través de ésta tecnologia,

p) Produccién de haploides.

Zsta técnica involucra el culéivo de anteras, granos de polen
incdividrales e inflorescencizas, produciendo plantas haploides o con
otxos niveles de ploidia, (Evans, 1883): (Sondahl, 1284); (Pierick,
1980). E1 uso de estos procedimientos permite reducir el tiempo en
la cbrencidén de lineas homocigbdticas, ya que existe una eficiencia
en la produccién y seleccidn de mutantes uGtiles (variacién
gamstoclonal), por otro lacdo, el ciclo de obtencidn de plantas
necesario para la ewnpresién de recombinantes, es menor gue el
regierido en cultivos converncionales, (Swminathan, 1984).

En lcs sistemas de produccidn de haploides, la selecciédn de
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mutantes es un procedimiente muy dificil, debide & que su
frecuencla es muy baja vy ademas los genes no siempre se expresan,
(Locy, 1984); (Swninathan,1984). Esta tecnologia es potencialmente
importante 2an lo0s programas de desarrollo de nuevas variedades,

(Evans, 1283)

c) Cultive de células en suspensién y produccién de
metabolitos secundarios.

Zsta técnica permite el cultivo de células o agregados
celulares. Los cultivos se encuentran dispersos en un medio ligquido
contrelado, siendo fisioldgicamente mas homogéneos que las plantas

completas, ofirecen ventajas para la produccibébn u obtencidn de

sy

metazolitos secundarios, (Locy, 1984); (Hall, 1881). E s t a

tecnologia genera varias posibilidades de vutilidad, como la
produccidén de sustancias Ppiloguimicas no conocidas en plantas
completas y la seleccidn de lineas celulares altamente productivas,

11, 199%1). Otra utilidad de estos sistemas{-es la

produccién de enzimas y metabeolitos secundarios, éstos Ultimos son
sustancias guimicas gue no tienen una funcidén aparente en el
metabcolismo primerio de la planta, pero gue parecen tener un papel
ecélégico, por ejamplo, como atrayentes sexuales para los insectos
polinizadores, en los mecanismos de defensa contra predatores o al
estrés ambiental, (Dirzo, 1984); (Hall, 1991); (Stafford,1891). Los

la elaboracién de tintes,

edulcorantes y diversas

sustancias usadas como base de medicamentos, (Diomande, 1984);
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(Stafford, 1991).
La investigacién de la biosintesis de metabolitos secundarios
por cultivo de células o tejidos vegetales, ha cobrado gran

ortancia en los ultimes zfios, ya que las técnicas de CTV pueden

imp

ser aplicadas a muchas escecies. En la actualidad, se estima que en
2 000 especies ya se hnan desarrollado estas tecnolegias,
(Stafford, 1991). Estos sistemas representan un potencial en la

produccidén de compuestos medicamente importantes, (Robert, 1984);
(Stafford, 1981). 2 través da estos procedimientos se han obtenido
compuestos como la serpentina, obtenida a2 partir de Catharanthus
ros=sus, la diosgenina, base pare la produccidén de anticonceptivos,
aislada de Dioscorea daltoidea, la codeina, empleada en 1la
elaboracidén de analgésicos y antitusigenos, a partir de Papaver
somniferum, la atropina utilizada por su efecto depresor del
rarasimpético, aislzada de Atropa belladons, ¥ los
valerianatos/valepotriatcs con efectos hipnéticos y sedantes,

derivados a partir de Valerisna spp., (Houghton, 1888); (Stafford,

d). Micropropagacién.

Ista técnica ha sidc empleada con gran éxito en la
multiplicacién de muchas escecies agricolas, (Warren, 1921). La
micropropagacién se basa en la capacidad de reproduccidén asexual de
las plantas, a partir de tejidos que son cultivados en medios

nutritivos artificiales, conzrolando las condiciones ambientales

como la luz, temperatura y humedad relativa, (Flores, 1982). La

(78]
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propagacién por esta via, permite el producir copias geneticamente
idénticas a las plantas donadoras en un tiempo relativamente corto,
proceso conocido como preopagacién clonal, (Locy, 1984); (Debergh,
1993).

La técnica de clonacién ha jugado un papel muy importante en
la propagacién de especies gue presentan problemas de reproduccion
sexual como las rguideas, o aquellas que son altamente
heterocigéticas, como la papa y la fresa, asi como en la formaciédn
de bancos de germoplasma, (Sondahl, 1984); (Margara, 1988} ;
(Warren, 1981).

Zn la wmicropropagacién, una linea desarrollada y de
imporcancia en la agricultura, es la produccién de plantas libres
de patdgenos, (Warren, 1991); (Debergh, 1983). Generalmente la
superiicie de las plantas son hébitats de microorganismos, gue
estén presentes durante el crecimiento y desarrollo de estas,
ademés, muchos microorganismes de la superficie pueden penetrar en
la planta, a través de aberturas naturales o por lesiones, donde
existe suficiente humedad para su desarrollo, (Cassels, 1993). La
contaminacién sistémica es un problema presente en una gran
cantidad de plantas, repeorténdose en diferentes grupos taxondmicos,
(Debexgh, 1833). Los microorganismos presentes intra o}
intercealularmente en los tejidos vegetales, son capaces de
desarrollarse en los medios de cultivo y, aungue algunos pueden ser
inhibidos por cambios en el ph, otros pueden proliferar, causando
severos daflos, incluso la muerte de los explantes, ésto, debido

principalmente a la competencia por nutrientes, ademés de gue las
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células bacterianas se reproducen mucho mas répido gue las células
vegetales en el medio de cultivo, (Warren, 1991). Los patdgenocs
generalmente forman "halos" alrededor del explante, principalmente
cuanco existe la presencia de contaminacién sistémica bacteriana,
(Cassels, 1893). La contaminacién sistémica, es un problema nmuy
serio, sobre todo en especies gue se propagan en forma vegetativa,
(Hartmann y Kester, 1885); (Margara, 1988); (Warren, 19981). El
cultivo in vitro de meristemos ha probado una elevada eficiencia en
la solucidn de este problema, (Evans, 1983); (Swaminathan, 1984).
Las zonas meristeméticas, por lo general se encuentran libres de
patdgenos, debido principalmente a la carencia de conecciones
vasculares (floema y =xilema) y a la posible ausencia de
plasmodesmos, (Dodds, 1983); (Pierick, 1980); (Warren, 1991). E1
cultivo de meristemos consiste en desarrollar el domo apical solo
[} éon un par de primordios, en medios asépticos, (Evans, 1383);
(Warren, 19291).

Existeﬁ,otros métodos de erradicaciédn de patdgenos sistémicos,
como, la apiicacién de agentes antivirales y antibidticos a los
medics de cultivo, los primeros poco efectives, debido
fundamentalmente a'que los mecanismos de interaccidn natural virus-
planta son poco conccidos, y los segundos, en muchos casos
ineficaces, ya que las concentraciones gue se requieren para
inhibir las poblacicnes bacterianeas, peor  lo  general son
fitotéxricas, (Pierick, 1990); (Warren, 1951). tro mecanismo
empleado en la eliminacién de virus es el tratamiento por calor,

conocido como termoterédpia, que ha sido efectivo en varias especies
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como la cafia de azbvcar y algunos frutales, aunque no es
recomendable en plantas demasiado sensibles al calor, (Margara,
1888); (Pierick, 1980). El tratamiento con calor, en combinacién
con el cultivo de meristemos, en muchas especies ha dado buenos
resultados, (Pierick, 1880).

6.2 Embriogénesis somatica y organogénesis.

Existen dos wvias a segulr en la micropropagacién: la
embriogénesis somética y la organogénesis, (Ammirato, 1983). La
orimera, posibilita el deasencadenar el procesc embriocgénico en
cultivo in vitro, & partir de células somaticas de diversos
explantes, (Margara, 1988). Los embriones somé&ticos provienen del
cultivo de <células vegetativas de plantas Jévenes 'y maduras,
tejidos reproductivos diferentes al cigoto, hipocotilos y
cotiledones de embriones, kDodds, 1985).

La embriogénesis somatica se puede inducir por dos caminos:
1} La embriogénesis indirecta, qué es el mecanismo mejor

conocido, en donde el desarroilo de un embridén se origina a

lulas morfolbégicamente desorganizado

M

partir de un grupo de c
cdenominado callo, del gue s&lo unas cuantas células
superficiales formarén embriones, (Dodds, 1985); (Warren,
1991), vy

2) La embriogénesis directa, en la gue utna célula o un grupo de
células del explante comienza a desarrollarse directamente
sin la formacién previa de un callo, éstas células se

encuentran programadas gsneticamente para la diferenciacién
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embriocgénicea, (Warren, 1991). El desarrollo de éstas

perrmite el origen de un embrién inicial en forma

—
=4
f
(0]
0

cé
globular de escasos 0.2 mm, adguiriendo mas tarde unz forma
acorazonada de2 0.5 mm aproximadamente y finalmente en forma
de torpedo con escaso 1.0 mm de longitud, a partir da este

embrién se generard una pléantula, (Margara, 1988); (warren,

La embriogénesis somética puede inducirse por la presencia de
2uxinas exbdgenas ccno el ANA y el 2,4-D, (Warren, 1881).

La principal dssventaja de la embriogénesis somatica radica en
gu=, durante el dsserrollo del callo, es frecuente un alto g:ag§ de
varizbilidad genética, razén por la cual esta via de rege:e:écién
no ha sido utilizzda comercialmente parz la propagacién clonal,

uCepto en muy Pocss casos como en la palma de coco, (Margara,

La otra via denominada organogénesis, ha sido mejor exzlptada

oropagar plantéas, en una gran cantidad de especies, (Flick,
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Los grupos de células meristemoides de un explante son capaces

responder a condiciones nutricionales, hormonales y embisntales

22
[t

dentro de un sistemz para la regeneracioéon de plantas completas, vy
dzoendiendo de estzs condiciones puede iniciarse la formacién de
rzices o brotes, (Codds, 1985).

Il desarrcllo Ze un explante cultivedo in vitro, reguizre de
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varios factores gque controlan el dispar de la expresién

norfogénica.

6.3 Factores que inducen la expresidn morfogénica.
1} La constitucién genética de la planta donadora.

Las caracteristicas genéricas.de la planta donadora son
determinantes en el desarrollo in vitreo de los explantes para
originar una planta, las gue interaccionan con las condiciones
fisicas y quimices que se crean iIn vitro, (Flick, 1883); (Dodds,

1983); (Pierick, 1990). Es importante la seleccidn de la planta

madre, en base a caracteristicas fenotipicas deseables, dependiendo

de los objetives de la micropropagacidn, (Debergh, 1893).

2) El origen del explante.

Se& ha demostrado que los explantes mas efectivos en la
regeneracidn de plantas, son aguellos qgue se obtienen a partir de
tejidos que se encuentran en constante divisién celular y que
tienen la potencialided y plasticidad morfogénica para generar una

scn por lo general satisfechos en tejidos

los cuales se encuentran en pleno desarrollo, (Dodds,

jarren, 1881). Usuvalmente los tejidos maduros estén

légicamente determinados, lo cual es un factor

oosicién del explante en la planta denadora,

afecta su crecimiento y desarrollo en cultivo. Explantes

muy pequellos tienen menor probabilidad de sobrevivir, sin embargo



el cultivo de explantes mayores puede acarrear la presencia de
patdgenos sistémicos, (Locy, 1984); (Warren, 1991).
Se ha detectado que exzplantes provenientes de yermzs apicales

se desarrcllan mejor, {(Locy, 1984).

3) Composicién del medio de cultivo.

El émxito de= cuvalguier tecnologia empleada para el cultivo de
células, tejides u érganos, se encuentra en relacién con la
presencia de componentes nutricicnales y sustancias reguladoras del
crecimiento vegstal en el medio. La eleccién del medio ds cultivo
depende de los cbjetivos del cultive, de la tecnologia gus va a ser
urilizada y de la especie vegetral, (Dodds, 1883), (Gamborg, 1991).

La manipulacién de los medios de cultivo en sistemas de
regeneracioén de nuevas especies generalmente son establecidos a
través de pruebas por ensayo y error, (Flick, 1983); (Pierick,
1930).

Diversos medios de cultivo han sido empleados en las técnicas
de CTV, entre estos hay una variabilidad tanto en el tizo como en
la cantidad de sales inorgénicas. El medio propuesto por Murashige
y Skoog (MS), es de los que mas s2 han utilizado con éxito,
especialmente en la regeneracién de plantas, (Murashice, 1974);
(Locy, 1984); (Piexick, 1990); (Gamborg, 199%91),

La mayoria ds los medios de cultivo, estén compuestos de los

siguientes grupcs:

a) Sales inorgdnicas.
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recuarimientes

n general, las sales inorgénicas provesn los

n

de macronutrientes como el N, P, K, Ca, Mg y S y micronutrientes
come el Fe, Zn, Bo, Cec, Mo, I y Mn, ( Dodds, 1885).

Cuando se elige una mezcla de macro y micronutrientes, se debe
considerar la concentracidn total de estos, ya gue hay plantas muy
sensibles a la salinidad, (Pierick, 1990). Algunos medios como lcs
de Knop y White, son pobres en sales inorgénicas, mientras que
otros como el de Murashige y Skoog es un medio rico en sales,
(Flick, 1983); (Gamborg, 1¢21).

21 efecto de las sales en la organogénesis es muy variable,
especialmente el N total, NH4 vy K ya que V?uede inhibirla o

estimularla dependiendo de la especie, (Margara, 1988); (CGamborg,

1991).

r) Fuentes de carbono.
Todos los medios reguierxen de carbono como fuente de energia,
afectar el metabolismo primario y la diferenciaciodn, asi

como e)! crecimiento del callo y su norfologia, (Locy, 1984);

(Dodds, 1985} ; (Hall, 1281y . Los azucares son comoonentces
importantes en cualquier medio de cultive, debido a gue el
crecimiento y desarrollo in vitro tiene lugar en condiciones poco

propiadas para la fotosintesis, (un tejido cultivado in vitro en

L

general es heterdtroo), o incluso en obscuridad, (Margara, 1988);
(Pierick, 1990). La principal fuente de carbono es la sacarosa,

,  aungue la

P

esta es utilizada en concsntraciones de 1 & 5

cantidad requerida depence del tipo y estado de desarrollo del
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Generalmente el

material vegetal, (Dodds, 19835); (Pierick, 1890).
crecimiento y desarrollo aumenta con la concentracién de aztcar,
ar un éptimo, disminuyendo en concentraciones demasiado
(Pierick, 1990). La sacarosa puede ser

(Dodds, 1984); (Flick,

hasta alcanz
elevadas, (Fiick, 1983);
reemplazada por la glucosa o la fructosa,
1881y .
» a los medios de cultivo en
pero se ha

(Gamborg,

mio-inositol afiadido
1883).

1883);
es
y a2l parecer no es esencial,
(Dodds, 1

Bl

concentraciones de 1%,
detectade su influencia en el crecimiento de callo,

c) Vitaminas.

Las vitaminas que se utilizan en la elaboracién de los medios
rincipalmente aguellas que pertenecen al llamado

de cultivo son p
complejo B. La tiamina es la Gnica vitamina gue se considera como
esencial y que participa en la estimulacién del desarrollo vegetal,
(Flick, 1983); (Margara, 1983). Vitam?nas como el ac. nicotinico,
la piridoxina y la riboflavina, ‘él parecer tienen efectos
favorables en algunos cultivos, pero la biotina, ac. f6lico y el
to da calcio, entre otros, no se consideran ccmo elementos
crecimiento vegetal, (Dodds, 1983); (Margara,

pantotena

mitantes en el

ii

Aminodcidos y suplementos orgdnicos.
incipalmente para proveer una

izan

ingdcidos se uti
fusnte répida de nitrégeno. Con excepcién de la glicina, la cual es
los amincédcidos no se

t
cultivo,

un componente de varios medios de



consideran como esencizles. Algunas veces son afiadidos a los medios
de cultivo aminoédcidos como, el ac. aspartico, la asparaginaz, el
ac. glutémico, la c¢lutamina y la arginins, (Dbodds, 18:83).

Ocasionalmente la meticnina es afiadida en pequefias concentracionss,

de la w»ilogénesis. Las mezclas de
amincdcidos parecen tambien presentar efectos de sinercis,

estimulando fuertemente la proliferacién de células y 1la

e}

rganogénesis en algunzs especies, (Margara, 1988). Los efezzos

obtenidos mediante el aporte de aminodcidos son muy variables, de

acrerdo con la especie y el tipo de morfogénesis estudiada, por lo

gue no e€s posible establecer una regla general, (Flick,

12:3)

~

Orros componentes del medio de cultivo son los llamzzos

gé&nicos, Zormados POr NUMErosos Productos 0 exXtrasIos

naturales de composicién poco definida y variable, (Margara, 1955))
Estecs suplementos frecuentemente tienen efectos positivos en él
desarrollo de los explantes. Los complementos organicos mas usz3os
son: el extracto de levadurz, hidrolizado de caseina, lechz ds
coco, jugos de frutas (naranja, pifha, platano, uva y Jitoma:z=),
entre otros, (Dodds, 1885). La tendencia actual es tratar de evizar

su us2, ya que al ser compuestos quimicamente poco definidos, los

13
wr
~
~

resuitados se vuelven azarosos y poco repetitivos, (Margara, 19

(Pierick, 1880).

5) Sustancias reguladoras del crecimiento vegetal, (SRCV).
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Las SXCV son compuestos orgénicos, que tienen diferentes

o el crecimiento y la coordinaciéon del desarrollo en las

m
)
i)
o]
rt
[o]
»
14

plantas, =zactuando generalmente en lugares diferentes a donde son
cidas, (Dodds, 1685). Son activas a bajas concentraciones,

1990). Estas sustancias comprenden a las auxinas,

zs, giberelinas, é&cido absicico y etileno. Entre estos
compuestos, los dos primeros son los mas utilizados en el CTV, va
qgue se ha damostrado que el balance en la formacién de raices y
brotes, esti influenciado por el equilibrio endégeno v/0 exdgeno de
auxinas y citocininas, (Dodds, 1985); (Warren, 1591).

a gue estas sustancias se producen en células

scn transportadas & los sitios de accién, por lo cual,

ie los tejidos vegetales cuando se excisan durante el

cultive d= tejidos iIn vitro, reguieren de suministro exégeno,
(Dodds, 1%&3).

Zn genaral, si & un medio de cultivo se le debe afadir una

morfogénice, es algo gue depende del tipo de explante y de la

).

199

-

especie vecstal, (Dodds, 1985); (Pierick, 1990); (Warren,

Las auxinas son compuestos gue en general participan
estimulands la elongacidén celular y el enraizamiento, (Pierick,

. CTV se han empleaco auxinas naturales como el &cido

=
\Le}
W
o
[}
[

14

indol 3-zcézico (AIA), el cual es muy sensible a la degradacién
bioclégica gor enzimas oxidasas y peroxidasas y a la luz, (Dcdds,

1983). Qurcs compuestos sintéticos gue tienen actividad auxinica y
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utilizados al igual gue el AIA en el CIV

[
2]
®
o]
rt
1)
o

gue han sido ampli
son, el &cido i-naftalenacético (ANA), el &cido indol-butirico

(RIB) y el acidc 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), (Jacobsen,

1983); (Dodds, 1%85). =l 2,4-D es utilizado en la produccién de
callo, en a induccién celular y en la represién de 1la
morfogénesis, (Locy, 1984); (Warren,19981) . Las auxinas son

utilizadas generalmente en concentraciones de 0.01 a 10.0 mg/l y en
ocasicnes en concentraciones supericres, (Dodds, 1985). Las

“erente cepacidad de inducir una respuesta en las

vor lo gus se les ha clasificado como débiles o
fuertes en base a la concentracién gue se debe usar para causar la

misma reaccidn, por ejemplo el AIA , se utiliza normalmante en

[

concentraciones mas altas en comparacidn con las auxinas sintéticas

como el 2,4-D, ANA y AIB, las cuales son relativamente mas

a) Estimulacién del alargamiento celular o su represién

D) Participan en la expansién de los tejidos y formacién de

raices adventicias.

c) Zn interaccilin con cotras SRCV, ejercen un efecto
caracteristicc sobre la diferenciacién celular, promoviendo

la formacidén de &rganos adventicics.

d) Zn algunos cases, altas concentraciones promueven la
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Las citocininas son sustancias que en forma rnatural son

preducidas en las raices principalmente, (Dodds, 1%85)., Estas
sustancias son derivadas de las adeninas (aminopurinas), (Gamborg,
19%1).

Las citocininas naturales empleadas en el CTV son, la 2-

isopentil-adenine (2-IP) y la =zeatina (Z). Las citocininas
sintéticas uvtilizadas con mayor frecuencia son la 6-benciladenina
(6BA) y la 6-furfuriladenina o kinetina (K), ambas sea utilizan

normalmente en concentraciones similares, (Jacobsen, 1883).

1

os princicales efectos de las citocininas en las plantas,
(Dodds, 1983); (Jankiewiez, 1989); (Pierick, '19%0), son los

siguientes:

a) Estimulan ia divisién celular Yy por lo tantco la
proliferacién de los tejidos en "cultivo, en ccmpaiia de

auxinas. =

n

ta funcidédn es un proceso natural in vivo.
b) Promueven la formacién de véastagos axilares, ya que

disminuyen le dominancia apical.

c) Son promotoras de la germinacién y formadoras de ¢&rganos.
d) Detienen laz caida foliar.
e) En concen:traciones elevadas pueden inducir la formacién de

véstagos adventicilos, sin embargo, se puede inhibir la
formacidén de raices.

) Scn retardadcras de la senencia.
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Método general de la micropropagacién.
EZn los sistemas de micropropagacién se . reconocen vari:cs
estados secuenciales pare la obtencién de plantas completas a

partir de explantes cultivados in vitro, (Debergh, 1993), esccs

son:

Estado 0. Seleccién de la planta madre.
En el manejo de las plantas madre se deben considerar c:s
aspectos importantes:

a) el control de las condiciones fisiolé¢égicas de la planta,

(33
&)

ganeral escas deben estar sanas y en crecimiento activo y

.
[}

D) iz eliminacidén de microorganismos patégenos. En el caso

las plantas silvestres vy sobre todo aguellas que

73
[t

encuencran sobreexplotadas o en peligro de extincidn, es:z

rticular importancia ya que sobdlo se trabaza
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isponible.,

Estado I. Establecimiento del cultivo aséptico.

En esta etapa se considera el establecimiento del explante en
el medio de cultivo. Existen varios factores que afectan el é&xito
de esta etapa, estos son:

a) La seleccién de la planta madre. Este factor se encuentra en

[

ra2lacién con el estado 0, va que en algunos casos es dificil
ccntar con plantas donadoras gque reunan las condicionss

regueridas, (calidad y sanidad).

b) Lz contaminacidén. Curante el estado I, muchas especies



empiezan a mostrar serios problemas de contaminacién gue no
pueden ser controladeos por métodos convencionales de
cesinfecciodn, particularmente la presencia de patdgenos
sistémicos, haciéndose necesario el desarrollo de
estrategias metodeoldgicaes para controlar este problema.

c) Las condiciones nutricionales y ambientales. Son aspectos de

varticular importancia en el control morfogénico.

Estado II. Multiplicacién de plantulas o propagulos in vitro.
La metz de esta etapa es incrementar el numero de pléntulas
para Su posterior enraizamiento. Il éxnito de la multiplicécicn
radicz en gue se produzcen plantas uniformes, del tamafo apropiado,
gue se recuceren con preontitud después de su transferencia a suelo

y cue emplecen a crecer de inmediato.

Zstado III. Preparacién para la transferencia de las pléantulas

a suelo,
Durante esta etapa, las pléntulas se preparan para su
transferenciaz & suelo. El enraizamiento juega un- papel muy

importante, yva gue este determinard el éxnito de la etapa posterior,
(Preece, 19%3). Cuando las pléntulas no generan raices en el medio

de cultivo, es necesario subcultivarlas. en medios enraizadores con

Estado V. Transferencia al medio natural.
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La etapa d& tlansplante abarca la transferencia dz las
pléntulas del medic aséptico de cultivo, al ambiente natural a

nivel dinvernadero y posteriormente la introduccién a su sitio

Durante esta etapa el procesc de aclimatacién es el zunto

central gue en muchzas ocasiones genera un verdadero proeblem

gue las plantas durante el proceso, pueden presentar pér-dida
excesiva de humedad por la falta de una cubierta cerosa cuticular
en sus hojas, esto se debe a que se han desarrollado en amb:i

practicamente saturados de humedad; por otro lado, las pil

deben pasar de ser heterédtrofas a autdétrofas, condiciones gque

influencian la taza de sobrevivencia de las plantas producidzs in

5.4 E1 cultivo de tejidos en el género Valeriana sp.
cultivo de tejidos de especies del c¢iner
estado restringidos por muchos &ides = la

valepozriatos, a través del cultivo de callss 'y

(Mathur, 1588).

Becker, y col. (i9E€4), aislaron a partir del cultivo de czllos

[t

de V. wallichii, y ocho especies mas del mismo género, alguno

n

entre oTros, valtratos, didrovaltratcs

<

detecténdolos también en tejido diferenciado de raiz
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En 1235, cultivando tejidos in vitro de V., wallichii tratados
con colchicina, Becker y cel. encontraron que estos medios de
cultivo favoren la produccién de valepotriates como los
homovaltratos, isovaltratos, valtratos 1% acelvaltratos,

identificando en total nueve valepotriatos y dos productos de

degradacisdn.

Vielon, y col. (1%84), realizaron un estudio comparativo del
contenide de valepotriatos en varias especies del género Valeriana
sp. - en cultivos de czllo y tejido diferenciade in vitro,
determinzndo que las especies contenian estos cempuestos quimices

en proporciones similares.

Mathur, y col. (1%288), estudiaron la propagacién in vitro de
V. wallichii, wutilizando meriscemos apicales y axilares de dos
poblaciones naturales, teniendo como medioc basal en todos sus
experimentos el;hedio MS y empleando SRCV como la X, 6BA y AIA en

concentracicnes de 1.0 & 5.0 mg/l. Las respuestas oOptimas en el

[

desarrolls de plantas completas, en tamafio vy longitud de raiz se
obtuviercs al zfadir 2z los medios X en combinacion con AIA, en
concencraéiones de 5.0 y 1.0 mg/l respectivamente. En la
combinacicon de 6BA y AIA obtuvieron pléntulas en menor proporcién
Yy menos vigorosas con respecto a la combinacién ds K y AIA.

inaimente, en relacién & V. edulis ssp. procera, Séinche:z

]

(1931), =x=22lizé un estudio en V.edulis ssp. procera con la



finalidad de establecer una técnica de propagacidédn in vitro vy
producir callo para la obtencidén de aceites esenciales, utilizando

=plantes de hoja, rizoma, tallo, peciolo y semillas. Duararce

[0}

el desarrollo del trabajo se detectd en los tejidos vegetales, la
presencia de una contaminacién sistémica por bacterias y una
elevaeda oxidacién. EX autor, selecciond algunos antibiéticcs para
encontrar la concentracidédn minima inhibitoria de las poblzaciones
bacterianas, ademds de establecer un método para el contrcl de la
oxidacidén, utilizando soluciones como el &cido ascédrbico y =l &cido
citrico entre otras. En esta investigaciénr no -se lograron
establecer cultivos Iin vitro debido a que no se pudo centrolar la

altas

m

contaminacién sistémica, ya que con el empleo d
concencraciones de estreptomicina disminuyeron las poblaciones

pbacterianas, wparo resultd sumamente tédxica para los ztejidos
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JUSTIFICACION.

Bajo el panorama anterior, se planteé el presente trabajo,

tomando como referencia las siguientes consideraciones:

ot

(8]

México, por ser uno de los paises mas ricos en diversidad
genética del mundo, cuenta con gran cantidad. de especies
medicinales autébctonas, las cuales, por presiones ecolégicas
v socioeconémicas estan siendo fuertemente perturbadas, al
grado de gue sus bpoklaciones naturales en muchos casos se

encuentran sobreexplcotadas y/o en peligro de extincién.

as plantas medicinales mexicanas tienen una importancia

t

bipolar, es cacir, como un recurso natural de nuestra cultura,
y como base de muchos medicamentos, lo que ha generado en la
actualidad, una demanda de produccién, hasca ahora:
insatisfecha ya que el cultivo de plantas medicinales se}
realiza principalmente en huertos familiares, para

autoconsumo.

La carencia de conocimiento sistematizado de la flora

nedicinal mexicana vy sobretodo la escasez de estudios
fitotécnicos que lleven al cultivo especies que hasta ahora
solo se colectan de los ecosistemas naturales, regquiere el

realizar estudios al respecto que coadyvuven a la preservacién

H

de nuestros recursos nacurales.
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La V. edulis ssp. procera es una planta silvestre, ubicada en
el marco anterior, conocida y utilizada por sus efectos
terapéuticos, en la actualidad sobreexplotada por su gran

demanda, por lo gue el presente trabajo pretende:



OBJETIVOS.

[,
<

OBJETIVO GENERAL.

Obtener cultivos Iin vitro de V.edulis ssp. procera, Como una
contribucidn al estudlo fitotécnico de las plantas medicinales
mexicanas sobreexplotedas, mediante procedimientos de Cultivo de

Tejidos Vegetales.

OBJETIVOS PARTICULARES.
1. Obtener plantas de V.edulis ssp. procera libres de bacterias

sistémicas, & partir de meristemos apicales con un par de

2. Determinar la respuesta in vitro de diversos explantes de V.
edulis ssp. procera, en presencia de algunas sustancias
reguladoras del crecimiento vegetal. .

3. Evaluar el efecrto de algunas sustancias regquladoras del

indol 3~acetico (AIn),

6-bencil amincpurina (63A o 5BAP) y 6-Ffurfuril -amincpurina
(K), en la regeneracién in vitro de V. edulis ssp. procera, a

vartir de meristemos apicales con un par de primordios.
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v. HIPOTESIS.

1. La obtencién de plantas de V. edulis ssp. procera libres de
pacterias sistémicas depende del tipo de explante cultivado in
vitro,

2. La formacién de plantas completas de V. edulis ssp. procera

in vitro, estd en relacién con el tipo de explante

3. La respuesta morfogénica de V. edulis ssp. procera cultivada
in vitro, no s ve modificada con el empleo de diferentes

concentraciones de fitohormonas.

Para aceptar o rechazar las hipdtesis planteadas, se evaluaron
20 <cTratamientos, los cuales se establecieron en 2 ensayos.
Utilizando un disefio completamente, y a través de un andlisis de
varianza, se deternmind si existian diferencias significativas entre

las veariables de respuesta: tamafio de la pléantula y longitud de
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VI. MATERIALES Y METODOS.

La investigacién experimental se realizé en el Departamento de
Biclogia Molecular de plantes del Instituto de Biotecnologia de la
UNAM, ubicado en la Cd, de Cuernavaca, Morelos, bajo la direccién

del Dr. Miguel Lara Flores.

V1.1l Material biolégico.
Zl material biclbégico utilizado en este trabajo fueron semillas
v pléantulas de V. edulis ssp. procera, provenientes de una

ntes utilizedos fueron, radiculas,

-
o

peoblacién natural y los 5 exp

nojas, meristemos apicales con un par de primordios, hipocotilos y

peciclos cbtenidos de la germinacién in vitro de semillas.

V1.2 Lugar de colecta.
La zona de colecta del material bioldgico silvestre se
encuentra ubicada al norte del Estado de Morelos, en los limites

con el Estado de México, dentro de las coordenadas 19° (02’ de

1=

atitud norte'y 9B8° 57’ de lcongitud oceste, con una altitud que va

de 2 500 2 2 700 metcros sobr

®
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De acuerdo con Garcie, (1982), la zona de colecta presenta un
clima, C (w2)(w)(b’), es decir, corresponde al grupo de los
templados, con una temperatura del mes mas frio entre - 3° y 18° C

y del mes mas caliente entre 6.5° y 22° C, siendo el mas himedo de

I

os templados subhimedos.

1l tipo de vegetacidén, de acuerdo a la clasificacién de

Rzedowski, (1985), corresponde a un relicto de bosgue de coniferas,
encinar y pinar en algunas parces, vegetacidén secundarie,

. representada por rastizales y &reas ruderales.

V1.3 Métodos de desinfeccidn de semillas.
Antes de promover la germinacién de semillas de V. edulis ssp.

procera Iin vitro, se procedid a eliminar los microorganismos

superficiales de manera convencional, a través ce los siguientes

las con agua corriente y detergente

f
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b) Enjuague con agua corriente.

c) Inmersién en alcohol etilico (etanol) al 70% durante 30-60
segundos.

d) Inmersidén en hipoclorito de sodio, al 135% durante 30

minutos. Las semillas se enjuagaron con agua esterilizada
previamente en autoclave a 120 €, durante 20 minutos. El
enjuague se efectud dentro de una campana de flujo laminar

desinfectada previamente con etanol absoluto.



V1.4 Medios de cultivo.

El medio de cultivo utilizado fué el de Murashige y Skoog
(MS) . Se empled sacarosa como fuente de carbono, en una
concentracidn de 1.5 % para la germinacién in vitro, y de 3.0 % en
las pruesbas de regeneracién in vitro.

Se utilizd un medio sbdlido, por la adicidn de agar a una
ccncentraciédn de 0.8 %.

Las sustancias reguladoras del crecimiento vegetal <fueron:

o}
il

y citeocininas (6BA y X), las gue se incorporaro

ciones de 1.0 a 7.5 mg/l. El

fet
(8]
%]
=
[0
0.
o
Q
0
(03
[
(8]
o
—
ot
Jo-
<
o
®
ol
¢]
9]
5]
O
[13
e}
ot
"
)

medio fue ajustado a un pH de 5.6 = 1.

V1.5 Siembra in vicro.

Después de concluir los pascs de desinfeccidén superiicial de
las semillas, se orocedidé a su siembra en frascos gerber
previamente esterilizados, los qgue contenian de 25 a 30 ml de medio
nutritivo (MS), sin SRCV, suplementado con sacarosa al 1.5 % y con
agar al 0.8 %. Este procedimiento se realizé en la campana de

en presencia de un mechero. En cada frasco se

colocaron 10 semillas y se mantuvieron en condiciones amblientales
controladas.  La temperatura para la germinacién de semillas y
desarrollo de explantes fué de 21°- 22° C. La germinacién v
morfogénesis de V. edulis ssp. procera se desarrolld en un
fotoperiodo de 12 hrs., con una intensidad luminosa de 1. 000 lux.

y una humedad relativa mayor del 70 %.
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Figura 2.- Aspecto de la camara de germinacion
donde se llevo a cabo la fase experimental.
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V1.6 Regeneracioéon de explantes in vitcro.

Los explantes se obtuvieron de pléantulas germinadas
vitro, cuando estas alcanzaron un tamafio de 5 cms. (50 dia
aproximadamente) . Dentro de una campana de flujo laminar,

disectarcn explantes de meristemos apicales con un par de

<

primordios foliares, hipocotilos, radiculas, hojas vy

Lcs explantes se cclocaren en frascos gerber gue contenian
el medio de cultivo descrito en el punto V1.4 vy en
condiciones ambientazles descritas en el punto V1.5,

=1 preocedimiento pzza la obtencidén de plantas libres de

tacterias sistémicas se describe en el esquema 111,
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Figura 3.- Diversos explantes de V. edulis ssp. procera cultivados in vitro, en
medio MS, con diferentes combinaciones.
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ESQUEMA III

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LOS PASOS SEGUIDOS PARA LA OBTENCION DE
PLANTAS DE Valeriana edulis ssp. procera, LIBRES DE BACTERIAS SISTEMICAS.

Colecta de material
biolégico silvestre.

Germinacién in
vitro. (Medio
solido MS)

Plantulas de
V. edulis ssp.
procera.

[

Cultivo in vitro de meristemos apicales
con un par de primordios foliares.
(Medio S6lido MS/SRCV)

Plantulas de
V. edulis ssp.
procera
regeneradas

Condiciones ambientales controladas de temperatura, fotoperiedo, intensidad luminosa y humedad relativa
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V1.7 Estrategia experimental.
Para aceptar © rechazar las  Thipéresis planteadas, se
establecieron 20 tratamientos, los cuales se analizaron en base a

un disefio estadistico completamente al azar, para cada variable de

En un primer analisis, los tratamientos evaluados fueron el

resultado de las ccmbinacionss de 4 niveles de citocinina v 4

En una segunda fase, se anzlizaron 2 tipos de citocininas y 4;
concentraciones de auxinas (2 x 4), dando como resultado 8
Tratamientos. El experimento constd de 20 tratamientos, debido a
gue, en la segunda fase se repitieron los 4 tratamientos dende se
obtuviercn las mejores respuestas.

Z1l experimento céns:é dz 20 tratamientos (combinaciones
hormonales).

1 tipo de tejido (meristemcs apicales con un par de primordios

tipo de medic ambiente

La unidad de observacién fué un frasco de cultivo

Los caracterss evaluados fueron:

Porcentaje de respuesta moriogénica, (expresada en la
formacién de plantas completas), a los 30, 60 y 90 dias.

~ltura de los brotes a los 30, 60 y 90 dias en mm.

Longitud de raiz & los 30 €60 y 90 dias en mm.



VI1l. RESULTADOS~DISCUSION.

1. Regeneracién in vitro de V. edulis ssp. procera libre de
bacterias sistémicas.

Se cultivaron iIn vitro explantes de hoja, tallo, peciolo y
raiz, provenientes de pléntulas silvestres de V. edulis ssp.
procera; al segundo dia de cultivo empezaron & aparecer
colonias bacterianas rodeando los explantes.

Se sabe gue la presencia de microorganismos patdgenocs en los
medios de cultivo se debe a dos factores:

lizado durante

1) a2 una manipulacién inadecuada del material ut
el proceso de esterilizacién y

2) la contaminacién sistémica de los tejidos vegetales,

[0

formando "halos" alrededor de los explantes, principalmente
por las bacterias, estos resultados confirmaron lo citado por

Cassels, (1993) y Séanchez, (1991).

Una de las vias para la obtencidén de plantas libres de
sacterias sistémicas es el cultivo del domo apical sclo o con un
par de primordios en condiciones asépticas, (Evans, 1983); (Warren,
1391). Retomando la estrategia anterior, se logrd en este trabajo
la regeneracién’de pléantulas de V.edulis ssp. procera libres de
bacterias sistémicas, a partir del cultivo iIn vitro de meristemos
apicales con un par de primordios foliares, en el medio MS

adicionado con SRCV, 6BA o K / AIA, bajo condiciones ambientales

controladas.
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De acuerdo con Pierick, (1990), la producciédn de plantas libres
de patdgenos sistémicos, (principalmente virus y bacterias), &
partir del cultivo Iin vitro de meristemos, se debe, entre otras
causas, a la ausencia de plasmodesmos y de elementos vasculares en

las =zonas meristeméticas.



Figura 4.- Presentacion de los meristemos apicales de un par de primordios foliares’
de V. edulis ssp. procera, al inicio del cultivo in vitro.
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2, Respuesta morfogénica in vitro de diversos explantes de V.

edulis ssp. procera.

Se cultivaron in vicro explantes de meristemos apicales con un
par de primordiecs foliares, radiculas, hipocotilos, hojes vy

peciolos, provenientes de plantes germinadas in vitro de V. edulis

ssp. procera. El medic de cultivo empleado para todos 1os
Zue 21 MS, adicionado con diversas combinaciones y concentraciones
normonales, bajo condiciones ambientales controladas. Los explantes

cue tuvieron una respuesta morfogénica durante el cultivo in vitre,

Z1 tipo de explante es uno de los factores gue intervienen en el
disparo de la expresién morfogénica. Se ha demostrado gue 1los
explantes mas efectivos son los provenientes de tejidos
meristematicos, ya gue son caraces da2 responder a factores exégenocs
nutricionales vy ambientales,;encontrandose en constante divisién
celular, con la capacidad para generar una planta completa. Los
resultados del @presente <trabajo confirman lo antericrmente
descrito, resultados gue coinciden con el trabajo de Mathur y col.
(1%88), al cultivar in vitro explantes provenientes de meristemos

zapiczales y yemas axilares de V. wallichii.
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3. Efecto de las. SRCV (auxina/AIA, citocininas/ 6BA ~ K), en la
regeneracién in vitro de V. edulis ssp. procera, a . partir de
meristemos apicales con un par de primordios foliares, en el

medio s6lido MS.

a) Formacién de plantas completas.
Zn el cuadro 1 se observan los porcentajes obtenidos a los 30,

60 v 90 dias de cultivo In vitro, de plantas con raiz de V. edulis

ssp. procera. Rl comparar los tratamientos donde se utilizé 1la
misma fuente de citocinina (6BR) vy auxina (RIA), en diferentes

combinacicnes y concentraciones, se observa que los porcentajes de
respuesta morfogénici mé&xima en los tres periodos evaluados, se
obtuvieron en los tratamientos 1,2,3 y 4, correspondiendo a la
concentracién més baje de citocinina (6B2) 1.0 mg/l, el porcentaje
de formacién de plantas completas fué disminuyendo a medida que se
aumentaron las concentraciones. Los resultados antes descritos
sugieren gue la V. edulis ssp. procera pudiera tener una sintesis
de citocininzs suficiente para su desarrollo morfogénico,
reguiriendo de concentracicnes bajas de citocininas exOgenas.
Resgscto a la auxina (RI2) empleada en los tratamientos, se observa
gue la concentracién exdégena no es un factor limitante en la
respuesta morfogénica, vya gue en las cuatro concentraciones
propadas (1.0, 2.5, 5.0y 7.5 mg/l) se formaron plantas completas,
sin embargo hay una tendencia hacia una mejor respuesta en la

concentracién méwxima de auxina (7.5 mg/l), como se observa en el

cuadro 1, ya gue a los 30 dias se obtuvo la respuesta mas alta y
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esta se mantuvo en los tratamientes 8 y 12, si se comparan con los

tratamientos gue tienen los mismas concentraciones de 6BA.

Al compararse los tratemientos donde se emplearon €22 o K como
fuente de citocinina en concentraciones similares (1.0 mg/l) y AIA
en concentraciones de 1.0 a 7.5 mg/l, ( trats.l al 4 y 17 al 20) se

=

observa que el porcentaje de formacién de plantas con raiz fue

0 indica gue si se quiere producir plantas completas de

)

similar. Es

rt

V. edulis ssp. procera, se pueden utilizar 6BA o X como fuente de

citocinina, en presencia de AIA (auxina).
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wallichii, regenerarcn plantas con r
presencia de AIA. De acuerdo con sus resultados, la respuesta
morfogénica fue menor cuando utilizeron 6BA como fuente de

encias detectadas entre V. wallichii v V.
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Concentracicnes hormoneales % plantas completas
(mg/1) DIAS
Trat 6BA AIA 30 60 20
1 1.0 1.0 70 g0 100
2 1.0 2.5 70 20 100
3 1.0 5.0 30 g0 100
4 1.0 7.5 80 90 100
5 2.5 1.0 0 30 20
[3 2.5 2.5 0 40 30
7 2.5 5.0 0 10 30
8 2.5 7.5 20 20 20
8 5.0 1.0 0 20 20
10 5.0 2.5 0 20 20
il 2.0 5.0 10 10 10
12 5.0 7.5 10 10 10
13 7.5 1.0 0 0 10
14 7.5 2.5 10 10 0
15 7.5 5.0 0 0 0
16 7.5 7.3 0 0 0
X AIr

17 1.0 1.0 70 S0 100
18 1.0 2.5 80 80 100
19 1.0 5.0 g0 c0 100
20 1.0 7.5 80 100 100

Cuadro 1. Porcentaje de formacion de plantas completas (planta +
raiz) a los 30, €0 y 90 dies de cultivo In vitro, en el medio MS,

con diferentes combinaciones hormenales, a partir de meristemos’
apicales con un rar de primordios foliares.



Figura 5.- Plantas completas de V. edulis ssp. procera a los 60 dias de cultive
in vitro, a partir de meristemos apicales con un par de primordios foliares.

70



b) Efecto de las SRCV, en la altura de las plantas de V.edulis

ssp. procera cultivadas in vitro.

Zn el cuadro 2 se muestra la altura promedio alcanzada por las
pléntulas de V. edulis ssp. procera cultivadas in vitro, a los 30,
60 y 80 dias, en el medio (MS) adicionado con diferentes

concentraciones hormonales de citocinina (6BA) y auxina (RIR), a

Q.

vartir de meristemos apicales con un par de primordios foliares.
Los resultados del andlisis estadistico indican lo siguiente:
Ze eacuerdo al analisis de wvarianza existen diferencias
altamente significativas entre las medias de los 16 tratamientos en
los tres periodos evaluados.

Los resultados del anélisis factorial muestran gue 1las
diferencias altamente significativas estuviercn en relacion con el
(citeocinina), en los tres periodos evaluados. En la

se observa .que las alturas promedio mé&ximas alcanzades &

60 y S0 dias evaluados, se presentaron en los niveles mas

tienen una Dbiosintesis de citocininas

su desarrcllo morfegénico, ckteniendo las
mejores respuestas &l utilizar las concentraciones mas bajas de
citocininas exndégenas, por lo gue el aumento de la concentracidn de

este fitoregulador, tuvo un =2fecto negativo en el crecimiento de la



De acuerdo con el ané&lisis factorizl, la auxina (AIA), en las
concentraciones empleadas, no tuvo un efecto significativo, ya gue
las &ltures promedio méximas de las pléantulas, alcanzadas en los
dias evaluados se lograron al afadir a los medios de cultivo 1.0
mg/l de 6BA en combinacién con cualguiera de las cuatro
concentraciones, (1.0 a 7.5 mg/l) de AIA, no obstante, se observa
una tendencia hacia una mayor altura en la concentraciétn mas
eleveda, esto rudiera derkerse & gue aun cuando el AIA no actua
directemente en lz promociédn del crecimiento de las pléntulas, ya

gue su funcién grincipeal es el inducir la formacidén de raices, esta

se reflejz en el crecimiento vegetal.



Combinacion hormonal en mg/l Altura promedio en mm.
citocinina auxina dias

Trat 6BA AIA 30 60 20

1 1.0 1.0 13.60 27.00 38.40
2 1.0 2.5 14.30 23.40 30.60
3 1.0 5.0 13.40 26.90 38.60
4 1.0 7.5 16.00 27.30 48.10
5 2.5 1.0 9.40 16.50 21.20
6 2.5 2.3 G.40 15.80 22.80
7 2.5 5.0 9.20 15.20 22.10
8 2.5 7.5 6.10 11.60 14.00
g 5.0 1.0 4.70 8.70 10.60
10 5.0 2.5 10.50 15.10 17.80
11 5.0 5.0 7.50 12.80 14.60
12 2.0 7.5 6.20 13.40 14.40
13 7.5 1.0 7.%0 11.50 12.40
i4 7.5 2.5 7.70 11.80 12.60
13 7.5 5.0 7.70 11.4 11.90
15 7.5 7.5 6.40 10.60 11.40
AZNALISIS DE VARRIARNZA Fcal. 5.48%%* 8.02~=~ 12,93~

CHME. 20.20 49.85 103.76

&1 S

Ta A 22.21%% 36.96%% 57.27*
Ta 3 1.27NS ‘0.15NS 0.16N
Ta A 1.32N8 "1.00NS 2.41N

Cuadro. 2. 2ltur
sgp.precera &lc
: en el me

premedio de las plantulas de Vealeriana ecdulis
nzada a los 30, 60 y %0 dias de cultivo in
io MS suplementado con diferentes combinaciones
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Zn el cuacdro 3, sz c¢bservan los resultados comparativos de la
altura promedio de las pléntulas de V. edulis ssp. procera
alcanzada a los 30, 60 y 80 dias evaluados, utilizando €BA o K como
fuente de citocinina en wuna concentracion de 1.0 mg/l, en

combinacicn con AIA ccmo fuente de auxina en diferentes

De acuerdo con el analisis de varianza, existen diferencias

de los

a compbinacidén de 622 + RIA dal primer nivel, produce efectos

diferentes a la combinacieon k + AIR del segundo nivel, como se

en diferentes

..concentraciones, en comparacién con la combinacion de 6BA + AIA.
aungue no hubo diferencias significativas al

concentraciones de AIR se observd una mejor

respuesta al emplear concentraciocnes de 7.5 mg/l ce

indican gue para obtener las

mas de

las plantulas de V. edulis ssp.
procera se deben anadir z los medios de cultivo 1.0 mg/l de Ky 7.5
mg/l de RIA. Estos resultados difileren con los de Mathur y col.,
(1988), vya gue ellos encontraron que la dosis ¢éptima para el

desarrollo morfogénico de V. wallichii fué de 5.0 mg/l de X y 1.0



mag/l de AIA, lo gque sugiere, gue las estas valerianas, aun
perteneciendo 2l mismo grupc genérico, reguieren de concentraciones
hormonales unicas de auxinas y citocininas con respuestas

especificas para cada especie.

R
Comb.horm. (mg/1l) Altura promedio mm. (dias) |
trat. citocinina auzina 30 60 90
1 6BA 1.0 AIA 1.0 13.60 27.00 38.40
2 6BA 1.0 AIR 2.5 14.30 23.40 30.60
3 68A 1.0 AIR 5.0 13.40 26.90 38.60
4 6BA 1.0 AIA 7.5 16.00 27.30 48.10
17 XKIN 1.0 AIn 1.0 18.30 32.00 49.00
18 KIN 1.0 AIa 2.3 20.20 33.30 46.70
13 KIN 1.0 AI2 5.0 12.10 18.30 30.10
20 KIN 1.0 AIR 7.5 21.00 34.90 45,40
ANALISIS DE VARRIANZA Fcal. 4.13x%x| 3.01~%| 3,14%x
CME. 27.13 76.62 184.77

ANALISIS FACTORIAL

Factor A(Citocinina) Fcal.| 9.42**| 3,15%=%}| 1.,63NS
Factor B(Auxina) 4.50*=| 3.58% 3.25%
Fzctor AB (Interaccion) 1.99NS| 4.49*=} 3.53%

Cuadro 3. Altura promedio de las pléantulas de V. edulils
ssp.procera, cultivadas en el medioc MS, y suplementado
con diferentes combinaciones hormonales.
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c) Efecto de las SRCV en la longitud radicular de las pléntulas

de V. edulis ssp. procera cultivadas in vitro.

En el cuadro 4 se muestran las longitudes radiculares promedio
alcanzadas a los 30, 60 y 90 dias evaluados de V. edulis ssp.
precera, utilizando diferentes concentraciones y combinaciones de
634 y AIR.

Los resultados del anédlisis de varianza aplicado indicaron

cativas entre las medias
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de los 16 tratamientos en los tres periodos de evaluacidén., E 3

t

andlisis factorial mostrd que el efecto altamente significative

estuvo en relacidn con el factor A (citocinina), mientras el factor

factor A, tuveo un efecto importante en la formacién de plantes
completas y altura de las pléntulas e indirectamente en lz longitud
radi;ula:, ya que las concentracicnes mayores de 1.0 mg/l
empléadas, tuvieron un efacto negativo en el cdesarrollo

morfogénico, como se observa en la gréafice III.

78



Comeinacion hormonal en mg/l Long.radicular promedio en mm.
citocinina auxina dias
Trat (=)= AIR 30 60 90
1 1.0 1.0 1.00 7.00 21.60
2 1.0 2.5 1.20 10.00 22.70
3 1.0 5.0 0.50 6.30 17.60
4 1.0 7.5 1.80 13.40 26.50
5 2.5 1.0 0.00 1.40 2.350
6 2.5 2.5 0.20 1.%0 3.80
7 2.3 5.0 0.00 0.40 2.90
8 2.5 7.5 0.20 1.50 1.60
9 5.0 1.0 0.00 0.80 1.10
10 5.0 2.5 0.00 0.40 0.80
11 5.0 5.0 0.10 0.20 0.20
12 5.0 7.5 0.00 0.40 1.10
13 7.5 1.0 0.00 0.00 0.70
14 7.5 2.5 0.10 0.50 0.00
15 7.5 5.0 0.00 0.00 0.0C
16 7.5 7.5 0.60 0.00 0.00
ANALISIS DE VARIANZA 10.39x% 9.87*= 18.46%%
0.28 17.24 49.28
ANALISIS FACTORIAL
FTactor A (citocinina) Fcal.| 41.06** 42.96%% 85.37~~%
Factor B (auxina) 3.27%% 2.02Ns 0.67NS
ractor AB{interaccion) 2.54%* 1. 46NS 0.78NS
Cuadro 4. Longitud radicular promedio de las pléntulas de
V.edulis ssp. procera, alcanzada a los 30, 60 y 90 dias de
cults in vitro en &l medio MS suplementado con diferentes
combinszciones hormonales
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No. TRAT.. COMBINACION HORMONAL No. TRAT. COMBINACION HORMONAL
( mg/1t.)

1 1.0 6BA — 1.0 AlA 9 5.0 6BA — 1.0 AlA
2 1.0 6BA — 2.5 AlA 10 5.0 6Ba —- 2.5 AlA
3 1.0 6BA - 5.0 AlA 15 7.5 BBA — 5.0 AlA
4 1.0 BBA — 7.5 AlA . 16 7.5 6BA — 7.5 AlIA
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Los resul

o]

ados de la comparacién de medias encre los
tratamientos gue tenian la misma concentraciodén de citocininas (6BA
o K) en el medio, combinadas con AIA en diferentes concentraciones,
indicaron gue, de acuerdo al andlisis de varianza, hay diferencias

altamente significativas en los 30 y 60 dias evaluados, mientras

que & los 90 dias hay

i

Z1 resultado del anédlisis como se observa
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en el .cuadro 5, el efecto del factor B (AIA) en la longitud

radicular, mostrande significancias en los tres periodos evaluados.

4, lzs mejores respuestas de longitud

radicular promedio alcanzada, se obtuvieron al adicionar a 1los
edios la combinacicn ¥ + AIA (trats. 20 y 17). Las longitudes

res méximas, de las dos combinaciones, 6Ba + AIA y K

0

u

+ AIA, se obtuvisron &l emplear 1.0 mg/l cde 6BA 0 Ky 7.5 mg/l de

I2; e&stos resultados se deben posiblemente a2l efecto de las

auxinas en la  formacién de raices durante el desarrollo
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Combinacion hormonal en mg/l Long.radicular promedio en mm
citocinina auxina dias
Trat 682 AIA 30 60 g0
1 1.0 1.0 1.00 7.00 21.60
2 1.0 2.5 1.20 10.00 22.70
3 1.0 5.0 0.50 6.30 17.60
4 1.0 7.5 1.80 13.40 26.50
17 1.0 1.0 3.10 12.00 27.80
18 1.0 2.5 0.80 8.20 19.40
i9 1.0 5.0 0.90 9.20 18.50
20 1.0 7.3 4.70 17.10 30.30
ANRLISIS DE VARIANZA Tcal. 4.98"~x 2,.51%x% 1.91NS
CME 4,18 44.84 114.33
ANALISTIS FACTCRIAL
Factor R (citocinina) fFcal.| 7.47** 2.68NS 0.63NS
Factor B {(auxina) 6.38xx* 4,91% 3.52~=
Factor AB{(interaccion) 2.75% 0.98NS 0.73NS

Cuadro 5. Longitud radicular promedio de las pléntulas de V. edulis
ssp. procera elilcanzada & los 30, 60 y 90 dias de cultivo en el
medio MS, y suplementado con 6BA o K como fuente d2 citocinina y

AIA como fuente de auxinea.
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No.TRAT. COMBINACION HORMONAL No. TRAT. COMEBINACION HORMONAL
( mg/lt.)

1 1.0 6BA — 1.0 ala 17 1.0 K — 1.0 AlA
2 1.0 BBA — 2.5 alA 18 1.0 K - 2.5 AlA
3 1.0 6BA — 3.0 AlA 19 10K ~ 50 AlA
4 1.0 6BA - 7.3 AlA 20 1.0 K - 7.5 AlA
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Figura 6.- a) Desarrollo del sistema radicular a los 60 dias del cultivo in wvitrc
(tratamiento 4). b) Aspecto ae las planias que no lograron desarrollar sistema
radicutar a los 60 dias del culivo in vitro (tratamiento 8y 7).
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egeneracién in vitro de V. edulis ssp. procera se basd
fundamentalmente en las estrategias seguidas por Maethur y col.

(1888), para la propegacién in vitro de V. wallichii.

Las zportaciones del presente trezbajo son les siguientes:

1. El esteblecimiento de una técnica para la desinfecciédn
superficial de las semillas de V. edulis ssp. procera, Ya
cue generalmente, el material bioldgico silvestre acarrea en
su superiicie una gran cantidad de microorganismos, los

cuales pueden proliferar réipidamente al entrar en contacto

2. Otrec leceorc importante del trabajo fué la cbhbtencién de plauas
libreé de bacterias sistémicas, a partvir del cultivo in vicro de
meristemos apicales cen un par de primerdios foliares, ya que
este es un- serio problema cue se presenta en la propagacién por
CTV.

3. Lz demcstracién de respussta moerfcgénica de V. edulis ssp.

raices, que conducen a obtener pléntulas viables. Este como

©n erimer reguisito de la metodologia de CTV.
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a fase de establecimiento a suelo. Lo anterior

e las pléantulas a

[92
[
b

cudiera deberse a gue el sistvema radicular desarrollado in vitro
por V.edullis ssp. precera no ses suficientemente funcionsl para

mantener en condiciones de crecimiento y desarrollo a la

1]

pléntulas. Esto, ha llevado a plantear la necesidad de realizar
maltiples experimentos, con un intervalo mayor de condiciones para

el enraizamiento.

stema radicular de las

[

Una vez desarrollado el rizoma y s
vlantas de V. edulis ssp. procers, zonas donde se localiza la mayor
concentracién de principios activos, y retomando algunas
consicderaciones de Estrada, (1887) y Maduefio, (1973), guienes que
mencicnan que la introduccién de una especie silvestre a cultive,
inveolucra una serie de modificaciones fenctipicas o genotipicas,

rzcuentemente se can en ambientes artificiales para la planta,

cue

pcr  lo cual, es importante cotejar la persistencia de sus

(valeriaznatos/valepctriatos), en las plantas de V. edulis

. Cotedier la efectividad teraréutica de los metabolitos antes
mencionacdos, & través del establecimiento de pruebas

iologiceas.

w
o



Es importante sefalar que la tendencia actual, en el estudio

de las plantes medicinales, seguida por varios investigadores, es
el reazlizar estudios interdisciplinarics, como se propone en el
siguiente esguema (1V), que proporcionen un conocimiento integral

de estos recursos, y asi contar con elementos para su manejo y

zprovecheamiento eficiente.
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ESTUDIO DE LAS PLANTAS MEDICINALES

Estudios boténicos /ecoldgicos. Estudios etnoboténicos. — —
Determinacién taxonémica/fenolégica. Deteccién de plantas | ——————— 3 Estudios fitoquimicos
Seleccion de plantas potencialmente atiles. Extraccion y aislamicnto
A
; Y p y
Estudios agrobilégicos/biotecnolégicos. PLANTAS St - P
Cultivo MEDICINALES > | Siesis quimnea
¢ sustancias

/ \ / aclivasg

in sitt €¢——— in vilro

Cultivo de plantas - Materlal libre de pat6genos.
siivestres - Metabolltos secundarlos.

Repoblaclén de ec - genético.

naturiles - Banco de germoplasma.

-Propagacion semlextensiva
y/o extenslva

fivaluacion farmacolégica
in vitro ¢ in vivo
del extracto total y
fracciones purificadas.

Y

Produccion
comercial

Esquema IV. Los estudios interdisciplinarios de las plantas medicinales , permiten un
conocimiento integral de estas, para su uso cficiente.
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.CONCLUSIONES.
Ze acuerdc con lcs resultados obtenidecs, se llegd a las

siguientes conclusicnes:

3.

Los explantes para lograr una respuesta morfogénica in vitro
en V. edulis ssp. procera, son los meristemos apicales con un

ar de primordios foliares, y a partir de estos, es posible

i)

cbtener plantas libres de bacterias sistémicas.

Al emplear diversas combinaciones y <concentraciones de

fitchermonas, nhubo diferencias significativas en la respuesta

morfeogénica, en las variables de respuesta, formacién de

ot

rlantas completas, altura de la pléntula y longitud de la

La mejor combinacién hormonal para la obtenciédn de pléntulas
completas de V. edulis ssp. procera fué el empleo de 1.0 mg/l

de X + 7.5 mg/l ce
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