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ABREVIATURAS EMPLEADAS 

2,4D 	ACIDO 2,4•DICLOROFENOXIACETICO 
ANA 	ACIDO NAFTALEN ACETICO 
4•CPA 	ACIDO 4•CLOROFENOXIACETICO 
K CINETINA (6•FURFURIL AMINO PURINA) 
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RESUMEN 

Los esfuerzos para producir agroqufmicos de origen natural han conducido a la búsqueda y 
desarrollo de nuevos productos de especies vegetales potencialmente útiles y que tengan actividad 
biológica, como alelopatfa, insecticida, atrayentes sexuales, etc. Un ejemplo de ello es la planta 
Piqueria trinervia Cav (Compositae) la cual presenta la propiedad de alelopatfa sobre diversas 
especies silvestres. De ésta se extrae un monoterpeno denominado piquerol A, que se ha probado 
que posee actividades biólogicas como molusquicida, garrapaticida, insecticida e inhibidor de la 
germinación de especies silvestres y agronómicas, por lo que se propone emplearlo como 
agroqufiníco de origen natural. 

El presente trabajo se orientó hacia analizar la potencialidad de la biotecnologfa vegetal 
para la producción de un compuesto de interés sin que se destruyan las poblaciones silvestres, es 
decir, en la búsqueda de rutas que conduzcan a un desarrollo sustentable Para lograr ésto se 
enfoco la investigación hacia el estudio del efecto de las hormonas, composición del medio 
nutritivo y condiciones ambientales de cultivo para la inducción de callo y células en suspensión 
provenientes de diversos explantes de Piquería irinervia Cav, asf como a la producción de 
piquero! A. Para ello se emplearon como explantes hoja, entrenudo y secciones de raíz, 2,4-D 
como auxina y K como eítocínína, solas o combinadas, cuatro niveles de concentración de O a 3 
mg/l. Se empleó medio MS corno medio basal y se incubaron los explantes en condiciones de 
fotoperfodo y oscuridad 

Los resultados iniciales mostraron que había producción de callo y de estructuras 
globulares, las cuales sufrieron un proceso de oxidación. Para evitar este fenómeno se emplearon 
el medio nutritivo KC y los antioxidantes ácido ascórbico y nor-leucina y se incubaron los cultivos 
en oscuridad. Para inducir la proliferación de callo se empleó la auxina 4-CPA en niveles de 
concentración de 1 y 2 mg/l y 2,4-D en 0.5 ing,/1 y cinetina (K), en concentración de 1 y 2 mg/1. 

Las mejores condiciones para la producción de callo P. trinervia Cav., son : l3xplante 
entrenudo, medio de cultivo MS, adicionado de 2 mg/I de K cultivados en condiciones de 
fotoperiodo (2000 lux, 16 hrs luz y 8 hrs oscuridad), la cantidad de biomasa registrada fue de 
3713.34 mg Pf y para la producción de piquero( A fue cuando el explante procedente de entrenudo 
se cultivo en medio nutritivo MS, adicionado de 3 ing/I, la cantidad del metabolito cuantificada 
fue de K de 0.345 y 0.42 mg/mg Pf y en la combinación de 1 mg/1 de 2,4-D y 3 ing/I de K se 
cuantificó una cantidad de 0.27 mg/mg Pf 

La identidad del compuesto fué evaluada por IURMN en cultivo de células en suspensión, 
el cual fué excretado por las células al medio de cultivo, obteniéndose de 1.44 x 10 -2  a 7.0 x 10 -2  
mg/ml de medio. 

Con estos resultados se demuestra que es factible la producción sustentable de un 
metabolito de interés, al tiempo que se protegen las poblaciones silvestres de una eventual 
depredación, dejando abiertas las posibilidades para una opthnización de la producción de piquerol 
A que después de un escalamiento pueda alcanzar una producción industrial. 
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I. I NTRODUCCION 

La mayoría de las plantas superiores producen sustancias de gran valor económico, como aceites, 
fragancias, colorantes aditivos, fármacos y pesticidas. Muchos de éstos son metabolitos 
secundarios, los cuales no tienen ninguna función fisiológica aparente, pero establecen una 
interacción entre planta y medio ambiente (13alandrín y col., 1985). 

Sin embargo, de las miles de especies de plantas clasificadas, realmente existen pocas que ya se 
han caracterizado químicamente y una cantidad mínima de compuestos químicos (metabolitos 
secundarios) han sido analizados para probar su actividad biológica. Esto abre la posibilidad para 
investigar nuevos productos de interés aplicables en diferentes áreas, como alin►entos, perfumería, 
farmacéuticos y agroquímica. 

Ante este hecho, muchas de las especies con principios potencialmente activos se pueden 
encontrar en peligro de extinción debido a diversas causas como son la sobreexplotación 
irracicnal, transtornos del medio ambiente, cambios de clima, presencia de plagas, etc. De ahí que 
se haya incrementado el interés sobre la posibilidad de producir metabolitos secundarios en 
condiciones controladas empleando las técnicas de la biotecnología vegetal, tales como sistemas 
de cultivo de células en suspensión, tejidos u órganos vegetales. 

Esta tecnología crea la posibilidad de un mejoramiento en la producción a gran escala de 
metabolitos secundarios mediante la manipulación de los factores que intervienen en la 
diferenciación celular como son los componentes del medio nutritivo, reguladores de crecimiento 
y las condiciones de cultivo entre otras. A la fecha la explotación industrial de los cultivos de 
tejidos de plantas está limitada por el poco conocimiento de los fenómenos como es la relación 
entre el crecimiento celular con la acumulación de metabolitos secundarios, entre otros (Morris y 
col., 1986). 

Sin embargo, las técnicas biotecnológicas han sido aplicadas únicamente a metabolitos 
secundarios obtenidos a partir de plantas que son cultivadas solo por su valor agregado y su 
importancia industrial y en aquéllas que presentan compuestos con actividad biológica 
(Tabata,1977 y Balandrin y col., 1985). Loyola y col. (1990) presentan casos de cultivo de tejidos 
vegetales de plantas que producen metabolitos secundarios en cantidades similares o mayores que 
en la planta completa. No obstante, la mayor parte de esos sistemas tienen un valor comercial 
limitado, o bien no son competitivos con otras metodologías existentes. Tal es el caso de los 
farmacoqufmicos de importancia, como son los alcaloides ►norfínicos y glucósidos cardíacos, 
aceites esenciales y los pesticidas naturales. Estos últimos aún no se pueden producir por cultivo 
de tejidos vegetales en suspensión en niveles que se aproximen al que produce la planta y 
desafortunadamente esta metodología no es aplicable a todas la especies vegetales (Flores y col., 
1989). 

Sin embargo la perspectiva de desarrollar nuevos sistemas experimentales para el estudio del 
metabolismo secundario en los que se pueda relacionar la desdifcrenciación morfológica con la 
bioquímica para aquellos productos que puedan ser potencialmente utiles como fuentes potenciales 
de nuevos productos naturales, abren una atractiva área de investigación, particularmente en el 
desarrollo de nuevos agroquímicos. 
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En base a estos antecedentes, surge el interés por desarrollar a partir de las técnicas 
biotecnológicas un sistema para la producción de productos de interés sin destruir los recursos 
genéticos. La fígura 1 muestra las estrategias a seguir en el laboratorio de cultivo de tejidos 
vegetales para el uso sustentable de especies productoras de metabolitos de interés (Rublo y col. 
en preparación). 

El piquero, A es un compuesto al que se le han encontrado diversas actividades biológicas 
(tabla I), lo que le confiere tener una potencial aplicación tanto en el área de la medicina como en 
las actividades agrícolas pues se podría emplear como pesticida o como conservador de especies 
agrícolas en almacén y transporte. 

Por lo tanto, en el presente trabajo se propone establecer las condiciones de cultivo in vitro de la 
planta Piqueria utervia Cav para la obtención de piquero' A. Se analizó el efecto que sobre 
diversos explotes ejercen los reguladores de crecimiento a diferentes concentraciones adicionados 
al medio basal y probando dos condiciones ambientales de cultivo y así lograr la expresión del 
metabolito de interés en condiciones in vitro . 

TABLA 1 

APLICACIONES POTENCIALES DEL PIQUEROL A. 

• 1  3' 	k I 	_: 	, 	$ 	, ,1,  , 	4 
.9 j 2.fflid  Ihá,,, ,,,,,,. 

EFECTOAl 	e P . 	1 e ' A' 	o 	PARRA Y CO . 1981 
ACTIVIDAD MOLUSQUICIDA CRUZ REYES Y COL. 1989 
ACTIVIDAD 	ACARICIbA 	Boophilus 
micro plus 

GONZ-ArE= PARRA Y COL. 1991 

ACTIVIDAD CONTRA EL Tripanosoma cruza CASTRO Y COL. 1992 
ACTIVIDAD INSECTICIDA /IMENEZ Y COL. 1991 
ACTIVIDAD 	INHIBITORIA 	EN 	LA 
GERMINACION DE SEMILLAS Y RAICES 
DE ESPECIES DE INTERES ECONOMICO 

GONZALEZ DE LA PARRA Y COL. 1980 
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2. ANTECEDENTES 

2.1, Clasificación y distribución. 

La planta Piqueria trinervia Cav., pertenece a la familia Compositae, de la tribu Etipatorieae, es 
una herbácea la cual crece en poblaciones niás o menos puras y tiene una altura aproximada de 
1 ni. Es altamente ramificada con pocas hojas opuestas, estrechamente lanceoladas y acriminadas, 
con tres nervios bien visibles que es lo que caracteriza a la especie P. trinervia. La inflorescencia 
es cimosa, corimbosa y tiene cuatro flores blancas como cabezuela. 

Esta especie es nativa de México, América central y Haití. En México se encuentra ampliamente 
distribuida en diversos estados de la República, por lo cual es conocida popularmente con diversos 
sinónimos (Paray, 1953): 

- Hierba de San Nicolás (Valle de México y Jalisco). 
Hierba del tabartillo (Valle de México). 

- Hierba del perro (Chiapas). 
- Hierba del zopilote (Molango, Hidalgo). 

Xoxonitsal y Xoxonitztac (Mesa Central). 
- Tzotzoniztale (Morelos). 
- Cuimic (Tabasco y Michoacan) 
- Xexenitzal. 

Yoloxiltic.  
- Alta Reina (Taxco, Guerrero). 
- Empueshte (Otomí, México). 
- Caupopolchi (Teloloapan, Guerrero). 

Esta planta ha sido cultivada como planta ornamental, se utiliza en arreglos florales y los 
agricultores la conocen con el nombre erróneo de Stevia serrara. 
Crece en zonas templadas y tropicales de México, se le encuentra en lugares abiertos y soleados, 
raramente se localiza en los bosques sombreados. En el Valle de México se le encuentra a una 
altura de 2500 m de altitud. 

Florece abundantemente en los meses lluviosos de Julio a Octubre. Frecuentemente se encuentra 
esta especie como pionera de la sucesión secundaria que sigue al abandono de los campos 
agrícolas (Robinson., 1906 y Paray., 1953 ). 

2,2. PROPIEDADES MEDICINALES DE LA PLANTA Piqueria trinervia Cu. 

Paray (1953) describió que Piqueria trinervia Cav. era usada en la medicina popular para 
combatir el tifo y en tratamientos de cálculos biliares. Tradicionalmente se utiliza en varias 
regiones del país, como antimálarico, antipirético, antirreumático y contra el paludismo. En 
nuestros días se sigue usando para curar algunos de estos padecimientos. 
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2.3. ESTUDIOS FITOQUIMICOS DE Piqueria oinervia Car ., 
CONFIRMACION 1)E LA ESTRUCTURA QUIMICA DEL 
PIQUERO', A. 

Desde el siglo pasado Piqueria trinervia Cov. ha sido objeto de estudios sobre su composición 
química. En 1890 Gonzáles aisló una resina, un tinte, un aceite esencial, una goma y otras 
sustancias no determinadas incluyendo un compuesto que determinó como un alcaloide. 

Posteriormente en 1968, Bohlmann y Mero aislaron (-)alfa - santanal (1), un terpeno de bajo peso 
molecular. En 1978, Bohlmann y Suwita reportaron la presencia de compuestos terpenoides. 

Romo y col., (1970) aislaron el acetato de carquejilo (2) y dos monoterpenos diasteroisómeros 
llamados Piquero' A (3) y Piquero' B (4) de las partes aneas de la planta. Estos últimos se 
extrajeron de diferentes poblaciones de Piqueria 'Kumla Cav. 

En 1977 Bohlmann y Zuwita aislaron un terpeno con esqueleto similar al carquejilo ($a). Al 
mismo tiempo González y Jiménez,(1917) aislaron e hicieron el estudio químico del trinervinol 
(6), el cual tiene un sistema tricklico que se propuso con esqueleto del rosano. 

En 1981 R. Sangaiah y Krishna hicieron una revisión de la estructura asignada a otro monoterpeno 
aisladopor Bohlmann y Suwita realizando la síntesis de los éteres metílicos derivados del fenólico 
(510 y (5). 

En 1983 Jiménez y González establecieron la estructura química del trinervinol por datos 
espectroscópicos como el isopimara-8 (14)-en-3-b,15,16,17-tetraol (6) 

En 1983 Soriano y Jiménez por estudios de rayos X confirmaron la estructura molecular del 
• piquero! A y establecieron su estructura cristalina (7). 

En 1984 Rubio y Jiménez realizaron un estudio de la estructura electrónica del Piquerol A y 
Piquero! B, cuyo objetivo principal fué determinar la correlación de su estructura con las 
propiedades químicas y biológicas que manifiesta (8 y 9). 

En 1985 Chavarin y Jiménez realizaron modificaciones químicas al piquero! A por reacciones de 
esterificación y de eterificación y establecieron que se produce un cambio de conformación del 
anillo de seis miembros al sustituir los hidrógenos de los grupos hidroxilo por grupos más 
voluminosos. Finalmente un análisis más detallado de este comportamiento fue realizado por 
Jiménez y col. (1986) quienes establecieron la conformación preferida del piquero! A (9) y la de 
sus derivados. 
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2.4. ACTIVIDAD 13101,0GICA. 

La planta Piqueria ninervia Cm' crece aislada formando poblaciones más o menos puras, lo cual 
sugiere la posibilidad de que tenga acción alelopática al inhibir el crecimiento de ()tras especies a 
su alrededor. González de la Parra y col., (1981) describen los biocnsayos que hicieron para probar 
el efecto alelopático del Piquerol A y Piquerol 13, demostrando que inhiben la germinación de las 
semillas de especies que se desarrollan en las zonas en la que crece P. trinervia. Se probó esa 
actividad en semillas de 6 especies de pastos y el porcentaje de inhibición fue alto, del 50 al 100 % 
Las concentraciones de piquero' que se utilizaron fueron de 50,100,150 y 200 mg/1. En el mismo 
ensayo el piquero' A mostró ser más activo en la inhibición del crecimiento de raíces, mientras que 
el piquero' 13 tuvo un efecto inhibitorio en el crecimiento del tallo pero en las raíces fué nulo e 
incluso estimuló su desarrollo a muy bajas concentraciones. El extracto de la hoja causó una 
inhibición de 50 a 95 % en las radículas de las semillas probadas. 

De igual forma se probó la actividad inhibitoria del piquero' A (González de la Parra y col., 1980) 
en semillas de interés económico (frijol, maíz, trigo, pepino, rábano, acelga, col , nabo y cebolla) 
resultando que para todos los casos el piquerol A es un potente inhibidor de la germinación en una 
concentración de 100 ppm, además de presentar una actividad de tipo reversible, lo que indica que 
el piquero' A podría aplicarse como conservador en la latencia de las semillas lo cual sería útil 
para su almacenamiento y transporte. Igualmente el piquerol A inhibe la formación de raíces de 
cebollas (Taboada, 1989) y ajos (Rubluo 1. 1990) en concentraciones de 50 y 100 mg/I. Este efecto 
es de interés para la conservación de estas especies en almacén, como también para la 
conservación de germoplasma. 

En 1990 Cruz y col, determinaron que la H-ATP asa, enzima de interés en el sistema de transporte 
de las membranas del protoplasto y plasma era inhibida por el monoterpeno piquero' A y su 
derivado diacetato de piquero', pues el transporte y sistema enzimático localizado en la membrana 
celular puede ser un sitio posible de la acción de los productos naturales. Este efecto se probó con 
fracciones microsomales de Iponwea purpurea L. Los resultados mostraron que el porcentaje de 
inhibición radicular fue total con 50 ppm de diacetil piquero' y con piquero' A fué de 72.9 %. 

Cruz-Reyes y col. (1989) demostraron la acción del piquero' A como molusquicida, probándolo 
con 8 especies de caracoles pulmonados y se observó que a una concentración mínima de 5 ppm, 
el porcentaje de mortalidad fué de 60 - 100 % y a una concentración de 50 ppm todos los 
ejemplares murieron en un período de 24 hrs. Por lo que el piquero! A es considerado activo con el 
90 % de las especies, por lo que podemos decir que el piquerol A es un producto molusquicida de 
amplio espectro, ya que actúa sobre otros grupos de caracoles importantes, como son algunos 
limnacidos transmisores de faciola hepática y tambien sobre parásitos de peces, aves y otro 
húespedes gastrópodos de agua dulce transmisores de numerosas especies de tremátodos parásitos 
de peces , aves y otros húespedes vertebrados. 

Jiménez y col. en 1991 probaron la actividad insecticida del piquero' A en larvas de Spodoptera 
frugiperda (gusano cogollero del maíz), cuyo porcentaje de mortalidad fué de 73.3% en dosis de 
150 mg /4 ml. En larvas de Aedes aegypti (mosquito transmisor de la fiebre amarilla) en una 
concentración de 500 ppm causó el 100 % de mortalidad en 24 hrs., lo que motivo probarlo en 
larvas de Cales quinquefasciatus (mosquito doméstico) causando una mortalidad del 100 % en 
una dosis de 443 ppm en el tiempo de observación de 24 hrs. 
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González de la Parra y col. (1991) determinaron la actividad aearicida del piquerol A y piquerol 11 
en garrapatas de Boophilus microplus.. En México es el más común de los eetoparasitrts que causa 
serios problemas en el sector ganadero y por lo tanto en la economía del país. Los resultados de los 
bioensayos probaron que ambos piqueroles A y 11 previenen la ovoposición. La actividad acaric ida 
del piquero) A causa el 100 'Yo de mortalidad en larvas de garrapatas en una concentración de 300 
mg/m1., después de 3 dias de observación. Este efecto es similar al que se produce por la actividad 
acaricida de compuestos sintéticos organofosforados como coumaphos y diazinon. De igual 
manera Gonzáles de la Parra y col., probaron que la toxicidad de ambos piqueroles en el hombre 
es moderada. 

González de la Parra y col., en 1992, probaron el efecto inhibitorio del piquero' A sobre el 
crecimiento de epimastigotes de Tripanosoma cruzi agente causante de Tripanosomiasis 
americana ó enfermedad de Chagas, la cual afecta a millones de personas en América Latina y 
Asía. 
En el estudio in vitro de su posible inhibición de epimastigotes de T cruzi. se emplearon diferentes 
concentraciones de Piquero' A. El efecto inhibitorio se presentó en una concentración de 200 
mg/ml, en 4 dias de observación, estos datos de concentración son similares a los reportados para 
Ofloxacin (compuesto sintético) que inhibe el crecimiento de epimastigotes de T cruzi en un 
80 %. 
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2,5. Al'LICACION DE LA 1110TECNOLOGIA VEGETAL EN LA 
PRODUCCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS. 

biotecnología vegetal actualmente permite el cultivo in vitro de cualquier parte de la planta 
desde una célula simple basta un téjido u órgano bajo condiciones asépticas y controladas, lo cual 
induce al investigador a orientar las respuestas morfogéneticas deseadas ya sea hacia la 
regeneración de plantas ó maximizar la producción y acumulación de metabolitos secundarios. 

Entre las ventajas que hacen atractivo el cultivo de células vegetales para la obtención de 
metabolitos secundarios sobre los procedimientos tradicionales de cultivo cabe destacar lo 
siguiente: 

1.-Independencia de los factores ambientales, tales como clima, pestes, situación geográfica, etc. 
2.-Sistema de producción definido con mayores posibilidades de control (cuánto, cuándo y 

dónde). 
3.-Producción más consistente en cuanto a la calidad y rendimiento del producto. 
4.-Posibilidad de incrementar los rendimientos con respecto a los obtenidos por el cultivo de la 

planta completa. 
5.-Finalmente el de evitar la destrucción de poblaciones de plantas silvestres o cultivadas, 

permitiendo el desarrollo de sistemas sustentables de producción. 

Por lo tanto, la Biotecnología Vegetal permite establecer sistemas de producción estrictamente 
controlados debido al manejo de las condiciones de cultivo y dentro de los aspectos a considerar 
que son convenientes a revisar son: 

2.5.1. ORIGEN DEL EXPLANTE. 

Generalmente se considera que las células son totipotenciales, lo que quiere decir que cualquier 
célula debe poder producir las características de la planta madre en condiciones de cultivo 
apropiadas. Bajo este esquema se ha planteado por conveniencia el de iniciar los cultivos a partir 
de plantas con altos rendimientos. Sin embargo en la práctica los resultados reportados en diversos 
trabajos son contradictorios, aún en investigaciones de la misma especie. Por ejemplo Zcnk y col., 
1977 (Citado en Mantell, 1983) al estudiar la respuesta de Cataratuus roscas, observaron que 
plantas hiperproductoras produjeron cultivos con altos rendimientos, en contraste con Roller, 1978 
(Citado en Mentell, 1983) que no encontró relación alguna entre el contenido de serpentina en 
callos y el de las plantas de las que fueron originados. Sin embargo algunos reportes indican que 
bajo el principio de totipotencialidad cualquier parte de la planta, hojas, tallos, puntas ápicales, 
meristemos, etc., tienen un sistema de transporte o bien pueden ser el sitio de síntesis de 
metabolitos secundarios, por lo tanto es recomendable tornar como explante aquél que produzca 
una mayor cantidad del producto deseado. 

2.5.2. FACTORES NUTRICIONALES. 

El éxito de los métodos de cultivo in vitro es debido entre otros factores al mejor entendimiento de 
los requerimientos nutricionales de las células vegetales. Para satisfacer los requerimientos 
nutricionales de células cultivadas in vitro es necesario suministrarle cada uno de los componentes 
orgánicos e inorgánicos que requieren, factores que se discuten a continuación. 
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a).- MEDIO DE CULTIVO 

Las condiciones de cultivo tanto físicas como (mímicas pueden ser manipuladas con el fin de 
permitir la expresión del metabolismo secundado de las plantas. Entre las condiciones químicas el 
principal factor involucrado para la obtención y expresión de metabolitos secundarios es el medio 
de cultivo y se clasifican en medios de crecimiento celular y medios de mantenimiento los cuales 
influyen en la síntesis del producto, ya que la formulación del medio no solamente afecta la 
iniciación del cultivo, sino también la velocidad de crecimiento en mininos de productividad. 

Los principales componentes del medio del cultivo son: 

a). Macronntrientes (N, P, K, Ca, Mg y S) 
b). Micronutrientes (Fe, Mn, Zn,13, Cu, Mo y Co) 
e). Fuente de carbono (sacarosa, glucosa, etc.) 
d). Fuente de nitrógeno (NO3, N114, glutamato) 
e). Vitaminas y aminoácidos (tiamina y glicina, básicamente). 

Para mantener un medio adecuado de cultivo de células el cual determinará la velocidad de la 
división celular es necesario agregar reguladores de crecimiento (George and Serrington, 1984), 

b).- MACRO Y MICRONUTRIENTES. 

El efecto de nutrientes empleados en el medio de cultivo asociados al crecimiento celular tanto del 
metabolismo primario como el secundario ha sido revisado por Dougall en 1980 (citado por 
Mantel', 1983) y considera principalmente a los siguientes: 

1).1) Fuente de nitrógeno, , Se ha reportado que la cantidad de nitrógeno (1\1H4+ y NO3-) afecta 
la síntesis del metabolismo secundario, pero no hay un patrón consistente que emerja. Entre las 
diferentes fuentes de nitrógeno a varias concentraciones se ha utilizado una gran variedad de 
fuentes de nitrógeno en el medio de cultivo de células vegetales, desde fuentes inorgánicas como 
nitrato y amonio hasta una variedad de aminoácidos y mezclas complejas de éstos. Por ejemplo; la 
relación amonio/nitrato en el medio M9 para la producción de shikonina es 0/6.7, si ésta se cambia 
a 1/6.7, la síntesis disminuye más del 90 % sin afectar el crecimiento celular (Yazaki y col., 
1987). 

Figueiredo y col, (1991) consideran que la cantidad de nitrógeno en el medio es determinante en 
la producción de metabolitos secundarios y que la cantidad de amonio en el medio, en algunos 
casos puede ser tóxico para las células. Durzan y col., (1987) informan que en los cultivos de 
células en suspensión que crecen en un medio que contiene NH4 y NO3 como fuente de nitrógeno, 
la velocidad de absorción de amonio y nitrato depende de la concentración de potasio en el medio 
y determinan que a bajas cantidades de potasio hay una absorción más reducida de NO3-  y N1-14+. 

b.2) Fuente de fosfatos.- Se ha reportado que la concentración de fosfato suministrado al medio 
de cultivo tiene un efecto en la formación de metabolitos secundarios, ya que el fosfato es 
asimilable durante los primeros días del ciclo de crecimiento, en donde inicialmente es 
almacenado en las vacuolas y posteriormente es distribuido para la división celular (Ukaji y col, 
1987). 
Knobloch y Berlin (1981 y 1983) al trabajar con cultivos de Catarantus roseus y Nicotiana 
tabacunt, mostraron que bajos niveles de fosfatos en el medio de inducción incrementan la 
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producción de metabolitos secundarios, aumentando la n'iota:urna, alcaloides indólicos, nicotina y 
fenoles. Recientemente se encontró que al incrementar la concentración de los( ato se induce y 
eleva la síntesis de antraquinona en Guayule yerran (Strohel y col, 1990), mientras que el 
contenido de antocianinas no es afectado por la concentración de fosfato en E. millü (Yama moto 
y col., 1989). 
Por otro lado, se ha sugerido que el efecto general de usar bajos niveles de fosfatos, para la 
biosíntesis de metabolitos secundarios, pueden tener como resultado una disminución de las pozas 
de fosfato internas y este efecto baja la carga energética celular y desreprime la síntesis enzimática 
de los metabolitos secundarios (Loyola, 1990). Aunqu también hay reportes que indican el efecto 
contrario, por ejemplo Matsumoto y Obi (1982) (Citado por Loyola, 1990) muestran que al 
incrementar tres veces la concentración de fosfato en cultivos de C. roseta se presentó un 
aumento en el crecimiento celular y contenido de digitoxina. 

b.3) Fuente de carbono.- De forma general se ha demostrado que la naturaleza y la calidad de la 
fuente de carbono afectan el rendimiento del producto y de forma particular, el incremento en los 
niveles de sacarosa tienden a mejorar la síntesis del producto. Las mejores fuentes de carbono 
usadas son: sacarosa, glucosa, fructosa, lactosa, manosa y almidón (George and Sherrington, 
1984). 
En 1987, Smith y col. mostraron que el contenido de catarantina aumenta en presencia de sacarosa 
y se incrementa al doble con lactosa, esto también se presenta con la producción de antocianina en 
Daucus carota donde hay un ligero aumento en presencia con sacarosa y lactosa. Sin embargo, 
hay casos donde no se produce ningún cambio en el contenido del metabolito, como es el caso de 
Digitalis puipurea en donde en presencia de sacarosa, glucosa y arabinosa se. encontró la misma 
cantidad de digitoxina (Hagimori y col.1982). 
Otro caso donde el nivel de concentración de sacarosa es determinante para la producción celular 
es en los cultivos de Manea millefolium, pues altas concentraciones de sacarosa dan buen 
rendimiento de biomasa al inicio del cultivo pero disminuye progresivamente después de varios 
subcultivos (Figueiredo y col ,1991). Finalmente, l3attat y col. (1989) mencionan que, altos niveles 
de sacarosa promueven la producción de fenoles. 

2.5.3. REGULADORES DE CRECIMIENTO. 

Se sabe que los reguladores de crecimiento tienen un efecto sobre el metabolismo primario y 
secundario de las plantas, por lo que la gran mayoría de los cultivos celulares presentan un 
requerimiento absoluto de ellos. Una gran cantidad de estudios muestran que tanto los reguladores 
de crecimiento de tipo auxínico como el de tipo de citocininas y su concentración intervienen tanto 
en la diferenciación en el crecimiento de cultivos celulares corno en la acumulación ó producción 
del metabolito. (Loyola, 1991). 

El efecto de la auxina en la síntesis de metabolitos secundarios ha sido investigado en numerosas 
especies. En general el AIA, la auxilia natural, parece ser la más favorable en la síntesis y 
acumulación de productos secundarios (Kim y Chang, 1990) que ANA y 2,4-D, auxinas sínteticas. 

Sin embargo, un gran número de especies cultivadas in vitro tales como Catharantus roseta 
(Merillon y col.,1986), Nicotiana tabacum (Sahai y Shuler, 1984), Lythospertnutt erythorizon 
(Hoekstra y col.,1990) entre otras sintetizan altas cantidades de metabolito secundario cuando son 
expuestas a bajas concentraciones de 2,4-D. 

En casos excepcionales, el tipo de auxina y su concentración en el medio se ha reportado que 
pueden tener o no efecto en la producción de metabolitos secundarios y por consecuencia se 
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considera que otros son los factores que limitan la biosíntesis o bien, da como resultado la 
morfogénesis. Esto se observó en cultivos de S,.opioin pací:llora (Tabata, 1972 ; George y 
Sherringion, 1984). 

Las citocininas (un grupo de reguladores de crecimiento diferentes a las ¿minas) manifiestan un 
electo diferencial, dependiendo del metabolito y el origen de la línea celular (Constabel, Stiyhik y 
Gamborg (1971), citado en Vasil 1987) George y Sherrinton (1984) reportan que un nivel 
ligeramente elevado de cinetina tiene un efecto estimulante sobre la producción de antocianina en 
cultivos de Scopotia //mima. En contraste, Sitio y Otha (1973) encontraron que niveles elevados 
de cinetina suprimen totalmente la síntesis de alcaloides en cultivos de N. tabacurn. Sahai y col. 
(1984) mencionan que la cinetina incrementa los polifenoles en callos de N. !abuelo'', pues 
estimula la formación de lignina en los callos, además informan que la cinetina tiene una punción 
importante pues facilita el balance entre la división celular y la producción. Sin embargo 
Kinnersley y Dougall (1980) demuestran que con altos niveles de citocinina endógena se producen 
agregados celulares y hay una inhibición en la acumulación de antocianina que esta relacionada al 
tamaño de los agregados. 

En otros estudios las auxilias son aplicadas en combinación con las citocininas en los cultivos y su 
efecto es limitado para el metabolismo secundario pues ~bien se consideran los niveles 
endógenos de ambos reguladores de. crecimiento contenidos en la planta. Un ejemplo de ello son 
los cultivos de Solarium aoiculare en donde se establecieron los niveles de concentración de 
auxina-citocinina en el medio para la producción de células en suspensión y obtención de 
esteroides (Manten, 1983). 

También se ha argumentado que la asociación célula-célula y la producción de características 
morfológicas diferentes pueden jugar (junto con la actividad de los reguladores de crecimiento) 
una parte clave en el desarrollo de sistemas que sinteticen metabolitos secundarios (Lindsey y 
Peonan, 1983). 

Los datos que indiquen un efecto claro de los reguladores de crecimiento sobre la síntesis de 
metabolitos secundarios son escasos. Existen varios problemas en esta área primero la 
concentración efectiva del regulador de crecimiento en las células vegetales está por debajo de los 
límites de detección. Otro problema es que hay pocos datos disponibles que indiquen el destino del 
regulador, una vez que se ha aplicado al medio en los cultivos celulares. Finalmente está la 
ausencia de un modelo bioquímico de acción de los reguladores de crecimiento. Esto indica que 
hay una necesidad urgente de tener una mejor comprensión de la bioquímica de la acción de los 
reguladores de crecimiento para futuras manipulaciones para que no se realice de manera empírica 
(Loyola y col.,1990). 

23.4. OXIDACION 

La oxidación es un problema que presentan algunas especies, particularmente las especies 
tropicales en cultivo in vitro. Tanto los explantes como los tejidos celulares adquieren un aspecto 
café o negro que inhibe el crecimiento celular y finalmente mueren. La oxidación es más severa en 
especies que contienen altos niveles de taninos o hidroxifenoles, en explantes obtenidos de 
plántulas maduras o bien por la presencia de elevados niveles de auxina en el medio (Robechauit y 
Martín, 1976, citado en George y Sherrington, 1984).También ocurre por la reacción entre las 
enzimas oxidativas tales corno la polifenoloxidasas, tirosinasas, sustratos de tirosina y o-
hidroxifenol como el ácido clorogénico. Estas generalmente se encuentran en diferentes 
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compartimientos dentro de la célula y ésta al ser seccionada se liberan dichas sustancias 
provocando la oxidación y toxicidad del tejido. Esto probablemente se debe a los enlaces 
reversibles de hidrógeno en las proteínas, donde los fenoles son oxidados a compuestos quinónicos 
activos, los cuales se ciclizan y polimerizan y las proteínas ya oxidadas forman compuestos 
melanínicos (Gorge y Sherrinton, op.cit.). 

El control de la oxidación en los explantes bien puede hacerse removiendo los compuestos 
fenólicos producidos mediante un pretratainiento de las semillas o explantes sumergiendo estos 
últimos en agua y agitación continua de tal forma que se puedan remover e inhibir los compuestos 
fenólicos, o bien transfiriendo los explantes o la biomasa dañada por el efecto de oxidación en un 
intervalo de 3 o 4 semanas a medio fresco adicionado de antioxidantes como ácido ascórbico o 
ácido cítríco, en una concentración de 100 mg/l, los cuales reducen la actividad de la peroxidasa 
(Standard y col.,1990. Citado en Herman, 1991). Se puede emplear poli vinilpirrolidona en una 
concentración de 0.2 a 2.0 %, para inhibir la formación de polifenoles y taninos en los cultivos 
(Gorge y Sherrinton, 1984), También se ha empleado nor-leucina para controlar la oxidación, 
Barnum y Meyer (1983), la utilizaron para evitar la oxidación en cultivos de células de tabaco, 
logrando suprimir la actividad de la catecoloxidasa, causante de la oxidación celular y su 
inhibición en el crecimiento. 

Finalmente cabe señalar que de acuerdo con Standard y Romani (1990), los antioxidantes pueden 
influenciar positiva ó negativamente en los cultivos dependiendo del tiempo de aplicación de 
éstos, 

De igual forma se ha observado que la oxidación de los cultivos se incrementa por la influencia de 
la luz, por lo que se recomienda que una forma de evitar la inhibición de crecimiento y muerte 
celular de los explantes afectados es reduciendo la intensidad de luz o colocarlos en oscuridad total 
(Herman, 1991). 

Estas formas de evitar o prevenir la oxidación in vitro no siempre son aplicables ni efectivas en 
todas las especies y en algunas plantas este problema puede ser más grave. 

2,5.6. EFECTO DE LA LUZ. 

De acuerdo a la literatura consultada es evidente que la producción de inetabolitos secundarios de 
cultivos en suspensión se ve influenciada por la calidad e intensidad de la luz, o bien, cultivos 
celulares que son expuestos a oscuridad total, la cual es requerida para la expresión de la 
biosintésis y crecimiento celular. 
Norton y col., 1991 muestran que la luz tiene un efecto marcado en la formación de la goma de 
guayule en los callos, que si éstos son expuestos en oscuridad. En contraste con Figuciredo y col., 
1991 quienes reportan que la oscuridad total promueve el crecimiento de los cultivos en 
suspensión de Adtillea millefolitan, con un alto grado de diferenciación celular y menos oxidación 
que los cultivos mantenidos en fotoperiodo. Sin embargo, Goleniowski y col. (1992) demuestran 
que en cultivos de Ambrosio tenuifolia, no hay diferencias significativas en la producción de 
lactonas sesquiterpénicas si los cultivos de células en suspensión se encuentran expuestos a una 
intensidad luminosa o en obscuridad. 

Existen cultivos que son crecidos inicialmente en oscuridad total y posteriormente son puestos en 
condiciones de intensidad luminosa constante o bajo la irradiación de luz ultravioleta y éstos 
incrementan la producción de tnetabolitos secundarios. Un ejemplo es en la producción de 
antocianina en cultivos de células en suspensión de Centaurea cianus (Takeda y col., 1991). 
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2.5.7. SISTEMAS DE CUIXIVO DE TEJIDOS VEGETALES PARA 
LA OBTENCION DE METABOL1TOS SECUNDARIOS 
(ESTABLECIMIENTO Y DESARROLLO DEL CULTIVO). 

Para la obtención de metabolitos secundarios, la primera expresión de crecimiento es un callo 
(agregados celulares, los cuales crecen de forma desorganizada de cualquier parte de la planta) que 
sugiere que éste no corresponde a un tejido totalmente desdiferenciado si no que persisten 
mecanismos de regulación inherentes al tejido que le dió origen (Street, 1977) 

El cultivo de callos permite una proliferación continua que hace posible la repetición de ciclos de 
selección de células y del subcultivo de éstas con el contenido enriquecido del metabolito de 
interés. Esto es posible lograrlo por un proceso controlado de nutrientes en el medio de cultivo, los 
reguladores de crecimiento y la manipulación de los parámetros del medio ambiente. 

Generalmente el callo tarda de 3 a 8 semanas para alcanzar un tamaño suficiente dependiendo de 
la expresión genética del tejido en particular y de las cantidades relativas del regulador de 
crecimiento. También depende de la velocidad de crecimiento de la diferenciación celular. Una 
vez que se establece el cultivo se evalua el crecimiento celular y se caracteriza el cultivo, mediante 
curvas o cinéticas de crecimiento, las cuales siguen el mismo comportamiento de las curvas de 
crecimiento bacterianas y constan de las siguientes etapas: 

1. Inducción. El inóculo inicia su crecimiento (en número y tamaño, fase lag). 
2. Proliferación celular. Se incrementa la masa celular (fase exponencial). 
3. Inducción de la desdiferenciación celular (fase estacionaria). 
4. Envejecimiento y pérdida de la capacidad de crecimiento acelerado (fase de 

desaceleración). 

Para obtener un cultivo de células en suspensión, el callo formado se transfiere a un medio líquido, 
el cual se coloca en agitación a bajas revoluciones aproximadamente entre 80 a 120, rpm estos 
cultivos consisten en agregados celulares de 2 ó más células y de células individuales y su 
crecimiento se ve influenciado por un intercambio gaseoso promovido por agitación. (Figueiredo y 
col., 1991). 

A partir de los cultivos de células en suspensión es posible una recuperación fácil de los 
metabolitos sintetizados ya que éstos se acumulan en las vacuolas de las células en lugar de ser 
expulsados al medio de cultivo (Dodds y Roberts,l982). Sin embargo reportes recientes indican 
que algunos metabolitos son excretados al medio de cultivo si se modifica el pH del mismo, lo que 
le hace ser un sistema con un mejor rendimiento y fácil de manejar (Wagner y col., 1991). 

La mayoría de los cultivos en suspensión alcanzan su máxima densidad celular entre 18 y 25 dias, 
aunque existen cultivos activos que entre 6 y 9 dias llegan a esa fase e igualmente hay cultivos 
lentos donde esta etapa se alarga más. Por lo tanto, los rendimientos obtenidos en cuanto a la 
producción de biomasa son variables. Esto se debe principalmente al régimen del cultivo, (lo que 
incluye la formulación de nutrientes en el medio, los reguladores de crecimiento, etc.) que mejore 
el crecimiento celular, la velocidad de división y los niveles de síntesis de metabolitos 
secundarios. En lo que se refiere a esto último, existen reportes donde se menciona que la síntesis 
de metabolitos está tipicamente disociada del crecimiento celular. (Figueiredo y col., 1991). 
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El crecimiento celular puede expresarse cuantitativamente como: 

I. Peso fresco ó Peso seco. 
2. El adinero de células por unidad de volumen 
3. Contenido de proteína o DNA. 
4. Viabilidad celular. 
5. Indice mitótico. 
6. Conductividad del medio de cultivo. 
7. Componentes del medio, ejemplo: Carbohidratos, nitrato o fosfato. 

Estos parámetros estan relacionados por cambios del metabolismo celular en el crecimiento 
(Street, 1977 y Dodds, 1982). 

2.5.14). RENDIMIENTO DEL PRODUCTO Y MEJORAMIENTO DEL 
SISTEMA DE PRODUCCION. 

Esta es una de las facetas más importantes en el desarrollo de un proceso biotecnológico, donde el 
producto debe presentar ventajas en términos de concentración y productividad, comparado con 
los sistemas de producción tradicionales. 

En los reportes sobre cultivos de células en suspensión para la producción de metabolitos 
secundarios deseados no se han podido definir claramente las condiciones de cultivo para su 
desarrollo, pues en algunas especies es necesario que existan asociaciones morfológicas en donde; 
a) El desarrollo del tejido u órgano es, hasta el momento un requerimiento absoluto. b) donde el 
cultivo se caracteriza, por algun grado de diferenciación celular y e) donde no se presentan señales 
aparentes de desarrollo o diferenciación y el cultivo tiene la apariencia de un grupo de células 
meristemáticas. A pesar de ello, se está avanzando de forma acelerada, dado que cuando es 
necesario cierto nivel de organización para que la síntesis del metabolito se presente se pueden 
emplear cultivos de órganos, como es el caso de cultivo de raices. O bien, crear sistemas de 
células vegetales inmovilizadas. La optimización del medio a travéz de la manipulación de los 
nutrientes, los reguladores de crecimiento en niveles óptimos y la adición de preculsores ( como 
elicitores fóngicos ó enzimas entre otros) son estrategias para aumentar los rendimientos (Loyola y 
col. 1994). 

La selección del sistema apropiado consiste primero en tener una población con altos rendimientos 
del producto y desarrollar estrategias para lograr, mediante el uso de herramientas biotecnológicas, 
incrementar la producción como se muestra en la flora 1 (Rubluo y col., en preparación). 
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El crecimiento celular puede expresarse cuantitativamente como: 

I . Peso fresco ó Peso seco. 
2. El número de células por unidad de volumen 
3. Contenido de proteína o DNA. 
4. Viabilidad celular. 
5. Indice mitótico. 
6. Conductividad del medio de cultivo. 
7. Componentes del medio, ejemplo: Carbohidratos, nitrato o fosfato. 

Estos parámetros estan relacionados por cambios del metabolismo celular en el crecimiento 
(Street, 1977 y Dodds, 1982). 

2.5.7.a). RENDIMIENTO DEL PRODUCTO Y MEJORAMIENTO DEL 
SISTEMA DE PRODUCCION. 

Esta es una de las facetas más importantes en el desarrollo de un proceso biotecnológico, donde el 
producto debe presentar ventajas en términos de concentración y productividad, comparado con 
los sistemas de producción tradicionales. 

En los reportes sobre cultivos de células en suspensión para la producción de metabolitos 
secundarios deseados no se han podido definir claramente las condiciones de cultivo para su 
desarrollo, pues en algunas especies es necesario que existan asociaciones morfológicas en donde; 
a) El desarrollo del tejido u órgano es, hasta el momento un requerimiento absoluto. b) donde el 
cultivo se caracteriza, por algun grado de diferenciación celular y c) donde no se presentan señales 
aparentes de desarrollo o diferenciación y el cultivo tiene la apariencia de un grupo de células 
meristentáticas. A pesar de ello, se está avanzando de forma acelerada, dado que cuando es 
necesario cierto nivel de organización para que la síntesis del metabolito se presente se pueden 
emplear cultivos de órganos, como es el caso de cultivo de raices. O bien, crear sistemas de 
células vegetales inmovilizadas. La optimización del medio a travéz de la manipulación de los 
nutrientes, los reguladores de crecimiento en niveles óptimos y la adición de preculsores ( como 
elicitores fóngicos ó enzimas entre otros) son estrategias para aumentar los rendimientos (Loyola y 
col. 1994). 

La selección del sistema apropiado consiste primero en tener una población con altos rendimientos 
del producto y desarrollar estrategias para lograr, mediante el uso de herramientas biotecnológicas, 
incrementar la producción como se muestra en la figura 1 (Rubluo y col., en preparación). 
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2.6.• ESTUDIOS BIOTECNOLOGICOS DE LA FAMILIA COMPOSITAE. 

Numerosas compuestas poseen un gran valor económico, destacan las que sirven para la 
extracción de aceites coméstibles como Carthamus tinctorius (cártamo), Ildianthus annuns 
(girasol), o las comestibles Cichorium endivia (escarda), Cichorium inivhus (achicoria), Cynara 
sco/yrnus (alcachofa), /aclueca sativa (lechuga), etc., y en otros casos las ornamentales, Dahiür 
y/4 Ct yranthemuna spp., Gazania spp., Sondo spp., etc. (Itzedowski, 1972). 

La importancia en la industria de la familia Compositae COMO fuente de metabolitos secundarios 
de interés comercial es grande ya que se emplean como saborizaroes, en las fragancias, en Jos 
fármacos y como pesticidas (Tabla 2) los cuales han sido reconocidos desde hace ya varias 
decadas (Warner, 1977). Actualmente se han incrementado el número de investigaciones de 
nuevos compuestos activos de algunos miembros de la familia. Sin embargo en biotecnología 
vegetal existe una escasa información en la producción de metabolitos secundarios, La tabla 2 
muestra algunos ejemplos. En el caso de la planta Piqueria, estudios in vitro a la fecha no se han 
reportado. 	 • 

Hasta donde sabemos, la especie Piqueria irinervia Cav. no ha sido explorada por las 
herramientas de la biotecnología vegetal y si consideramos el potencial biológico de esta especie y 
en particular sus actividades biológicas, el piquero! A podría colocarse en el mercado como un 
posible agroquímico de origen natural, Esto pondría a la planta en peligro de extinción ya que para 
la extracción de piquerol A por métodos fitoquímicos convencionales se requeriría de 9.7 
toneladas de planta para obtener un kilogramo de piquero] A (Jiménez, comunicación personal). 
Por lo tanto, es necesario crear estrategias para satisfacer una posible demanda en el mercado de 
agroquímicos y a la vez de preservar el recurso genético. 

En base a ésto en el presente trabajo se trata de establecer las condiciones de cultivo de tejidos 
vegetales (callo y células en suspensión) de diversos explantes de la especie Piqueria trinervia 
Caz, para la producción de piquero] A. 
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TABLA 2 

COMPUESTOS ACTIVOS OBTENIDOS IN VITRO DE ALGUNAS 
COMPUESTAS 

"77-6-“Fre 
lEclinacen purpurea 

. 	-Y o IIES e L 	u: Vitro I? 'FE h CI S 
Polisacaridos con acti- 

vidad inmunológica 
Células en suspensión Wagner y col. (1988) 

Carthamus tinctorium ---iiraWcoferol Células en suspensión Gany col. 1990 
7agetes pautula Tiofenos .  hairy roots I3uiteaar y col 1991 
Atractyloides 
macrocephala 

Aceites esenciales Células en suspensión Chen y col. 1991 

Taxacum officinale Aceites esenciales Células en suseensión Hooky col. 1991 
C'entaurea cyanus Antocianina Células en suspensión Kakegawa y ciriOr- 

Pharrheniimi 
argentatum 

Hule Callo Norton y col. 1991 

Arnica montana Pol-isacaridos con acti- 
vidad inmunológica 

Células en suspensión Trautman y co1.1991 

Stevia rebaudiana Esteliiosidos Células en suspensión Streidner y co .gil 
Achinen miliefolium Aceites esenciales Células en suspensión Figueiredo y col. 1991 
Artemisia annua L Flavonoides Células en suspensión Chiung-S. y col. 1992 
Ambrosio tenuifolia Lactonas 

sesquiterpenicas 
Callo Goleniowski y col. 

1992 
Artemisia annua L titosterol y Ac. 

arteanuico 
Células en suspensión Km y col, 1992 

Artemisia absinthitun Aceites esenciales Hairy roots Kennedy y col. 1993 
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3. OBJETIVOS. 

1. Establecer las condiciones de cultivo in vitro de diversos explantes 
(hojas, entrenudos y secciones de raices jóvenes) para la indución de 
callo y células en suspensión de la planta Piquerio trinervia Cav. 
Evaluando los siguientes parámetros: 

a). medio nutritivo. 
b). reguladores de crecimiento y su concentración. 
e). condiciones ambientales de cultivo.. 

2. Cuantificación de piquero! A en las diversas respuestas de cultivo 
in vitro, a los tratamientos experimentales. 
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL, 

4.1. MATERIAL 1110LOGICO. 

En la presente investigación se utilizaron semillas de Piqueria trinervia Can., las cuales se 
recolectaron sobre la carretera al Ajusco, km 12 de México D.F., en octubre de 1989. 
Parte de este lote de semillas se almacenó en un sobre de papel inimila para disponer de forma 
continua del material. 

4.2, MATERIALES Y METODOS 

4.2.a, Desinfestación y germinacion de las semillas. 

La mayoría de las plantas se encuentran normalmente. contaminadas por microorganismos que no 
son patogénicos en condiciones normales. Sin embargo al estar expuestos en un medio 
enriquecido, el crecimiento de los microorganismos es acelerado a un grado tal que puede limitar 
el desarrollo de células vegetales. Debido a ésto, se prefiere emplear como fuente de material 
vegetativo a plántulas obtenidas de semillas germinadas bajo condiciones asépticas. Las técnicas y 
los productos utilizados para la desinfestación superficial de las semillas, varían de acuerdo a las 
condiciones en que se. desarrolla la planta y a la disponibilidad de los desinfectantes. Diversos 
compuestos químicos han sido utilizados para la desinfestación, como las soluciones de 
blanqueadores comerciales a base de hipoclorito de sodio (Villegas, 1985). 

Para efectuar la germinación de las semillas en condiciones de asepsia, éstas fueron sometidas a 
diferentes tratamientos con una solución de eloralex comercial en distintas concentraciones (5 a 30 
%, v/v) e intervalos de tiempo (10 a 20 minutos) en agitación contínua, como se indica en la 
tabla 3. 

TABLA 3. TRATAMIENTOS DE DESINFESTACION DE LAS SEMILLAS DE 
Piqueria !duenda Cay. 

:19 .1.81 o $ 

I 5 20 
2 10 20 
3 15--  15 
4 20 15 
5 30 10 	— 
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5 
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Las semillas siempre fueron enjuagadas 4 o 5 veces con agua destilada estéril hasta eliminar el 
exceso de cloro. 13ajo condiciones asépticas, en una campana de flujo laminar previamente 
desinfectada con alcohol etílico industrial al 96 pió y en el área estéril proporcionada por la flama 
del mechero Bunsen se sembraron las semillas desinfestadas en frascos gerber de 120 ml que 
contenian medio banal MS (Murashige y Skoog; 1962) en un volumen de 30 ml por cada uno. Se 
colocaron 5 semillas por frasco, con un número de frascos de 5 por tratamiento y un total de 25 
semillas. 

Todos los frascos se incubaron a 27 ± 10C. en fomperiodo de 16 hrs, una intensidad luminosa de 
2000 lux y 8 hrs oscuridad. 

4.3. Medios de cultivo. 

4.3.a.- Composición y preparación. 

Los medios de cultivo empleados fueron los de Murashige y Skoog (1962) y Knudson C (1946), 
denominados MS Y KC respectivamente (Anexo 1). 

Los medios de cultivo fueron suplementados con los reguladores de crecimiento ácido 2,4-
dielorofenoxiacético (2,4•D), cinetina (K) y ácido 4-clorofenoxiacético (4-CPA), en diferentes 
concentraciones, como se muestra en la tablas 4 y 5. 

TABLA 4. CONCENTRACION DE LOS REGULADORES DE CRECIMIENTO 
ADICIONADOS A LOS MEDIOS : MS Y KC EN LOS QUE SE 
DESARROLLARON LOS EXPLANTES HOJA, ENTRENUDO, RAIZ 
Y BIOMASA DE PIQUERIA TRINERVIA CAV. 

,FRATAIWIENTo  ReGULADORES DE CRECIMIEN1OM40),  
lC 	2,4  

o  
6---- 	 1 
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TABLA 5. CONCEN'I'RACION DE LOS REGULADORES DE 
CRECIMIENTOEN MEDIO MS EN LAS QUE SE 
DESARROLLARON LOS CALLOS DE ENTRENUDO. 

TRATAMIENTO REGULADORES DE CRECIMIENTO (cng/1) 
---T . 

1 K 2.0 
2 

----S------  
2,4.1) 

----VI-J-1Y---  
0.5 

.-------U-5------  - -- - 
4 — E : 4-CPA 2:1.0 
5 E : 4-CPA .  2.2 O . 

Los medios se prepararon de la siguiente forma: en una parrilla de agitación se colocó un vaso de 
precipitados con un volumen de agua destilada de aproximadamente igual al 50 % del volumen 
final del medio de cultivo. Se adicionaron primero las soluciones stock de macro y 
micrormtrientes, posteriormente se adicionaron los reguladores de crecimiento de acuerdo a las 
tablas 4 y 5. Se incorporó la sacarosa (3 %) y cuando ésta se disolvió, se llevó a un volumen 
determina' do con agua destilada, el 1)11 se ajustó a 5.6 ó 5.7 y finalmente se agregó el agar (8 gril). 
El medio de cultivo ya preparado se vació en frascos gerber de 120 mi, agregando 30 ml de medio 

nutritivo a cada uno. Estos se esterilizaron en un autoclave a 2111)/pug.2  de presión, I 2I°C por 15 
minutos. 

En los experimentos de cultivo en suspensión se emplearon matraces de 125 ml y el medio de 
cultivo se preparó en la forma antes descrita, omitiendo la adición del agar. 

Para la recuperación de callo oxidado se emplearon corno antioxidantes ácido ascórbico y nor-
leucina en una concentración de 100 mg/I, que se adicionaron al medio de cultivo, 

4.4.. Disección de los explantes y método de siembra. 

Se tomaron de las plántulas germinadas in vitro los siguientes explantes : 

Hojas de 2 y 4 meses de edad de aproximadamente 0,5 a 1.0 cm de longitud eliminando hojas de 
los extremos terminales. 

Secciones de tallo (entrenudo) de 2 meses de edad, se disectaron fragmentos de 0.5 y 1.0 cm. de 
longitud, evitando cortar zonas de yemas axilares. 

Secciones de raíces de 2 meses de edad de la plántula de 1.0 cm de longitud. 

La siembra de los explantes se realizó en el área estéril de una campana de flujo laminar, se 
introdujo el material requerido para la siembra de los explantes que constó de frascos con 30 ml 
medio de cultivo adicionado de los reguladores de crecimiento de acuerdo a la tabla 4, cajas petri 
previamente esterilizadas y de instrumental; se utilizaron navajas de acero inoxidable, bisturí y 
pinzas. las cuales se sumergieron en un frasco que contenía etanol al 96 %. Antes de su utilización 
se llamearon y se dejaron enfriar en agua destilada estéril. 
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La disección de los explantes se realizó sobre las cajas petri estériles, colorando 5 explantes por 
cada fiasco con un número de repciición de 5 por tratamiento. 

4.5. • Condiciones de Cultivo, 

Se emplearon 2 condkiones ambientales para crecer los cultivos. 

I). A 27 ± 2 °C. En fotoperiodo (16 lir luz, 2000 lux de intensidad luminosa y 8 hrs. 
oscuridad). 

7). A 27 2 °C y en oscuridad. 

Para lograr esta segunda condición, los fiascos se cubrieron con papel aluminio y 
se mantuvieron en cajas cerradas para evitar la filtración de la luz. 

4.6. INDUCCION Y ESTABLECIMIENTO DE CALLO Y CELULAS EN 
SUSPENSION. 

4.6.a. Determinación de las condiciones de cultivo in vitro para la obtención de callo,. 

Con el fin de establecer las condiciones de cultivo in vitro de callo y células en suspensión de la 
planta Piqueria trinervia Cav., para la producción de piquerol A, se emplearon 3 tipos de: 
explantes : Hojas, entrenudos y secciones de raíz de plántulas de 2 a 4 meses de edad y se 
sembraron en medio de cultivo MS adicionado de los reguladores de crecimiento como se muestra 
en la tabla 4. Los explantes se cultivaron en las condiciones ambientales de cultivo de fotoperiodo 
y oscuridad. 

Inicialmente para la inducción de callo se realizaron 6 experimentos. Cada experimento se formó 
de 16 tratamientos cada uno con 5 repeticiones (frascos) y con 5 explantes por cada frasco. Se 
emplearon un total de 400 explantes por cada experimento. En el diseño del tratamiento hormonal, 
los reguladores de crecimiento se utilizaron de tal manera que. hubiera una auxina y una citocinina 
o bien una de ellas produciéndose así todas las posibles combinaciones entre los niveles de las 
concentraciones de los reguladores de crecimiento. Lo mencionado con anterioridad en términos 
estadísticos se refiere a un diseño de tratamiento factorial 4x4, completo y balanceado (Cochran y 
Cox., 1990). 

En base a los resultados obtenidos de estos primeros experimentos, se realizaron otros más para 
determinar las condiciones del cultivo in vitro y producción de piquerol A a partir de explantes de 
P. trinervia, con un total de 26 experimentos, así como 2 experimentos para evaluar las curvas de 
crecimiento en medio semi-sólido y líquido (Anexo II). 

4.6,b. Establecimiento de las cinéticas de crecimiento en medio semi-sólido y liquido. 

4.6.b.1.- Curva de crecimiento en medio semi-sólido. 

La curva de crecimiento se estableció con callo generado a partir del cuarto subcultivo, 
proveniente del tipo de explante entrenudo que fue desarrollado en frascos de cultivo de 120 ml, 
conteniendo cada uno 30 ml de medio MS suplementado con 2 mg/l de K, 100 mg/I de ácido 
ascórbico como antioxidante y en condiciones de fotoperiodo. 
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La curva de calibración se hizo empleando como estandar 'memo una solución de nomino de 
concentración conocida (7.22 x 10 .2  mg/m1), adicionando diferentes concentraciones del estandar 
de piquero! A, la minbna talé de 0.00001 mg/ml y la máxima de 1.0 mg/ml. A partir de la curva de 
calibración, se calcularon los factores de respuesta para el piquero! A y del estandar interno, cl 
cual sirvió de referencia y con estos factores se cuantificaron las nuestras. 

Se identificó el piquero! A al tomar corno referencia el tiempo de retención (Tr), refiriendose al de 
la señal del est andar. Previamente se realizó la cromatografía a una muestra de piquero! A puro 
para determinar las condiciones de operación del cromatógrafo mencionadas con anterioridad. El 
tiempo de retención registrado para el estandar y las muestras fué de ; Ti 3.53 ( Anexo 111) 

Para todas las determinaciones se emplearon las muestras sin purificar. Se agregaron 50 
microhiros de cloroformo y de esta solución se tomó una alícuota de 2 microlitros que se inyectó 
al cromatógrafo de gases. Se realizaron tres inyecciones a cada una de las muestras para obtener 
reproducibilidad. La cuantificación del piquero! A se reporta como mg/mg de peso fresco ( se 
realizó la cuantificación en peso fresco, debido a que en peso seco, el terpeno se pierde al 
exponerlo al calor, además las muestras eran muy pequeñas en catitidad de biomasa de 
aproximadamente 150 mg ). 

4.8. Establecimiento del cultivo en suspensión. 

Los cultivos de células en suspensión proporcionan una población de células relativamente 
homogénea, accesible a sustancias químicas aplicables exógenamente. La mayoría de los cultivos 
en suspensión se obtienen transfiriendo una masa de callo friable a medio líquido de la misma 
composición que el usado para el crecimiento del callo. En el primer subcultivo se remueven los 
agregados grandes del inoculo inicial. 
Para cada línea celular, hay un tamaño de inóculo mínimo abajo del cual el cultivo no crece. El 
crecimiento de los cultivos en suspensión, puede ser monitorcado midiendo uno ó más de los 
siguientes parámetros: volumen del paquete celular, número de células, peso fresco, peso seco, 
contenido de proteína o DNA y viabilidad celular (Monis, 1985). 

Para iniciar la determinación de la curva del cultivo en suspensión se tomó callo ya establecido, 
que se originó a partir del explante entrenudo, en condiciones de cultivo de fotoperiodo, en medio 
MS adicionado de 2 mg/l de K. y ácido ascorbico (100 ing/l) como antioxidante, 

Se partió de un inóculo inicial de aproximadamente 2 ± 0.3 gr de callo y se depositaron en 
matraces erlenmeyer de 125 ml que contenian 25 ml de medio nutritivo (MS), adicionado de la 
misma concentración de. K que le dio origen al callo. Los matraces (120) se colocaron en una 
plataforma de agitación a 90 rptii, en condiciones de cultivo de fotoperiodo. 

Para la curva de crecimiento se tomaron 6 matraces del cultivo a diferentes tiempos y se evaluaron 
los siguientes parámetros: 

4.8.1- Peso fresco : El cultivo de células en suspensión se filtró sobre un papel filtro de, peso 
previamente conocido. El peso real se obtuvo por diferencia de pesos. 

Peso fresco (Pf) = Peso de la muestra - Peso del filtro 
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1.8.2.- Peso seco : Se obtuvo del mismo paTICIC celular que se empleó para peso fresco, éste se 
mantuvo en un honro desecador por l8 las a una temperatura constante de 60 °C. 
El peso real se tomó como la diferencia entre la perdida de la humedad del peso fresco y peso 
seco. 

4.8,3.- Extracción de piquero! A de Iris células en suspensión. 

4.8.3.n.- Para células en suspensión se realizó ce la lOrma ya descrita, 

1.8.3,b.- Para el medio de cultivo. A cada muestra se agregaron 10 n,l de cloroformo para extraer 
la fase orgánica del medio, éste se homogeneizó y se filtró ( iste proceso se realiza 3 veces). Al 
filtrado se le secó con sulfato de sodio anIlklro. Finalmente se evaporó el cloroformo co rotavapor 
y la muestra se pesó para cuantificar el contenido de piquero) A por TLC y C.G. 

4.8.4.- Análisis de Piquero) A por Cromátogratia de gases. 

Se empleó el cromatograío de gases Hewlett-Packard, 588911, 

En este equipo se emplearon las siguientes condiciones: 
- Detector de ionización de flama. 
-Columna men' 5 % feral silicon, 25 in x 0.35 mm de sílice fundida. 

Gas acarreador : Nitrógeno: 2 ml/minuto. 
- Split 1 : 50. 

Temperatura programada : 100 -1160 a 10 °C/minuto, hasta 240°a 10 	/ minuto. 
- Temperatura del inyector detector 270 °C. 

El piquero' A, se cuantificó a partir de una curva de. ealibración,,para la cual se empleó nonano 
como estandar interno en una concentración conocida de 7.22x10-.1  mg y se utilizaron diferentes 
concentraciones del estandar de piquerol A (0.00001 a 0.1 mg). Para cada una de las 
concentraciones se obtuvo el área bajo la curva para obtener la concentración de piquerol A de 
cada muestra. 
Para cada una de las determinaciones se emplearon muestras sin purificar, se les agregó 50 
microlitros de la solución de cloroformo que contenia el estandar interno y de esta solución se 
tomó una alicuota de 0.5 microlitros, que se inyectaron al cromatografo (se realizaron 3 
inyecciones por cada muestra). Se identificó el piquerol A, tornando como referencia, el tiempo de 
retención referido a la señal originada con el espaldar (Tr rz 5.0). 

El procedimiento de extracción y detección del piquero' A también se realizó a toda la biomasa 
obtenida (callo, estructuras globulares y raíces pilosas) generada en todos los experimentos. 

Finalmente, en una de las muestras para obtener la curva de crecimiento de células en suspensión 
se observaron pequeños cristales. A ésta muestra sin purificar se le hizo cromatografía preparativa 
(CCF) para separar los cristales de piquerol A. La placa (SiO2) de 10 x 4 cm , se colocó en una 
carnara de elación que contenía 8:2 Acetato de etilo : hexano. 131 revelado de la placa se realizó 
asperjando sobre ella (solo en la parte lateral izquierda) una solucción de sulfato cérico (CeSO4. ). 
La extracción de la parte correspondiente al piquero! A (de acuerdo a su RO se realizó con CHC13 
que al evaporarlo dió lugar a la formación de cristales (6 mg) que permitió identificar el piquerol 
A por 1  FIRMN. 
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4.9. Análisis estadístico de los datos, 

Para el análisis se utilizó el paquete estadístico SPSS .PC. y la captura de datos se realizó con el 
procesador de palabras WordStar (versión 6.0). 

En los diferentes discrios experimentales se determinaron los parámetros estadísticos básicos: 

La media, la varianza y la desviación estándar y se realizaron diferentes métodos de análisis de 
varianza para obtener una comparación estadística entre dos o más tratamientos los cuales fueron 
asignados aleatoriamente en cada experimento para confirmar o refutar la hipótesis de la no 
diferencia entre sus medias. 

Para definir formalmente las respuestas preliminares se efectuaron pruebas de homogeneidad de la 
varianza para determinar el efecto de repeticiones en los experimentos realizados. Estas 
indicanron que fueron las adecuadas por experimento. Esto nos permitió realizar los análisis de 
varianza para analizar el efecto del tipo de material vegetal, reguladores de crecimiento y su 
concentración, así como las condiciones de cultivo sobre la producción de biomasa y piquerol A. 
Al detectar diferencias significativas entre tratamientos se efectuó una prueba de comparaciones 
mínimas de Duncan para determinar c.1 mejor tratamiento de cada experimento. 

Los análisis de varianza probados fueron: 

a). Diseño Completamente Aleatorio. • Este es la forma más simple del análisis de varianza e 
implica el estudio de una variable dependiente por medio de una variable independiente. 
El modelo esta representado por la siguiente ecuación matemática: 

Xl = u 4. t +Eti 

En donde: u es la media global del experimento o poblacional, ti es un parámetro único para el t-
ésimo tratamiento llamado el efecto del tratamiento y Eles un componente del error aleatorio. 
Cuando i =1 hasta i = t número de tratamientos y j= 1 hasta j = r número de repeciones. 

h). Diseño en Bloques. - Este permite reducir el error experimental en los casos en donde la 
aleatorizae,ión es restringida para una de las variables estudiadas. Así la variable que puede afectar 
los resultados experimentales se separa en bloques y dentro de caria bloque se distribuyen al azar 
los tratamientos a estudiar. 

El modelo esta representado de la siguiente forma: 

= u + ti +13r+ Eij 

En donde: u es media del experimento, t es efecto de tratamientos, 11 es efecto de bloques, E, 
efecto del error experimental. Cuando y = I hasta y = t número de tratamientos y j 1 hasta j = r 
número de repeticiones. 
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c) Cuadrado Latino. En este diseno la aleatorizacion de las muestras esta restringida debido a que 
se agrupan CII C011111111ati y renglones. Este diseno controla dos Mentes de variación :demás del 
efecto de iratrnientos. Presenta la desventaja que el utímcnr de C0i1111111ati, renglones y 
tratamientos deben de ser iguales en un diseno balanceado. 

En bis diseños desbalaneeados se estudian mas de dos fuentes de variación con el fin de conocer el 
efecto de todas las variables en forma integrada. En si es una combinación de dos sistemas de 
bloques. 

El modelo para el análisis de varianza se estima de la siguiente forniZU 

X = 4- 4- 13 a Y a- E  

En donde : U es la inedia del experimeto, t es el efecto de tratamientos, li es el efecto de renglones, 
Y el efecto de columnas y E el efecto del error. 

d) Diseño factorial con interacciones (dobles, triples y culdruples). lis un diseño que permite 
estudiar el efecto de dos o más variables de manera independiente y en todas sus posibles 
combinaciones, Es decir estudia al ITIÍSIDO tiempo el efecto de cada variable por separado y todas 
las interacciones entre las variables estudiadas, pero solo se debe interpretar aquellas que presente 
un significado mal. 

Existen dos maneras de expresar el diseño factorial: 
1.2. x 2 Significa un factorial con dos factores y cada factor a dos niveles. 
2. 2 7  El exponente indica que son dos factores y la base indica que cada factor se estudia a dos 
niveles. 

Estos modelos se utilizaron para determinar si la variable independiente presenta o no un efecto 
significativo sobre la respuesta evaluada y se puede concluir si el efecto de la variable 
independiente es: Significativo (*), si a = 5 %, altamente significativo (**), si a = 1 % o no 
significativo (N.S.). En función de la hipótesis de no diferencia y refutada si: 

F estirada > F a,k-1/N-1: 

en donde F a,k-1/N-k es el punto de porcentaje de la distribución F, con el nivel de confianza alfa 
y la relación entre k-1 grados de libertad y N-k grados de libertad. 

Para cada uno de los diseños experimentales se le realizó la "Prueba de homogeneidad de la 
varianza de Barden." La cual es una determinación de la variabilidad en las observaciones a través 
de un análisis de varianza y es una relación algebraica, por lo que se requiere comprobar que la 
suposición : 

Ya = u + tra•Eit , 

es válida; de ser asf, entonces el procedimiento para el análisis de la varianza es una prueba exacta 
de la hipótesis de no diferencia entre las medias de los tratamientos. Sin embargo, en la práctica tal 
suposición no siempre se mantiene con exactitud, por lo que la validez del modelo debe ser 
evaluada mediante pruebas denominadas exigencias del análisis de la varianza. La más importante 
de ellas es la homogeneidad, que expresa la iguadad de la varianza en todos los tratamientos. 
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La pi ocho de Buil" involucra elementos estadísticos cuya distribución muestra) esta 
cstrechamnete relacionada con la distribución de X 2  con ni grados de libeltad, cuando las n 
muestras aleatorias provienen de poblaciones normales independientes y se expresa por: 

Sp= 	(ni- 1)S 2 /N-a 

Donde Set es la varianza muest•al de la población de la i-ésima. 
N es el número de todas las muestras 
a es el número de tartamicntos 
n es el número de repeticiones 
p es proporcional a las diferencias entre las Si? , pero es cero cuando todas las Si= son iguales, por 
lo tanto, la hipótesis de no homogeneidad no será refutada cuando : 

X 20 > X 2a,a - I 

X22, u-t es el punto de la probabilidad de la distribución X= con un nivel de confianza a y a-) 
grados de libertad 

Prueba de comparación multiple de Dunc..an 

Es una prueba para determinar el mejor tratamiento despues de haber detectado en el análisis de 
varianza diferencias significativas entre los tratamientos. Las comparaciones se realizan entre 
todas las medias, considerando que las medias se arreglan en orden creciente. 

Esta prueba es la más empleada dentro de las disponibles porque utiliza diferentes rangos para 
cada comparación dependiendo del espaciamiento que existe entre las medias a comparar. Es la 
prueba más exigente porpue utiliza valores de Q más pequeños 

En el análisis de datos las variables consideradas fueron aquellas que favorecieron el crecimiento 
celular y producción del metabolito, como son : Peso fresco de la biomasa y cuantificación del 
piquerol A, bajo las condiciones de cultivo que les dieron origen explante, callo, estructuras 
globulares, medio de cultivo, condiciones ambientales de cultivo (fotoperiodo y oscuridad), 
cinetina y auxfna y su concentración (O a 3 mg/1) de cada uno de los tratamientos en 
experimentación (Anexo II). 

30 



5. RESULTADOS Y D1SCUSION. 

5.1 Efecto de las condiciones Micas y químicas de cultivo cn la inducción de biomasa 
para la production de piquerol A. 

Inicialmente se estudió el efecto sobre la inducción de callo y la produccuión de piquerol A de la 
concentración de los reguladores de crecimiento 2,4-D y K 7 ( 1,2 y 3 mg/!, solas y en sus 
posibles combinaciones), el medio de cultivo (MS) y las condiciones ambientales de cultivo 
(fotoperíudo y oscuridad), sobre tres explantes (hoja, entrenudo y secciones de raíz). 

Las tablas 6, 7 y 8, muestran los resultados de la inducción in vitro de cada uno de los explantes de 
la planta P. tr•inervia Cav cultivados en medio MS adicionado de la combinación de los 
reguladores de crecimiento en concentraciones de O a 3 ing/I en un tiempo de observación entre 2 
a 4 meses. 

En la tabla 6 y en la figura 3, se presentan la respuesta rnorfogénetica de los entrenudos, los cuales 
fueron cultivados en medio MS adicionado de los reguladores de crecimiento 2,4.D y K en 
concentraciones de O a 3 mg/I. Ahí mismo se observa que en los tratamientos suplementados con 
cinetina sola no hubo formación de estructuras globulares, en cambio tuvo lugar la formación de 
callo con un porcentaje promedio de proliferación del 88 % en condiciones de fotoperfodo y 72.6 
% en oscuridad, a la vez se presentó el desarrollo de plántulas (figuras 3a y 3b), en condiciones 
ambientales de fotoperiodo. En los tratamientos donde se usó la combinación auxina/citocinina se 
originaron estructuras globulares (figura 4) con un porcentaje de proliferacción promedio de 74.75 
% en fotoperiodo y 63.25 % en oscuridad como se muestra en la tabla 7. Toda la biomasa (callo y 
estructuras globulares) originada por los explantes de entrenudo se vió afectada por oxidación y 
consecuentemente su crecimiento. 

Los problemas de oxidación son frecuentes en cultivos de tejidos in vitro de vegetales dado que al 
ser disectada la planta existe un desprendimiento de compuestos fenólicos y estos compuestos en 
exceso afectan la diferenciación celular del tejido. Tambien se menciona que los compuestos 
inductores de la diferenciación celular, como son los reguladores del crecimiento en ocasiones 
favorecen la síntesis de estos compuestos y como consecuencia son perjudiciales para las células 
del tejido vegetal. Existen reportes de que el 2,4-D favorece la producción de compuestos 
fenólicos en cultivos in vitro e interviene en la ruta biosíntetica e induce la producción de estas 
sustancias (Golenioswki y col. ,1992). 
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TABLA 6 

EFEC'T'O 1)E LOS REGULADORES DF CRPCIMIENTO Y SU 
CONCENTRACION SOBRE LA PRODUCCION DE BIOMASA 

(CALLO Y ESTRUCTURAS GLOBULARES ) DEL EXPLANTE ENTRENUDO 
DE  PIQUERIA TRINERVIA  CAV., CULTIVADAS IN VITRO, EN IVIEDIO MS 

TRATYMNTO (mg/l) FOTOPERIODO 
IP 

OSCURIDAD 
PROLIFERACION 

DE BIOMASA 2  
K 2,4•D %1  PROLIFERACION 

DE BIOMASA 2  
o O l00 Est. globulares + 100 Est. globulares + 
0 I 	---"' 100 Est. globulares + 64 Est.  globulares + 

Est, globulares + 
Est. globulares 4 

o 2 92 Est. globulares + 68 
0 3 96 E2,11obulares + 60 
I 0* 84 Callo +++ 68 Callo +++ 
1 1 -4-7-3.4—  Erlaulares + X72 Est. globulares ++ 
I 2 84 Est. globulares + 76 Est. globulares + 

ElLglobulares + 3 76 Est. globulares + 76 
2 0* 88 Callo +++ 76 Callo +++ 
2 1 100 Est. globu r—TéTi+ 76 Est. globulres ++ 
2 2 80 Est. globulares + 72 Est. 	lobulares + 
2 3 100 Est, globulares + 76 Est. globulares + 
3 0* 92 Callo + 88 Callo + 
3 1 88 Est. globulares + 100 Est. globulares + 
3 2 96 Est. globulares + 100 Est. globulares + 
3 3 100 Est. globulares + 72 Est. globulares + 

Tiempo de observación : 2 meses. 
Condiciones ambientales de cultivo: Fotoperfodo y oscuridad 
1 	% de prolifreración = No.de explantes que originaron respuesta / No.de explantes totales. 
2 : Proliferación de biomasa : + : Pobre (< 500 mg. Pf.) 

++ 	: Moderada (500 - 1000 mg. Pf.) 
+++ 	: Buena (> 1000 mg. Pf.).  

* : Regeneración de plántulas. 
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• TRATAMIENTO HORMONAL 
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FIGURA 3. RESPUESTA MORFOGENETICA DE LOS EXPLANTES DE ENTRENUDO DE 
P. trinervin Cav., CULTIVADOS EN MEDIO MS ADICIONADO DE 
K Y 2,4-1) EN CONCENTRACIONES DE O A 3 mg/1. 



FIG. 3c. n'JPUE:.1TA MORFOGENETICA DE P. TR)NERVIA 	A PARTIR Dt.• 
BXPLANTES DE FNTRENUDO CULTIVADAS EN MEDIO 85, ADICIONADO DE 
1 mg/1 de E. 

a) 1 semana 	b) 2 semanas 	c) 4 semanas 
FIG. 3b. DESARROLLO DEL CALLO A PARTIR DE EXPLANTES DE ENTRENUDO EN MEDIO 

MS ADICIONADO DE 2 mg/1 DE E EN CONDICIONES AMBIENTALES DE FOTOPERIODO. 

b) 6 sQuianas a) 	bewna3 	 e) 8 semana, 



FIG. 4. ESTRUCTURAS GLOBULARES DESARROLLADAS POR EL EXPLANTE 
HOJA CULTIVADOS EN MEDIO MS ADICIONADO DE LOS REGULA-
DORES DE CRECIMIENTO 2, 4-D, (2 mg/J) Y K (1 mg/3) 
EXPUESTOS EN CONDICIONES AMBIENTALES DE FOTOPERIODO 
(8 SEMANAS DE OBSERVACION). 



Una respuesta modogénelica similar se presentó con los explantes de secciones de raíz (tabla 7). A 
diferencia de que la mayor parte de la biomasa generada por estos explantes fué severamente 
afectada por oxidación tanto en condiciones de fotoperiodo como de oscuridad. I..os porcentajes de 
proliferación de callo promedio fué de 89.3 % en fotoperiodo y 72.0 % en oscuridad, los callos 
generados eran de apariencia compacta con una coloración amarilla oscura y de lento crecimiento 
y conforme pasó el tiempo se observó que la biomasa (callo y estructuras globulares) se oxidaban 
más aceleradamente sin registrar ya un crecimiento en un tiempo de observación de 4 meses, por 
lo tanto después de este período se realizó la extracción y cuantificación de piquero! A. 

TABLA 7 

EFECTO DE LOS RETZLADORES CRECIMIENTO Y SU CONCEN I RACION 
SOBRE LA PRODUCCION DE BIOMASA (CALLO Y ESTRUCTURAS 
GLOBULARES) DEL EXPLANTE DE SECCIONES DE RAIZ DE I'iqueria frinerria 
Car., CULTIVADOS IN VITRO EN MEDIO MS.  

TRATAMIENTW(tng/1) I. OTOPERIODO OViTa1i5X15 
1 2,4-D % r -1P tO L 1 FE itAC KilSr 

DE BIOMASA 2  
%T PROLIEERACIOÑ 

DE BIOMASA 2  
O Est.globulares - O Est..11!bulares -  

Est. globulares r• l 100 Est. globulares + 100 
0 2 100 Est. globulares + 100 Est. globulares + 
O 3 96 Est. globulares + 76 Est. globulares 4. 

0* 96 Callo 4-4-4 68 Callo ++- 
1 92 Ést. globulares + 76 Est. globulares + 
2 92 Est, globulares + 72 Est. globulares + 
3 96 Est. globulares ++ 76 Est. globulares 4. 

2 0* 92 Callo 444. 76 Callo ++ 
2 1 84 Est. globulres ++ 76 Est. globulres 4-+ 
2 2 88 Est. glcibulares + 100 Est. globulares + 
2 3 84 Est.1.2.1ulares + 64 Est. globulares 4 
3 0* 80 Callo + 72 Callo ++ 
3 I 92 Es1.112bulares + 100 Est. globulares + 
3 2 100 Est. globulares + 100 Est.globulares + 

Es 	globulares + 3 3 92 Est. 	lobulares + 100 

Tiempo de observación : 4 meses. 
1 : % de prolifreración = No.de explantes que originaron respuesta / No.de explantes totales. 
2 : Proliferación de biomasa : - : Nula. 

	

+ 	: Pobre (< 300 mg. Pf.) 

	

++ 	: Moderada (300 - 500 mg. Pf.) 
+++ : Buena (500 A 800 mg. Pf.) 

* : Formación de callo. 
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La tabla 8 muestra los resultados morfogenéticos obtenidos para los explantes de hojas cultivados 
en medio MS adicionado de los reguladores de crchniento 2,1-1) y K en concentraciones de (1 a 3 
mg/l, después de 2 meses de observación, en todos los tratamientos probados hubo la formación de 
estructuras globulares definidas con un porcentaje de proliferación promedio de 67.2 % en 
condiciones de fotoperiodo y 45.7 % en oscuridad. 

Estas estructuras sugerían que se trataba de callo embriogénico (embriones somáticos) por lo que 
se tonto la decisión de utilizar la biomasa para la realización de otros experimentos cuya finalidad 
fué la de inducir la embriogénesis somática que es un vía alterna para la producción a gran escala 
de la planta y por consiguiente la del metabolito sin afectar las poblaciones silvestres. 

TABLA. 8 

L

EFITTÚ DE LOS REGULADOR»; DE CRECUNIENTJV SU 
CONCENTRACION SOBRE LA PRODUCCION DE BIOMASA 

(ESTRUCTURAS GLOBULARES ) DEL EXPLANTE HOJAS (JOVENES) 
DE MURRIA TRINERVIA  CAV.,  CULTIVADAS IN VITRO,  EN MEDIO MS 

TRA I AMI IR T-0 (mg/1) RYMPETWIW OSCURIDATT 
K 2,,I.D % 1  PROLIFERACION DE 

BIOMASA2  
1771-  PRO .IIRACION 

DE BIOMASA 2  
O 0 4 Est.globulares + O Est. globulares - 
O l ' 0 Est. globulares - O Est. globulares - 
0 2 0 Est. globulares - O Est. globulares - 
O 3 0 Est. globulares - O Est. globulares - 
I 0 84 Ést. globulares ++ 32 Est, globulares ++ 
I 1 96 Est. globulares ++ 32 Est, globulares +-I- 
I 2 92 Estalobulares ++ 72 Est. globulares ++ 

Est. globulares ++ 
13st. globulares ++ 
Est, globulres + 
Est. globulares + 

1 3 92 Est. globulares ++ 72 
2 0 92 Est. globulares ++ 64 
2 1 88 Est. globulres + 64 
2 2 88 Est. globulares + 64 
2 3 84 Estilobulares + 64 Est. globulares + 
3 0 88 Est. globulares ++ 64 Est. globulares ++ 

Est, globulares + 3 1 88 Est. &lobulares + 64 
3 2 88 Est. globulares + 64 Est, globulares + 

Est. globulares ++ 3 3 92 Est. globulares ++ 76 

Tiempo de observación : 2 meses. 
I % Proliferación : No. de explantes que originaron respuesta/ No. de explantes totales. 
2 : Proliferado!) de biomasa : 	- : Nula. 

+ : Pobre (< 500 mg Pf.) 
++: Moderada (500 - 1000 nig. Pf. 
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En base a los resultados presentados en las tablas 6 y 7, la inducción de callo y su proliferación fue 
más estable al emplear entrenudos cultivados en medio MS adicionado de 2 y 3 ing/I de K 
expuestos en fotoperiodo y oscuridad. El callo obtenido de estos tratamientos fué de apariencia 
disgregable con una coloración amarilla verdosa translucida con un rapido crecimiento (fig. 5). 

Por otro lado hay que mencionar que los callos obtenidos a partir de los explantes de entrenudo y 
de secciones de raíz sintetizaban piquerol A en una cantidad considerable pues era detectable por 
TLC (Anexo IV). A diferencia de las estructuras globulares obtenidas en donde solo en algunos 
tratamientos se detectó piquero! A. 

Los primeros resultados se muestran en la tabla 9 cuyo análisis de varianza mostró un efecto 
significativo para todas las variables consideradas. Además de presentar homogeneidad de la 
varianza presentó para repeticiones diferencias altamente significativas. 

La producción de biomasa no se vió afectada al interactuar los tres tipos de explantes con las 
condiciones ambientales, ocurrió lo mismo al interactuar la variable que involucra a los explantes 
con la cinetina. Sin embargo el efecto de las auxínas al interactuar con los tres explantes presentó 
diferencias altamente significativas (tabla 9). Las condiciones ambientales no tuvieron efecto de 
interacción en presencia de ambos reguladores de crecimiento. Pero la acción combinada de 
ambos reguladores de crecimiento mostraron altos niveles de significancia, no obstante en la 
interacción entre el tipo de explante, las condiciones ambientales y los reguladores de crecimiento 
no fué importante y no presentó difereancias significativas a diferencia del efecto de interacción 
entre los tres tipos de explante y ambos reguladores de crecimiento en donde mostró diferencias 
altamente significativas. 

En vista de lo anterior se procedió a realizar un análisis de diferencia minfma significativa 
utilizando la prueba de Duncan (tabla 9-A). Esta mostró que en concentraciones de 0, 1 y 2 mg/1 
de K y en los tratamientos con 1 mg/I de 2,4-D, empleando como fuente de material vegetal los 
entrenudos es donde se registró la mayor producción de biomasa (callo y estructuras globulares) la 
cual fue de 3713.34 mg. el cual incluso se presentó en un grupo aislado (tabla 9-A). 
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FIG. 5. CALLO DESARROLLADO POR EL EXPLANTE ENTRENUDO, CULTIVADO 
EN MEDIO MS ADICIONADO DE 3 mg/1 DE K, EXPUESTOS EN 
FOTOPERI000 (7 MESES DE ObSERVACION). 



TABLA 9 

Análisis de varianza para determinar el electo de 3 tipos de explantes (hojas, entrando y raíz), 
2 condiciones ambientalet,, de cultivo (fotoperiodo y oscuridad), reguladores de crecimiento 
(K, 2,4-D) y su concentración (0 a 3 ing/I ) sobre la producción de biomasa. 

FACTORIAL EN BLOQUES CON INTERACCIONES TRIPLES 

Fuente de, 
Variación 

Grados 
 de 

Libertad 

Suina7e 
Cuadrados 

Cuadrado 
Medio 

F 
Calculada 

F 	'Tablas 
5 % 1 % 

Tipo deexplante 
(VI) 

Cond.Anib.(V2) 
CVe,"ai(V3) 

2 66015024.00 33007512.(0 38.17838 3.02 - 4.76 

1 4742085.554 4742085.5i' 5.484968 3.86 - 6.70 	* 
T 17893049.95 5964349.983 6.898709 2.62 - 3.85 	* * 

Auxilia (V4) 
--Repeticiones 

(V5) 

3 27938365.52 9312788.507 10.771706 2726 - 3.85 	* * 
4 159401103.3 39850275.81 46.09312 2.39 - 3.56 	* * 

Interacciones 
----V1 x V2 2 1818156.911 909078.456 1.051492 3.02 - 4.76 N. S 

VI x V3 6 M48330.208 1058055.035 1.223807 2.12 - 2.85 	N.S 
VI x V4 6 37945330.Ó95 6324221.683 7.314958 2,12 - 2.85 	* * 
V2 x V3 3 3381201.424 1127067.141 1.303631 2.62 -3.85 	N.S 

---1.117Ti 4  3 2171718.913 757239.638 0.875867 2.62 -3.85 	N.S 
V3 x V4 9 36743847.641 4082649.738 4.722227 1.90 - 2.46 

VI x V2 x V3 6 7233689.083 1205614.847 1.394483 2.12 - 2.85 	N.S 
VI x V2 x V4 6 7376371561 1229395.427 1.421989 2.12 - 2.85 	N.S 
VI x V3 x V4 18 40306975.690 2239276.427 2.590076 1.60 - 1.92 
V2 x V3 x V4 9 7122736.182 791415.131 0.915396 1.90 - 2.46 	N.S 

Error 398 344094980.368 864560.252 
Total 479 770632967.4 

* significativo al 5 
	

* * Altamente significativo al 1 % 
	

N.S No significativo 
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TABLA 9-A 

Prueba de Duncan del análisis de varianza tiara de terminar el efecto de la interacción entre los 
3 tipos de explantes (hojas, entrenudo y raiz), la combinación de los reguladores de crecimiento 
(K, 2,4-D) y su concentración (O a 3 mg/1 ) sobre la producción de biomasa. 

- 112Y1TuTté.  
sec de raíz ....._......._ 

1119 

Tunal-Ie.tilos 
117..nii.27,43.; 

O in1/1 ..... _~..... 
1 ing/j 

-1.7.517.  e 	. 
O ig  n/1 

Medias (mg) 

0.0 
164.40 

.1io-iiiieclIiillaToirTas-a'u-dp,51-177Ediz---  
a 
a   b 

clasificacTin 

--, - 
O ing/I 

entrenado..........2....mÉl_ O u1/1 667.33 	— a h e 
O mll 2 in /l 926.19 a bed ,.., 

sec de raíz O tull 2 mg/ 1112.89 a h c d e 
entrenudo 1 in._ 1 221/i 1446.79 a b e d e 
entrenudo 1 15/1 3 mg/1 1641.65 h e d e 
entrenudo O mg/1 3j3/1 2139.92 e d e 
entrenudo O mg/1 1 m:/1 23372.77 d e f 
entrenudo 1 tu. /1 0 mg,11 2531.71 e f 
entrenudo O ny/1 2. meil 3713.34 .......—...—........- f 

.as tera es significan la clasificaci n entre los grupos de medias 

El análisis de varianza (diseño factorial aleatorio con interacciones cuadruples) que se muestra en 
la tabla 10 para analizar el efecto las condiciones de cultivo sobre la producción de piquero! A 
indicó que con respecto a los tres tipos de explantes se presentaron diferencias significativas y 
altamente significativas en la evaluación de las condiciones ambientales y para la cocentración de 
la K. En la evaluación de la concentración de auxina no presentó diferencias significativas. 

En la tabla 10 también se observan diferencias significativas en la interacción entre el material 
vegetal con las condiciones de cultivo y en la interacción con la concentración de la auxina. La 
interacción entre el tipo de explante con respecto a la concentración de la K mostraron niveles 
altamente significativos, lo mismo se presentó en la interacción de las condiciones de cultivo con 
respecto a la concentración de K. Pero en la interacción de las condiciones de cultivo con la 
concentración de la auxina no se presentaron diferencias significativas, lo mismo ocurre en la 
interacción de las concentraciones de ambos reguladores de crecimiento. Cuando se practican 
interacciones triples con las variables involucradas se observan niveles altamente significativos en 
la interacción entre el tipo de explante, las condiciones de cultivo y la concentración de la K, se 
presentan diferencias significativas en la interacción que implica el tipo de explante, la 
cocentración de 2,4-D con la concentración de K. En la interacción de las 4 variables implicadas 
en el análisis no muestran niveles significativos. 

Para establecer con precisión el efecto de las condiciones de cultivo sobre la producción de 
piaquerol A se practicó la prueba de Duncan a las variables que muestran niveles altamente 
significativos y significativos. 
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La tabla 10- A presenta la prueba de Duncan para la interacción triple entre el tipo de explante, las 
condiciones de cultivo y la concentración de la citocinina. Esta prueba mostró que en los 
tratamientos donde se utilizó como explante secciones de entrenudo y la concentración de 3 ing/I 
de I< en condiciones de fotoperiodo fue el tratamientos que registrar() una mayor producción del 
metabolito (0.34 mg/nig Pf)., el casal incluso forma un solo grupo claramente diferente 
estadísticamente del resto. Ilay que recordar que en estas condiciones de Cultivo la respuesta 
morfogenética obtenida fué callo friable de buenas características (tabla 6). 

La tabla 10-13 presenta la prueba de Duncan que involucra la interacción entre el tipo de explante y 
las concentraciones de K con la auxina Esta mostró que en los tratamientosLonc 1 e se utilizó como 
explante secciones de entrenudo y la combinación de 3 mg/l de K y 1 mg/1 de 2,4-1) forma un 
grupo con una cantidad del metabolito de 0.27 mg/mg Pf, Sin embargo una vez más el mejor 
tratamiento fue con 3 mg/l de K y su producción 	piquerol A fue de 0.42 mg/mg Pf, este forma 
un solo grupo diferente al resto (tabla 10-13). 

TABLA 10 

Análisis de varianza para determinar el efecto de 3 tipos de cxplantes (hojas, entrenudo y raiz), 
2 condiciones ambientales de cultivo (fotoperiodo y oscuridad), reguladores de crecimiento 
(K, 2,4-D) y su concentración (08 3 mg/1) sobre la producción de piquerol A. 

FACTORIAL ALEATORIO CON INTERACCIONES CUADRUPLES 

Fuente de. 
Variación 

Grados de 
Libertad 

Suma de 
Ciladrados Iv asao 

F 
Calculada 

Tablas 
5 % 1 % 

Materiales (Vi) 2  .219 .110 4.544 	3.02 - 4.76 	* 
Cond. Amb.(V2) 1 .165 .165 6.830 3.86 - 6.70 	* * 
-C-17"teuna (V3) 3 .333 .111 4.602 2.62 - 3.85 

Auxma (V4) 3 .110 .037 1.523 162 - 3.85 	N.S 
Interacciones 
-VI x V2 2 .158 .079 3.286 3.02 - 4.76 

VI x V3 6 .504 .084 3.480 2.12 - 2.85 	* * 
VI x V4 6 .407 .068 2.811 2.12 - 2.85 
V2 x V3 3 .316 .105 4.372 2.62 - 3.85 	* *  
V2 x V4 3 .061 .020 0.848 2.62 - 3.85 	N.S 
V3 x V4 9 .283 .031 1.304 1.90 - 2.46 	N.S 

Vlx 	2x 	3 6 .48 .0:1 3. 50 2.12 - 2.85 	* * 
VI x V2 x V4 6 .297 .050 2.053 2.12 - 2.85 	N.S 
VI x V3 xW---  18 .719 .040 1.656 1.60 - 1.92 	* 
V2 xV3 xV4 9 .268 .030 1.236 1.90 - 2.46 	N.S 

VI 	V2 V3 V4 18 .684 .038 1.576 1.60- 1.92 	N.S 
Error,  384 9.259 .024 
Total 479 14.268 .030 

* significativo al 5 % 
	

* * Altamente significa tivo al 1% 
	

N.S No significativo 
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TABLA 10-A 

Prueba de Duncan para evaluar el efecto de la interacción entre el tipo de explante, condiciones 
ambientales de cultivo y la concentración de la K sobre la producción de piquero' A. 

'-'----- --1 riiiiiire7551----------  ---7.-MEdiiir77:17115111CTiairr 
PrCid Pi0Crol 

-711.5ffiiiii-"riiid"...iii:TWO -Ciiilc. j'él-  (nr-jing717 
luna -rólopenodo -0 ing/1-  0.0 a 

-erTt-Eir 	ilaó -----iilEuram 	' _ —_—
Tibg71--  _ _ 	0.01----------  --i"---  -- ''''' - 

entrena-o oscururaT-  -75. Wil71-  -0.01 a 
entrEnWo-'------IEwza--------Ti'ng71-------01T----rs-á--------  
entrenudo T'o- tope, aido -TIFO' -IR 

----0-05-----11.-------  
a 

---ffijii "TiitopeTiZZ° -271171---  
--lila --louWaró irigir 0:03 a 
entrenudoTap-eTrilfo 717171-  104 15- 

*Las literales significan los grupos de medias 

TABLA 10.11 

Prueba de Duncan para evaluar cl efecto de la interacción entre el tipo de explante, la 
concentración de la K con 2,4-D sobre la producción de piquero, A. 

Tratamientos= , 
. 

aMed as tiCaCIÓn 
, 

Expiante Conc.de K '2,4-D Conc. de mg/mg 1 
entrenudo O mg/1 O mg,/1 0.0 a 
entrenudo 1 mg/l 1 mg/1 0.01 a 
entrenudo 2 mg/I O mg/! 0.03 a 
entrenudo 1 mg/! 0 mgI! 0.06 a 

hoja 3 mg/I 2 mg/1 -07I0 a 
hoja 2 mg/1 3 mg/1 0.10 a 

entrenudo 3 mg/! I mg/I 0.27 b 
entrenudo 	3 ing/I O mg/l 0.42 c 

* Las literales significan los grupos de medias 
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De lo expuesto con anterioridad nos llevan a confirmar que el entrenudo cultivado en medio MS 
adicionado de 1 y 2 mg/1 de K tienen efecto en la producción de biomasa y en combinación los 
reguladores de crecimiento en concentración de 1 ing/1 de 2,4-D con 3 mg/1 de K ejercen un efecto 
en la producción de piquero! A (tabla 10-A y 13). listo nos indica que tenemos un sistema de dos 
fases, una en la cual es necesaria la presenecia de la citocinina (K) para inducir la diferenciación 
celular y otra en la que la combinación de la concentración de los reguladores de crecimiento 
(2,4-D K) y en especial de la cinetina siendo esta la que influye en la producción del metabolito. 
Por lo tanto.  hay que señalar que existen reportes de la literatura en donde se manifiesta que la 
interacción de ambos reguladores de crecimiento promueven la diferenciación celular y que estos 
no actúan por sí sotos en los cultivos in vitro de plantas, por lo que. es necesario adicionar la 
cantidad optima de ambos reguladores de crecimiento a estos cultivos (Figueiredo y col., 1991). 
Sin embargo, existen tejidos los cuales contienen suficiente auxitia endógena que puede interactuar 
con la citocinina exógena o viceversa y favorecer la diferenciación celular como el metabolismo 
secundario ( Mantel, 1983 y George and Scrrington, 1984). Por otro lado existen sistemas de 
cultivo in vitro para la producción de metabolitos secundarios en que primero se establecen las 
condiciones de cultivo que. involucran principalmente el medio de cultivo y la concentración de 
reguladores de crecimiento adecuados para inducir la proliferacción celular e incrementar la 
cantidad de biomasa para posteriormente pasar a otro sistema en otras condiciones de cultivo que 
favorezcan el metabolismo secundario 
(Vasil, 1987). 

Por otro lado, como ya se ha mencionado, los explantes de hoja, entrenudo y secciones de raíz en 
presencia de cualquier concentración de la auxina generaron estructuras globulares bien definidas 
semejantes a embriones somáticos. Esta respuesta morfogenética fué más reproducible en los 
explantes de hoja, estas estructuras se subcultivaron en medio MS sin la adición de los reguladores 
de crecimiento y con la adición al medio de cultivo de K en concentraciones de 1, 2 y 3 mg/I de 
acuerdo a los tratamientos originales (formando los experimentos 7, 8, 9 y 10, anexo 11) con el fin 
de que se expresara la embriogénesis somática. 

Las estructuras al inició del subcultivo presentaban una coloración violeta en sus puntas que 
posteriormente desaparecia dando una coloración amarilla blanquecina lo que indicaba que 
posiblemete se trataba de una serial la cual nos manifestaba el pricipio de un proceso de iniciación 
meristemática sin embargo, en ambos tratamientos al cabo de 12 semanas de observación las 
estructuras globulares meristemáticas se vieron afectadas por el fenómeno de oxidación y después 
de un segundo subcultivo en medio MS adicionado de ácido ascorbico como antioxidante y en los 
tratamientos donde la K se encontraba en una concentración de 1 mg/1 y en algunos tratamientos 
donde no se encontraba presente dichas estructuras dieron lugar a la formación de ralees pilosas 
(hairy roats) de forma abundante corno se muestra en la figura 6 y en las siguientes 4 semanas de 
observación a partir de éstas se formó callo friable con una coloración blanquecina y en 
proliferación libre de oxidación tanto en condiciones de fotoperfodo como de oscuridad. Sin 
embargo, después de 2 semanas el callo formado se oxido de forma rápida y solamente uno de los 
tratamientos en medio MS sin reguladores de crecimiento que mostraba estructuras globulares 
perfectamente definidas después de 5 meses generó embriones somáticos (figura 7), sin llegar a 
desarrollar una planta completa. 

Estos resultados concuerdan con los reportes de Saunders y col., (1987) quienes describen que en 
los explantes de Phaseolus vulgaris se identificó que el 2,4-D es un agente que induce la 

formación de estructuras globulares (preembriones) describiéndolos como formas aberrantes de 
embriones somáticos, pero a la vez inhibe el desarrollo de embriones viables pues al removerlo del 
medio en forma gradual no se favorece la formación de la embriogénesis somática. Sin embargo 

40 



Nessler y col. (1982 y 1989) informan que las estructuras globulares denominadas como 
meristemoides tienen la capacidad de crecer y diferenciarse, ya sea para la formación de brotes, al 
remover la auxilia del medio y adicionando la citocinina, o formar embriones somáticos con el 
desplazamiento de la citocinina del medio de cultivo y que además en este paso es donde hay una 
alta acumulación de alcaloides morfínicos en cultivos en suspensión de Papaver.vomniferhan . 

Debido a la variabilidad morfogenética que se originó de las estructuras globulares provenientes 
del explantes de hoja acompañada del proceso de oxidación el cual afectó el crecimiento de la 
biomasa en las condiciones de cultivo mencionadas originando en algunos casos que la biomasa 
tomara una coloración café oscuro y su peso fué disminuyendo por lo tanto se realizó el análisis de 
extracción y detección del metabolito por l'IX. Las estructuras globulares oxidadas no sintetizaron 
el metabolito. Por lo tanto no se realizó un análisis de varianza que nos determinara el efecto de las 
condiciones de cultivo en la obtención de biomasa y producción de piquero' A. 

Los tratamientos donde se determinó la cantidad del metabolito fueron en donde la K se 
encontraba en una concentración de 1 mg/1 y en un tratamiento donde no se encontraba presente. 
La cantidad de piquero! A cuantificada fué 4.4 x 10-2  mg/mg Pf y 3.2 x 10-2  mg/mg de Pf y fué 
en la etapa de transforntación de raices pilosas a callo, donde se cuantificó el terpeno a diferencia 
de las estructuras globulares, en las cuales no se encontró piquero! A en ninguno de los 
tratamientos. 

Cabe hacer mención que el callo generado de los explantes de hoja era disgregable y en constante 
proliferación, por lo tanto, se. podría decir que si se estandariza el sistema del proceso de 
transformación de estructuras globulares a ralees pilosas y de estas a callo controlando la 
oxidación y detectando en que parte del proceso existe una mayor frecuencia de aparición de 
piquero! A, éste sería un buen sistema de optimizar la producción de piquero! A. 

En base a estas respuestas podemos concluirr que las condiciones de cultivo in vitro para la 
formación de callo de P. trinervia Cav„ son : Explante entrenudo, medio de cultivo MS, 
adicionado de 2 mg/1 de K cultivados en condiciones de fotoperiodo la cantidad de biomasa 
registrada fue 3713.34 mg Pf (tablas 6 y 9-A) El callo obtenido en estas condiciones fué de 
apariencia disgregable y en continua proliferación (figura 5). Para la producción del terpeno es en 
medio MS adicionado de 3 mg/1 de K, la cantidad de piquerol A fue de 0.345 y 0.42 mg/mg Pf 
(tablas 10-A y 13) y en la combinación de 1 nig/1 de 2,4-D y 3 ing/I de K cuantificando una 
cantidad de 0.27 mg/mg Pf. 

En cuanto a la formación de embriones somáticos viables es necesario realizar un estudio más 
profundo de las condiciones de cultivo que los originan y como salen de los objetivos de nuestro 
estudio no se le dió ningún seguimiento adecuado pero ha sido objeto de estudio del laboratorio. 

Para la generación de plántulas de los explantes de entrenudo, se les dió un seguimiento con la 
finalidad de observar si estas se desarrollaban como plantas completas y poder ofrecer un método 
de propagación in vitro. Estos datos no se muestran en el presente trabajo por considerarlos fuera 
de los objetivos propuestos pero tambien ha sido objeto de estudio en el laboratorio, sin embargo 
si podemos confirmar que el método de propagación ensayado originó plantas vigorosas (figura 8). 

A partir de estas respuestas se realizaron una serie de experimentos para establecer las condiciones 
de cultivo in vitro de callo, principalmente porque la mayor parte de la biomasa obtenida estaba 
afectada por oxidación. 
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FIGURA 6. RAICES PILOSAS DESARROLLADAS POR ESTRUCTURAS GLOBULARES, 
GENERADAS A PARTIR DEL EXPLANTE DE HOJA, ORIGINALMENTE 
CULTIVADO EN MEDIO MS + 1 mg/1 II (2 MESES) Y SURCULTIVADO 
EN MS SOLO (2 MESES DE INCUBACION). 



FIG. 7. FORMACION DE EMBRIONES DESARROLLADOS POR LAS ESTRUCTURAS GLOBULARES 
GENERADOS A PARTIR DEL EXPLANTE DE HOJA, DESARROLLADOS EN MEDIO MS, 
SIN LA ADICION DE REGULADORES DE CRECIMIENTO, EXPUESTOS EN FOTOPE-
RIODO (5 MESES DE INCUBACION). 



FIG. 8. PLANTA DE PRIQUERIA TRINERVIA, OBTENIDA A PARTIR 
DEL EXPLANTE ENTRENUDO, CULTIVADO EN MEDIO MS 
ADICIONADO DE 2 mg/1 DE K. TIEMPO DE INCUBACION 
8 MESES. 



5.2. Efecto de los medios de cultivo, reguladores de crecimiento y condiciones ambientales 
de cultivo sobre la biomasa oxidada generada a partir de los explantes de hoja, 
entrenudo y raíz. 

Para evitar la oxidación de la biomasa generada de los tratamientos experimentales, inicialmente 
se empleó ácido ascórbico como antioxidante, el cual no tuvo electo al exponer la biomasa 
oxidada de los explantes de hoja, entrenudo y raíz en las condiciones de cultivo que les dieron 
origen después de un mes de observación. 

Posteriormente, se empleo como antioxidante en el medio de cultivo nor•leuctna, cuyo poder 
como antioxidante fué probado por Ilaintin ami Mayer (1983) quienes lograron disminuir la 
actividad de la catecol-oxidasa, enzima promotora de oxidación en células de Tabaco. En o tiesto.) 
caso, después de 12 semanas se observó que ésta no ejerció efecto sobre la biomasa oxidada 
proveniente de explantes de. cntrenudo y secciones de raíz cultivados en medio MS. Al mismo 
tiempo, parte de esta biomasa se subcultivó en medio ICC, considerado como un medio pobre en 
nutrientes pues de acuerdo a 	y Hershaw (1977), citados por Figuenedo (1990) la 
disminución de nutrientes en el medio reduce la síntesis de compuestos fenólicos a nivel celular en 
cultivos in vitro. Esto ocurre mediante un mecanismo en el cual el tejido oxidado inicia un 
proceso de adaptación y de mantenimiento a nivel biosintetico, lograndose en algunos casos una 
nueva proliferación celular libre de oxidación. Resultados similares han sido descritos poi George 
and Serrington (1984) y lo recomiendan para revertir el proceso de oxidación. Otro método que se 
recomienda para evitar la oxidación es el de incorporar un antioxidante al medio de cultivo ó bien 
del subruldvo periódico de la biomasa oxidada ó el de exponer los cultivos vegetales en 
condiciones de. oscuridad total de tal manera que se evita en algunos casos la síntesis de fenoles y 
con ello el proceso de oxidación de los explantes (Loyola y col., 1995). 

Especifícamente en nuestro caso, parte de la biomasa oxidada (callo y estructuras globulares) de 
los explantes de hoja, entrenudo y raíz al ser expuesta en medio MS y KC adicionado de las 
concentraciones hormonales de O a 3 mg/1 de 2,4-1) y K y empleando mor-leucina como 
antioxidante, después de 3 meses de observación y de haber realizado subcultivos cada 20 días en 
las mismas condiciones de cultivo, no registraron incremento en la diferenciación de la biomasa 
oxidada lo que quiere decir que el medio de. cultivo y el antioxidante no tuvieron influencia sobre 
la diferenciación celular. 

Sin embargo cuando los callos formados por los explantes entrenudo y raíz subcultivados en los 
medios de cultivo MS y KC adicionados de ácido ascorbico como antioxidante, el formado por el 
explante entrenudo cultivado en medio MS, se recuperó de la oxidación después de un cuarto 
subcultivo, el cual se realizó cada 20 dias generando un callo de apariencia disgregable con una 
coloración amarilla verdosa translucida (figura 5), pero con un crecimiento lento en comparación 
de los callos compactos generados del explante de raíz, subcultivados en medio MS y KC. Estos 
callos no se recuperaron de la oxidación (figura 9), a pesar del subcultivo períodico a un medio 
con antioxidante, por lo que se tomó la determinación de analizar toda la biomasa (callo y 
estructuras globulares) generada por estos tratamientos para detectar y cuantificar la presencia del 
metabolito. 

En la tabla 11 se presenta el análisis de varianza (factorial aleatorio) para determinar el efecto de 
los medios de cultivo (MS y KC), los 3 tipos de material vegetal (hojas, entrenudo y raiz), 2 
condiciones ambientales de. cultivo (fotoperiodo y oscuridad), reguladores de crecimiento (K, 2,4-
i)) y su concentración (0 a 3 mg/1 ) sobre la producción de biomasa oxidada. Este mostró que los 

42 



tres tipos de explantes, presentaron diferencias significativas con respecto a la producción de 
biomasa. Los medios de cultivo (MS y KC) mostraron niveles altamente significativos, sin 
embargo la concentración de los reguladores de crecimiento y las condiciones ambientales no 
presentaron niveles significativos, tampoco se observa que existiera interacción entre estas 
variables evaluadas. Por lo tanto al realizar la prueba de Duncan (tabla 1 I -A) para observar el 
efecto de los tres tipos de explantes sobre la producción de biomasa notamos que con cualquiera 
de estos materiales se obtiene la diferenciación ce hilar, siendo las hojas las que dieron una mayor 
cantidad de biomasa la cual fue de 2233.7294 mg Pf (tabla I I -A). 

Para determinar el efecto de los medios de cultivo sobre la producción de biomasa se observaron 
de forma directa los valores de las medias (tabla 11-13) debido a que solo tenernos 1 grado de 
libertad y no es posible realizar la prueba de Uuncan para esta variable. Los valores de las medias 
indican que el medio MS es el que originó una mejor respuesta en la producción de biomasa. Esto 
nos indica que la biomasa oxidada subcultivada en el medio KC permaneció en un estado de 
latencia o sea que al emplear este medio no se dio un proceso de adaptación de la biomasa ni se 
observó un crecimiento de la misma por lo cual el medio no tuvo un efecto significativo para 
evitar la oxidación y que además el antioxidante (ácido ascorbico) posiblemete tampoco ejerció un 
efecto a considerar sobre la biomasa oxidada puesto que si tomarnos en cuenta el tiempo durante el 
cual se realizaron los subcultivos realmente no se observó crecimiento de esta. Esto nos conduce a 
pensar que el fenómeno de oxidación es dificil de controlar en la planta P. trinervia en las 
condiciones ambientales propuestas. 
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FIG. 9. PERDIDA DE LA BIOMASA (CALLO Y ESTRUCTURAS GLOBULARES) GENERADA DEL 

EXPLANTE RAIZ CULTIVADOS EN MED10 MS ADICIONADO DE 3 mg/1 K, POR 
OXIDACION EN 4 MESES DE INCUBACION. 



TABLA 11 

Análisis de varianza para determinar el efecto de los subcultivos de la biomasa oxidada generada 
de los 3 tipos de material (hojas, entrenudo y raiz) sobre los medios de cultivo (MS y KC), 
adicionados de los reguladores de crecimiento (K, 2,4-1D) y su concentración (0 a 3 ing/I ) en 2 
condiciones ambientales de cultivo (fotoperiodo y oscuridad), sobre la inducción de nueva 
biomasa. 

FACTORIAL, ALEATORIO PARA BIOMASA 

Fuente de 
Variación G.L,. 

-gula, 
'Cuadradot 

cuido 
Medio 

1-,̀  
Calculada 

F 	Tablas 
5 % 1 % 

Material veg. 2 22901180.60 11450590.3 3.4319 3.02. 4.76 	* 
Cond. amb. 1 1:32.76 132.76 0.00004 3.86 - 6.70 	N.S 

Cinetina 3 68664136 228881.12 0.0686 2.62 - 3.85 X1 5 S 
Auxina 3 10955953.72 

-737IT3685.41 
3651984,57 1.09455 2.62 - 3.85 	N.5 

Medio de ctir.-1 87113685.41 26.1092 -*---- 3.86. 6.70 	717 
Interacciones 

VI x V2 2 177540.58 88770.29 0.02661 3.02 - 4.76 	N.S 
VI x V3 6 2441405.42 406900.9 0.122 2.12 • 2.85 	N.S 
V2 x V3 3 2298906.33 766302.11 0.22967 2.r2-- 3.85 	N.S 
V2 x V4 3 497$15.45 161758.48 0.04968 2.62 • 3.85 	N.S 
V2 x V5 1 726513.70 726513.7 0.2177 3.86 - 6.70 	N.S 
V3 x V4 9 1251429.01 1190469.89 0.41674 1.90 - 2.46 	N.S 
V3 V5 3 160178187 533927.96 0.16003 2.62 - 3.85 	N.S 

VI x V4 6 1812379.60 302063.27 0.09053 2.12 - 2.85 	N.S 
Error 340 1134414520.235 3336513.295 
Total 383 1799036328 

* significar vo al 5 % 
	

* * Altamente significativo al 1 % 	N S Nó significativo 

TABLA 11-A 

Prueba de Duncan para determinar el efecto del subcultivo de la biomasa oxidada generada de los 
explantes (hojas, entrenudo y secciones de raíz) sobre la inducción de nueva biomasa. 

Trldilde0 
-‘\)2.1.11:, 	. '.,Cilliklac»Ite,  

littilos deMili 
Secciones de raíz 441.'4.1 a 
Secciones de entrenudo 1002.6363 b 
Secciones de hola 2233.7294 c 

* Las literales significan la clasiffeación entre los grupos de medias 
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TABLA 11.11 

Efecto del medio de cultivo (MS y KC) en la producción de biomasa oxidada 

I raimientos 'Valis' 

Produc. biomasa (mg) 

Kr —712.2916 

En la tabla 12 se presenta el análisis de varianza (cuadrado latino en bloques) para determinar el 
efecto que tuvo la biomasa oxidada generada de los 3 tipos de material vegetal (hojas, entrenudo y 
raiz), al ser subcultivada en los los medios de cultivo (MS y KC), modificados por la adición de' 
los reguladores de crecimiento (K, 2,4-D) y su concentración (O a 3 mg/1 ) expuestos en 2 
condiciones ambientales de cultivo (fotoperiodo y oscuridad), sobre la producción de piquerol A. 
En esa tabla se observan ceros en la columna que comprende la suma de cuadrados y en la de 
cuadrado medio, esto se debe a que el programa estadístico que se utilizó para realizar este análisis 
no nos permitió aumentar el número de decimales pero sin embargo realizó todos los calculos 
correspondientes para determinar el valor de F calculada y el error. Esto nos permitió obtener los 
valores de la F de tablas (Fa k-I/N-k) a niveles de significancia de I y 5 %. 

Del análisis de varianza (cuadrado latino en bloques) para evaluar la producción de piquerol A de 
la biomasa oxidada podemos apreciar que unicamente la concentración de la cinetina presenta 
diferencias significativas. Los tres explantes, las condiciones ambientales de cultivo, la 
concentración de la auxina y los medios de cultivo mostraron no tener efecto sobre la producción 
de piquerol A pues no se observan niveles significativos. Para poder determinar especificamente el 
tratamiento que origina la mejor respuesta observamos los valores de las medias en la tabla 12-A y 
vemos que el tratamiento que contiene 1 mg/I de K es donde se presenta la mayor cantidad del 

metabolito y es de 1.1 x 10 -3  mg/mg Pf. 

La prueba de Duncan no se realizó debido a que no tenemos el valor del cuadrado medio. Por otro 
lado hay que mencionar al respecto que en el cultivo de células en suspensión de plantas 
superiores la oxidación reprime totalmente a nivel biosíntetico la producción de metabolitos de 
interés (Pierik, 1995). Posiblemente a ello se deba el bajo rendimiento del metabolito presente en 
la biomasa oxidada del experimento. 
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TABLA 12 

Análisis de varianza para determinar el efecto del subcultivo de la biomasa oxidada generada a 
partir de los 3 tipos de material vegetal (hojas, entrenudo y raiz), en los medios de cultivo (MS y 
KC) adicionados de los reguladores de crecimiento (K, 2,4-D) en su concentración (0 a 3 mg/1 ). 
expuestos en 2 condiciones ambientales de cultivo (fotoperiodo y oscuridad), sobre la producción 
de piquerol A. 

CUADRADO LATINO EN BLOQUES 

Ardite ¿1 
Variación (3.1— 

SumaTe—  
Cuadrados 

Cuadril 
Medio 

F 
Calculada 

F 	Tablas 
5 3'0 	1 3'o 

f-rFo de 
explante 

Cond. amb. 

,5"--- .000 .000 0.000 3.02 	- 	4.76 
N.S 

1 .000 .000 0.031 3.86 	- 	6.70 
N.S 

Cine-lita 3 .000 .000 2.930 2.62 - 3.85 	* 

Aun,  3 .000 .0(X) 0.009 7.71-2.- 	• 	3.85- 
N.S 

Medio de cul. 1 .000 .000 1.928 3.86 	- 	6.71) 
NS 

Repeticiones 47 .001 .000 2.173 1.47 - 	1.71 
* 

Error 327 .003 .000 
Total 383 .004 .000 

 
* significativo al 5 % 
	

* Altamente significativo a 	 .S 	o sign' ica tvo 

TABLA 12-A 

Efecto de la concentración de la K sobre la produccion de piquerol A cuantificado 
a partir de la biomasa oxidada. 

con --i: 	 . 

--- 
O ing/i 1 ,ITI 
1 mg/1 0.0011 
2 Ing/1 0.0000 
3 mg/I 0.0000 
Total 0.0003 
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5.3. Efecto de los reguladores de crecimiento y su concentración sobre la diferenciación 
de callo y produccion de piqucrol A. 

Para incrementar la proliferación de callo proveniente de entrenudos, éste se subeultivo en los 
siguientes tratamientos; empleando 2,44) (0.5 mg/1) y su análogo 4-CPA (1 y 2 ing/1) por 
separado y rombintindolos con K. (1 y 2 inp,/1). Esto se realizó con el fin de verificar si realmente 
era necesaria la interacción de auxina, eitocinina para incrementar la proliferacción celular o bien 
si existía la suficiente auxina endógena para mantener el desarrollo del callo. 
Los resultados se presentan en la tabla 13 y figura 10. 

TABLA 13 

EFECTO DE LOS REGULADORES DE CRECIMIENTO (2,4-D, 4-CPA Y K) SOBRE LA 
INDUCCIÓN DE CALLO DE P. irinervia Cav. 

-------------Trwuenelii, 
Tratamiento de inducción 

de callo 
Aspecto del callo 

Auxina 
(Ingil) 

—11 

(inclina 
(ngli) 

.H- -ránTiaé-, TirsibTE715-0-EirdraifilaTalrliTtaillIT 
oxidado 

K 
(1 .0) 
7--  
(2.0) 

+++ (Tido verde friable de-buen crecimiento, libre de 
oxidación. 

-7,4•D 
(0.5) 

7T---  -H-+ Calró 	friable, crecimiento r7tideraToT-iigeramente 
oxidado 

2,4-D 
(0.5) 

7.--  
(2.q 

1++ aró-  friable, crecimiento lento y ligeramente °aja.-  

—4-CPA, 
(1.0) 

k 
(2.0) 

44 Callo compacto, escaso y oxidado 

4-CPÁ. 
(2.0) 

k 
(2.0) 

44. Callo compacto, escaso y oi-irdiarr" 

Proliferación de biomasa por frasco (3 repeticiones): 	: Pobre (< 3.0 gr. Pf.) 
44 	: Moderada (3.0 - 4.0 gr. Pf.) 

+44+ : Buena (> 4.0 gr. Pf.) 
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Como se observa en la tabla 13 el crecimiento del callo se presento en todos los tratamientos, sin 
embargo en los tratamientos donde existid la elimina sola es donde hubo un mayor crecimiento de 
callo seguido de los tratamientos donde se empleó la :mina sola y en la combinación de K con 
una concentración de 2 mg/l y 2,4. D en concentración de 0.5 mg/I., el callo generado fué de 
apariencia friable con una coloración verde - amarilla y blanco ligeramente oxidado. Estos callos 
al subcoltivacrse siguieron presentando las mismas características. Sin embargo en los 
tratamientos donde se empleó 4-CPA (homólogo del 2,4-D, su efecto como regulador es menor 
que el 2,4-D en cultivos in vitro) en concentraciones de I y 2 ing/I combinado con K el callo 
presentó lento crecimiento su apariencia era compacta, de color amarillo a café con oxidación. 

Estos resultados nos indican que es posible que existan niveles de ¿mina endógena en los tejidos 
que permite mantener el crecimiento activo celular pero que a la vez es necesario adicionar auxina 
iniciando con niveles de concentración minímos hasta lograr una interacción óptima de auxina-
cinetina de manera que se favorezca el crecimiento del callo. 

Golenioswki y col., (1992) reportan que el nivel de concentración de la hormona endogéna es 
insuficiente para mantener la diferenciación celular, por lo que es recomendable la adición de otro 
regulador de crecimiento, una vez establecido el sistema de inducción de callo de tal manera que 
exista un balance hormonal auxina citocinina y se. incremente la proliferación celular y a la vez 
promueva la formación del metabolito. 

Al realizar el análisis de varianza para deter minar el efecto de 2 tipos de auxina (2A-1) y 4.0) A) 
en concentraciones de 0.0, 0,5 y 1 nig/l y K en concentración de 1 y 2 mg/1 y condiciones 
ambientales de. cultivo (fotoperiodo y oscuridad) sobre la producción de callo (tabla 14), se 
encontró un efecto significativo con respecto a la concentración de la cinetina a diferencia de las 
otras variables evaluadas las cuales no mostraron niveles de significancia. Lo mismo sucede 
cuando interactuan las condiciones ambientales con la concentración de la K y la auxina. Sin 
embargo cuando interactuan ambas concentraciones auxina / cinetina se observa un efecto 
altamente significativo, lo que no se ve cuando hay una interacción entre la concentración de, la 
cinetina con el tipo de auxina o bien la concentración de la auxina con el tipo de auxina no se 
observan niveles de significancia. Tampoco se detectaron niveles de significancia en las 
interacciones triples y cuadruples que. evaluan estas variables. 

En vista de lo anterior se práctico una prueba de Duncan la cual se presenta en la tabla 14-A para 
determinar el efecto concreto de la interacción de las concentraciones de auxina / cinetina. La 
prueba mostró que efectivamente el tratamiento que contiene 1 y 2 mg/l de K en ausencia de la 
concentración de la auxina y en la interacción de la K (1 y 2 mg/1) con 0.5 mg/1 de 2,4•D es donde 
ejerció un mejor efecto en el crecimiento del callo, con un producción de 4056.11 mg de Pf. 
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FIG. 10. PROLIFERACION DE CALLO A PARTIR DEL EXPLANTE ENTRENUDO EN MEDIO MS 
ADICIONADO DE K (2 mg/1), 2,4-0 (0.5 mg/1) Y 4-CPA/k (1:2 mg/1) 
RESPECTIVAMENTE. EN CONDICIONES DE CULTIVO DE FOTOPERIODO EN UN 
MES DE OBSERVACION) 



TABLA 1.4 

Análisis de varianza para determinar el efecto de 2 tipos de auxina (2,1-1) y 4-CPA) en 3 
concentraciones (0.0, 0.5 y 1 mg/1 ) y K., su concentración (1 y 2 mg/I) y condiciones ambientales 
de cultivo (fotoperiodo y oscuridad) sobre, la producción de biomasa (callo), 

FACTORIAL ALEATORIO 

Fuente de. 
Variación 

Grados 
de 

'Libertad ' 

Suma de, 
Cuadrados 

Cuadrado 
 Medio 

' 	' 	' 

' 	F 
Calculada 
, 

F 
5 % 

Tablas 
1 % 

Cond. Amb.(V I) 1 887838.11 88-538.11 0.38 4.08 - 7.31 N.S 
Cinetin (V2) 
AuxinaTV3) 

1 14922859.03 14512150 6.42 	--. 4.08 7.31 
2 5691065.79 1891021.9 0.82 4.08 - 7.31 N:S 

Tipo de. auxina 
(V4) 

1 .00 0 0 0 0 N.S 

Interacciones 
VI x V2 I 893595.13 893595.13 .38 4.08 • 7.31 N.S 
VI x V3 - 3 51020.69 17006.90 .01 2.84 - 4.31 N.S 
VI x V4 O o o o 0 0 N.S 
V2 x V3 2 27005644.63 13502822 5.81 3.23 - 5.18 * * 
V? x V4 O O 0 0 0 0 N.S 
V3 xg4---  o o o o o o 13S 

vi x V2 x V3 2 60236.32 30118.16 .01 3.23 - 5.18 NS 
VI x V2 x V4 O o o o o O N.S 
VIxV3xV4 o o o o o 0 N S 

-----V2 x V3 xV-74 O 0 0 O O O 7. -S--  - 
VI 	V2 V3 V4 O o o O 0 0 N.S 

Error 28 65078644.84 2324237.3 "- 
Total ----jr 115169888.§ 	.030 	1 

* significativo al 5 % 
	

* * Altamente significativo al 1 9'o 
	

N.S No significativo 
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TABLA 14-A 

Prueba de Duncan para evaluar el efecto de la concentración de los reguladores 
de crecimiento (K y 2,4-D) sobre la producción de callo. 

Tra alientos ',,Ileail Clasilicació 1 1  
Cone 	(m./1) Conc. 2,4-U (tn/1) ProWcallo (u) 

2 1.0 0.0 
1 0.0 498A0 a b 
2 2.0 1358.60 a b c _i___.. 

I.0 1789.15 b c 
1 2.0 2003.43 b e 
1 0.5 2146.29 b c d 
2 0.5 3096.37 e d 

---d 2 0.0 4056.17 
.as literales significa la clasificación de los grupos de medias 

El análisis de varianxa ( factorial aleatorio) para determinar el efecto de 2 tipos de auxina (2,4-D y 
4-CPA) en tres concentraciones (0, 0.5 y 1 mg!» y K, a dos concentraciones (1 y 2 mg/1) y 
condiciones ambiedtalesde cultivo sobre la producción de piquerol A, se muestra en la tabla 15. El 
análisis mostró que las condiciones ambientales, la concentración de auxina como el tipo de 
auxina y la cinetina no ejercen un efecto directo sobre la producción del metabolito. Sin embargo 
en la interacción entre la concentración de la auxina y la K si presentaron niveles significativos, 
mientras que las interacciones dobles, triples y cuadruples de las variables evaluadas no mostraron 
niveles significativos 

Al observar los valores de las medias de forma directa en el análisis de la interacción entre los 
niveles de concentración de los reguladores de crecimiento nos reveló que con 2 mg/l de K y en 
ausencia de la auxina es donde se obtiene la mayor producción del metabolito y fué de 
1.0 x 10 .2  mg/mg Pf (la prueba de Duncan no se realizó debido a que no se tiene el valor del 
cuadrado medio). 

Esto nos lleva a confirmar que la K juega un papel importante en la producción de biomasa y de 
piquero' A. Al mismo tiempo pensamos que el tejido diferenciado debe tener la suficiente auxina 
endógena que interactóa con la cinetina exógena para inducir la proliferacción celular y a la vez 
que ya establecida la diferenciación celular es necesario adicionar una cantidad óptima de auxina 
para que el tejido continue la diferenciación celular. Este mismo proceso se observó en la 
inducción de callo de Ambrosia tenuifpolia (Golenioswki y col., 1992) con la variante de que solo 
emplearon 2,4-U para inducir la proliferación celular. 
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TAIII ,i1 15 

Análisis de varianza para determinar el efecto de 2 tipos de auxina (2,4-D y 4-CPA) en 3 
concentraciones (0.0, 0.5 y 1 mg/1 ) y K, su concentración (1 y 2 mg/l) y condiciones ambientales 
de cultivo (fotoperiodo y oscuridad) sobre la producción piquero' A. 

FACTORIAL ALEATORIO PARA PRODUCCION DE PIQUEROL A 

'Fuente de 
Vtatjación 

Grados 
de 

Libertad 

Suma de 
Cuadrados 

Cuadrado 
Medio 

11  7P 
Calculada' Calculad 

 Tablas 

	

,S, u 	7o 

	

'7 	1  

Cond. Amb.(V1) 1 .00 .00 .12 4.20 - 7.64 	N.S 
Cinetina (V2) 1 .00 .00 3.78 4.20 - 7.64 	N.S 
Auxina (V3) 3 .00 .00 2.09 3.34 - 5.45 	N.S- 

Tio auxina (V4) 0 .00 	_.., 0 0 0 	0 	N.S 
Interacciones 

VI x V2 1 .00 .00 .13 -g- 4.20 • 7.64 	N. 
VI x V3 3 .00 .00 .41 ~ 2.95 - 4.57 	N.S 
VI xV4---  O O O ---6 O 	O 	N.S 
V2 x V3 2 .00 ,00 4.57 3.34 - 5A5 	* 
V2x V4 O O O O O 	O 	N.S 
V3 x V4 O O O O O 	0 	isf.'s 

VI x V2 x V3 2 .00 .00 0.93 3.34 - 5.45 	N.S 
VI xV2 xV4 O O O O O 	O 	N.S 
VIxV3xV4 O O O O O 	O 	N.S 
V2 xV3xV4 O O O O O 	O 	N.S 

VI 	V2 V3 V4 O O O 0 0 	O 	N.S 
Error 28 .00 .00 
Total 41 .0004  

* significativo al S % 
	

* Altamente sign• ficativo al 1 % 
	

S No significativo 
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5.4. Determinado!' de la curva de crecimiento de callo en medio semi-sólido. 

Las figuras 11 y 12 muestran el crecimiento del callo, evaluado como peso fresco y seco, en el 
medio MS suplementado con 2 mg/l de K., expuestos en fotoperíodo. En dichas graficas se observa 
la fase de adaptación y crecimiento. La mayor acumulación de peso fresco se presentó a los 75 
días sin llegar a observar claramente la fase de muerte celular. Tambien se muestran las 
características de la cinética de crecimiento como es la velocidad específica de crecimiento, el 
tiempo de duplicación celular y el consumo total de sacarosa en el medio de cultivo (% Riente de 
carbono rz Biomasa total en gr./Fuente de carbono suministrada, en gr., Fowler., 1982). 

Las características del crecimiento celular de Piqueria trinervia Cav., en medio semi-sólido, son 
las siguientes: 

M = dx/dt .I/x = M ( lidias) = 0.0459 
td = lo 2/M = 15.10 (dias) 

Donde : 
M : Es la velocidad específica de crecimiento celular. 

dx/dt = crecimiento celular (Pf) con respecto al tiempo ( en dias). 
td : Tiempo de duplicación (dias). 

El consumo de sacarosa al final del crecimiento fué de 8.65 % en un tiempo de 90 dias, la cual es 
relativamente poca, comparativamente a otros cultivos. Goleniowski y col. (1990) mencionan que 
el consumo de sacarosa esta relacionada con la velocidad de crecimiento del cultivo y en optimos 
niveles se favorece la acumulación del metabolito. Sin embargo, Figueiredo y col (1991) en el 
cultivo en suspensión de Malea millefolium indican que niveles elevados de sacarosa 
disminuyen la velocidad de crecimiento y promueven la formación de fenoles e inhiben la síntesis 
de metabolitos. 

En la figura 13 y 13a se observa un punto a los 45 dias donde hubo una acumulación mayor del 
metabolito cuya producción fué de 7.2 x 10 -2  mg/mg Pf. Este punto se consideró para evaluar la 
cinética de crecimiento del cultivo de células en suspensión de P. trinervia y aumentar la 
producción de metabolito. 

5.4.1. Determinación de la curva de crecimiento del cultivo de células en suspensión. 

Para obtener un cultivo de células en suspensión, el callo formado se trasfirió a un medio de 
cultivo líquido, el cual nos proveyó un cultivo en suspensión homogéneo, lo que implica que hay 
mayor difusión de los nutrientes en el medio, de los reguladores de crecimiento y del contenido de 
oxígeno entre otros factores a considerar, de tal manera que se incremente el crecimiento celular y 
por consiguiente la acumulación de metabolitos. 

El éxito de establecer un cultivo en suspensión va a depender de la disgregación del callo, El callo 
empleado para establecer el cultivo en suspensión presentaba estas características y se partió de un 
irmóculo inicial de 2 1 0.3 gr, cultivados en medio MS adicionado de 2 nigh de K y en fotoperíodo. 
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La figura 14 muestra el crecimiento celular expresado como peso fresco (mg) y se observa que en 
los primeros I() dias hubo un crecimiento acelerado de la biomasa y la máxima acumulación de 
peso fresco fué entre 60 y SO días, sin observarse claramente la fase estacionaria. A diferencia de 
la figura 15, la cual muestra el peso seco (mg/mg pf) donde se observa que hubo un crecimiento 
acelerado y posteriormente se mantuvo semi-estacionario, posiblemente debido al alto contenido 
de agua en las células, por lo que no se establece claramente su cinética de crecimiento. 

Hay que señalar que el crecimiento es más acelerado en el cultivo en suspensión, lo que indica que 
hay una mejor adaptación de las células al sistema en suspensión. Cabe hacer notar que el cultivo 
formó una suspensión fina sin la presencia de agregados celulares. 

Las características del crecimiento celular de Pialwria trinervia Cate., en el medio líquido son las 
siguientes: 

Velocidad específica de crecimiento (M) = dx/dt.1/x = u (l/dias) = 0.0120 

Tiempo de duplicación 	 (td) = ln 2/M = 57.762 (dias) 

La cantidad de sacarosa consumida durante el cultivo en suspensión fué de 21.3 (70, a los 100 dias. 

Estos resultados muestran que el cultivo es muy lento en su crecimiento en relación a otros 
cultivos en suspensión donde el tiempo de duplicación es más corto, pero a la vez es comparable 
con cultivos que crecen a la misma velocidad como se observa en la tabla 16 y se debe 
principalmente a las características del cultivo, como es el volumen del cultivo, la disgregación 
celular, del oxígeno suministrado, la cantidad de sacarosa entre otros parámetros principalmente 
(Kreis y Rcinhard, 1989). 

TABLA 16. COMPARACION DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO Y 
EL TIEMPO DE DUPLICACION EN CULTIVOS EN SUSPENSION.* 

ygp,, .. .;1,,..1b, 1 	,19 W41  .,:4 	yq- ÁMOTANIYIPMCJF.IPk 1:01t..,~14W(flálYi 
Nicottana tabacunt 15.0 Ó.041 
Matus clamo:tu 31.5 0.022 
Montada citrifolia 45.0 0.015 

Coleus bluntei 53.0 0.013 
---ataranthus roscas 72.0 0.010 

Digitalis lamia 120.0 0.006 
Kreis y Reinhard (1989). 

De acuerdo a las figuras 13 y 16, se observa que el contenido de piquero! A fué mayor en el 
cultivo en suspensión de células de P. trinervia Cal,' y fué de 1.44x 10- 1  ing/ing Pf a los 40 dias a 
diferencia del cultivo en medio semi-sólido, la cual fué de 7.2x10-2  mg/mg Pf en 45 dias. 
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En cuanto a la cuantificación del metabolito, que se excreto al medio de cultivo (figura 17 y 17a), 

la mayor cantidad promedio que se registró fué de 7.8x10-2  mg/mg Pf. Esta característica de 
excretar el metabolito al medio de cultivo hace que este sea un buen sistema de producción pues se 
facilitaría el proceso de recuperación. Esto no ha sido observado en otros sistemas de cultivo in 
vitro debido a que los metabolitos secundarios en las vacuolas de las plantas pero sin embargo 
existen reportes en la literatura donde se menciona que controlando el pll del medio nutritivo las 
células excretan el metabolito al medio (Loyola y col., 1990) 

Finalmente para confirmar la presencia de piquero) A en todos los expei hilemos realizados una de 
las muestras de los puntos evaluados en la curva de crecimiento del cultivo en suspensión 
cristalizó espontameamente, estos cristales fueron purificados por TLC preparativa, obteniendo 6 

mg. de cristales a los cuales se les hizo un espectro de IHRMN. Los espectros obtenidos se 
muestran en la figura 18. El espectro (A) fué hecho con CDCI 3, al (13) se le añadió 1310 para 

intercambiar los protones de los grupos hidroxilos de la molécula por deuterio y establecer que 
existen esos grupos -OH * -OD en la molécula, ambos espectros corresponden a los cristales de la 
muestra obtenida in vitro y el espectro (C) corresponde al estandar de piquero) A (cristales puros). 
Los espectros A y 13 sirvieron para identificar que realmente era piquero) A el que se cuantificó en 
todas las muestras experimentales, ya que se observán las siguientes señales en los tres espectros 
6,06 (211, tn, 1-12 e 113), 5.8 (111, ni), 5.4 (11I, d, 114), 5,27 (211, d, 117), 4.45 (211, m, 1110), 3.6 
(111, d , 115), 1.8 (311, s, H9) ppm, se observa una señal en 7,3 ppm que corresponde a CDCI3 
Además se observan unas señales en los espectros A y 13 que no aparecen en el espectro (C) a 1.3 
y 0.85 ppm que se deben a la presencia en mayor proporción de un hidrocarburo de alto peso 
melecular que se obtiene del proceso de separación y purificación que se hizo al extracto de las 
células en suspensión con cloroformo y que fué por eromatografia en capa fina preparativa (SiO2). 
Cabe aclarar que las señales correspondientes a la muestra in vitro son muy pequeñas y presentan 
ruido debido a la cantidad de la muestra (6.0 mg). Sin embargo, se observa una total semejanza 
con las señales con respecto al espectro de una muestra estandar de piquero) A puro (40 mg). 
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FIG. iI. OINETICA DE CRECIMIENTO DEL CALLO DE P. TRINERVIA CAD'. EN MEDICI MS-4-2 mg/1 E. 
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FIG. 16 CINETICA DE PRODUCCION DE PIQUEROL A DE CELULAS EN SUSPENSION DE 
1'. trinervia EN MEDIO MS CON 2 mg/1 DE K. 
28 % DE SACAROSA CONSUMIDA. 
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FIG. 17 CINETICA DE PRODUCCION DE PIQUEROL A EN EL MEDIO DE CULTIVO (MS, 2 mg/1 K) 
DE CELULAS EN SUSPENSION DE LA PRIMERA TRANSFERENCIA DE CALLO DE P. trinervia. 
28 % DE SACAROSA CONSUMIDA. 
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS. 

De los experimentos realizados y de su análisis estadístico podemos concluir que se 
encontraron las condiciones de cultivo para la formación de callo de P. trinervia Cc:v., y son : 
Explante entrenudo, medio de cultivo MS, adicionado de 2 mg/1 de K cultivados en condiciones de 
fotoperiodo (2000 lux, 16 hrs luz y 8 hrs oscuridad), la cantidad de biomasa registrada fue 3713.34 
mg Pf. Para la producción del terpeno es en medio MS adicionado de 2 mg/1 de K la cantidad de 
piquero' A cuantificada en estas condiciones fue de 1.1 x 10 .2  y con 3 mg/1 fue de K de 0.345 y 
0,42 mg/mg Pf y en la combinación de 1 mg/1 de 2,4-D y 3 mg/l de K se cuantificó una cantidad 
de 0.27 mg/mg Pf 

Los diferentes experimentos realizados en la presente investigación demostraron la 
importancia que tuvo la K y su concentración sobre la inducción del callo originado a partir de 
explantes de entrenudo de la planta P. trinervia Cav y en la producción del metabolito. Los 
diseños experimentales efectuados definieron y concretaron esta aseveración. 

De acuerdo a las cinéticas de crecimiento, el cultivo de células en suspensión 
mostró una velocidad de crecimiento mayor que el cultivo de callo en medio semi-sólido, en este 
sistema se tuvo una producción de piquero' A de 7.2 x 10 •2  mg /mg Pf. En el cultivo en 
suspensión presentó un mayor contenido del metabolito (1.44 x 10 •t mg /mg Pf), además éste es 
excretado por las células al medio de cultivo, lo que le hace ser un buen sistema de producción y el 
más adecuado para continuar los estudios de obtención del metabolito de interés a una escala 
mayor. 

Otro sistema que se propone para la producción de piquero' A es emplear el callo ó 
las raíces pilosas generadas en el proceso de transformación de. las estructuras globulares formadas 
del explante hoja cultivadas en medio MS adicionado de K en concentración de O a 3 mg/1 o en 
ausencia de los niveles de concentración en donde se obtuvo 4.4 x 10-2  y 3.2 x 10-2  mg/mg Pf de 
piquero' A. O bien generar ralees pilosas a través de una transformación genética con la infección 
de Agrobacterium rhizogenes a la planta o partes de ella, de tal manera que se pueda incrementar 
la producción del metabolito 

Por otro lado si se estandarizará la técnica de embriogénesis somática tomando en 
cuenta los resultados obtenidos durante el desarrollo del trabajo, esto generaría una forma de 
reproducción vegetativa y al mismo tiempo la posibilidad de generar un método de mejoramiento 
genético de la especie y consecuentemente de obtener lineas celulares hiperproductoras del 
metabolito ya sea por técnicas tradicionales o de ingeniería genética. Además esta técnica de 
micropropagación garantizaría la conservación de la especie. 

Finalmente, podemos decir que el modelo generado para P. trinervia Cav es 
factible de llevar a cabo para increnmetar la producción del terpeno basandose en la técnicas de 
biotecnología vegetal. Aun considerando que la planta es silvestre y que no hubo una selección del 
material genético de la planta utilizada para el establecimiento de los cultivos lo cual es un 
parámetro importante para establecer un sistema de cultivo in vitro. En el presente trabajo se ha 
demostrado que en los diferentes explantes, condiciones de cultivo y concentraciones de los 
reguladores de crecimiento el metabolito se esta sintetizando in vitro independientemente de las 
respuestas de diferenciación celular obtenidas. 
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Hay que recalcar que el objetivo del presente trabajo fue de aprovechar la planta 
P. trinerivia L'ay la cual es una de las plantas silvestres mexicanas más estudiadas desde el punto 
de vista fitoquímico pues se han purificado y caracterizado varios de sus metabolitos secundarios 
(ver figura 2) y se conoce la actividad biológica de algunos de ellos principalmente del 
monoterpeno piquerol A, al que se le han encontrado diversas atividades biológicas (ver tabla 1). 
Por lo tanto su potencial de aplicación es amplio particularmente en el desarrollo de nuevos 
agroquímicos, por ello podría ser una especie cotizada en el mercado. De esta forma con el 
presente proyecto se da inicio a estudios del aprovechamiento integral de este recurso. 

Las perspectivas de este trabajo, se concluyen también de la figura 1, en la cual se 
plantea la optimización del sistema basados en los experimentos preliminares, esta optimización 
incluye las diversas fuentes que influyan en la diferenciación celular: medio de cultivo, 
reguladores de crecimiento, su concentración, el explante, las condiciones fisieas de cultivo y 
particularmente de otras metodologías como es la transformación genética, variación somaclonal, 
mutantes inducidos y el uso de elicitores. 
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ANEXO I 

MEDIOS DE CULTIVO 

MEDIO MS KC 

[ ....._ SALES (m 	) (mg/1)  «...J 

NH4NO3 
KNO3 1900.00 2020.00 

C.aC12.2H20 440.00 
MO04.71120 370.00 738.00 

KII2PO4 170.00 272.00 
NaH2PO4.1120 

Ca(NO3)2 1000.00  _ 
NiNO3 - 2040.00 

(NH4 )2SO4 .. 500.00 
MICRONUTRIMENTOS 

KI 0.830 - 
113E03 6.20 

Mng07.4120 22.0 • 
MnSO4. 20 - •• 
7n504.1120 8.6 - 

Na2Mo04.21120 0.25 - 
CuSO4.5H20 0.025 .. 
CoCl2.61120 0.025 - 

EDTA-sal disodica 37.3 - 
PeSO4.7/120 27.8 - 

Glicina 2.0 - 
SACAROSA. 30.0 25.0 

pH 5.7 5.8 
VITAMINAS 

Inosito) 100.00 - 
Piridoxina -1.50 0.5 

Acido nicotinico 0.50 0.5 
nana 312) - 
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SiIA TESIS HO USE 

SA1111 DE 

ANEXO II. 

EXPERIMENTOS R !:ALIZADOS PARA ESTABLECER LAS CONDICIONES DE 
CULTIVO IN VITRO DE I'. TINERVIA CA V Y LA PRODUCCION DE PIQUEROL A. 

No. 	' 
Ea' cptiiinen 

Norrotamiento 
'''' 	- 	por 

.eramo .1-.0o 

Total U. E 
/ 	' 

tratamiento 

Explorar: y 
tainono de U.E. 

, 

Medio de 
cultivo,, 

Reguladores 
de 	. . 	, 	, 

crecimiento' 
rn0)  

Coudiciones de 
,- - 2 .eidtivo 

7 16 10 lloWinvene5 
e.xplontes 

-1i oinsióvene5 

-MS T,4-11) • k 
0,1,2 y 3 

Fotoperiodo 

-2--  
--5—  

-F6—  8.6--  
explantes 

MS 2,4.1) - K 
0,1,2 y 3 

0,1,2 y 3 
2,4-D . K -17-3topeno715--  

oscuridad 

Í6 ---0--  -Entreiido 
5 explantes 

MS 

4 

3.--  

16 80 Entretiudo 
.5 entornes 

MS 2,4 13 - K 
0,1,2 y 3 

oscuridad 

-TG 80 Sec ;Raíz 
5 explantes 

MS 1,4-121- K 
0,1,2y 3 

kitTperT-lfo 

6 16 80 Sec. latz 
5 explantes 

MS 2,4-D - K 
0,1,2y 3 

oscuridad 

7 TU-  80 Biomasa * 
1 a 3_g 

Z 2,4-15.. K 
0,1,23 

Fotoperiodo 

8 16 50 I3iomasa * 
1 a 3 g 

MS 1,4- 	- II 
0,1,2 y 3 

oscuridad 

9 16 80 Biomasa * 
I a 3 g 

MS 2-J:D- K 
0,1,2 y 3 

Fotoperiodo 

10 

TI I 

TU O Biomasa * 
1 a 3 g 

MS 2,4-D - K 
0,1,2 y 3 

oscuridad 

16 48 Biomosa***1 a 
2g. 

MS 2,4-D - K 
0,I,2 y3 

Fotoperiodo 

12 I ó 48 Biornasa***1 a 
2g. 

MS 2,4- 	- K 
0,1,2y3 

oscuridad 

-73 -Ir 48 Biomasa***I a 
2g. 

KC 2,4- 	- K 
0,1,2 y 3 	_ 

Fotoperiodo 

---I-4 16 4' Biomasa***I a 

l. callo2 	" 

KC 2,4-D - K 
0,1,2 y 3 

oscuridad 

15 I 3MS 
2.0g. 

ninguna Fotoperiodo 

16 1 3 rallo " 
2.0g. 

MS ninguna oscuridad 

17 	' 

-IV—  

1 3 Callo ** 
2.0g. 

MS k 
2.0 g. 

Fotoperiodo 

I 3 Callo ** 
2.0g. 

MS k 
2.0r. 

.oscuridad 

19 1 3 Callo *I -  
2.0g. 

MS 4-LP 	- K 
2.0 y 2.0 

Fotoperíodo 

20 -7---  'S-  Callo ** 
2.0g, 

MS 4-C PA - K 
2.0 y 2.0 

oscuridad 

Fotoperiodo 21 I 3 Callo *4  
2.01.,.... 

MS 2,4-D 
0.5 
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22 1 Callo 
2.Og. 

MS 2,4. I) 
0.5 

osetiTaW 

23 I 3 Callo 4 * MS :1-r,TA .K. I.otopenodo 
2.Og. I .U2.0 

24 I 5 Callo " MS 4-CPAT-Ir osettinad 
2.Og. 1.0 y 2.0 

25 I 3 Ca o *4  —KB 2,4-1) - 	I< botoperiodit 
2.Og. 0.5 - 2.0 

—26 1 Callo " a.T 2,4-1) - 1< oscuridad 
2.011. 0.5 - 2.0 

27 I 4. Tiaio 77 ----71----  k l'otopenodo 
2.01. 2.0 g. 

---271 TotopenoTo.  I ---30 (.a lo 17  ----754S k 
2.O'. 2.0 g. 

111 : 1.1n.dad experimental •7,  1 fraso conteniendo explantes ó una cantidad de biomasa (callo y 
cstructuars globulares). 
Tamaño de U.E. : Número de explantes por repetición (1 frasco) y cantidad de biomasa expuestos 
a las difrentes condiciones de cultivo. 
Condiciones ambientales de 	Fotoperiodo 16 hrs, 2000 lux y 8 hrs oscuridad y oscuridad. 
* : Estructuras globulares desarrolladas por explantes de bajas jovenes (experimentos 1 y 2). Se 
tomó una submuestra de 1 a 3 ros. para observar el desarrollo en particular de ésta a esas 
condiciones de cultivo (experimentos 7 al 10). 
** : Callo generado del explante entrenudo (experimentos 3 y 4), cuyas condiciones iniciales de 

cultivo fueron: Medio MS adicionado de 2 mg/I de K en fotoperiodo y oscuridad, se tomó una 
submuestra de 2.0 grs, originando 3 unidades experimentales por tratamiento (experimentos 15 al 
26). 
***: Biomasa (estructuras globulares y callo) generada de explantes de secciones de raíz 

(experimentos 5 y 6), Se tomó una submuestra de 0.5 a 2 grs originand6 48 unidades 
experimentales por tratamiento (experimentos 11 al 14). 
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ANEXO I V 

ANALISIS 

CROMATOGRAFIA EN PLACA FINA (TIC) 

EXPIANTE: TALLO 

IRATAMIENTOS: 

TESTIGO (0) 

CONDICIONES : LUZ Y OSCURIDAD. 
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