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RESUMEN

Una especie utilizada en México por tener importancia medicinal, es la Ilamada
"cancerina” (Hippocratea excelsa Kunth), especie de distribucion restringida en el pais, v
de la cual es utilizada tanto la corteza del tallo como la de la raiz, situacién que hace que
la especie sea devastada de sus ambientes naturales. Por esta razén es importante
implementar estudios que ayuden a conservar las poblaciones en su lugar de origen asi
como también encontrar métodos que hagan posible obtener los compuestos que la
planta produce y que tienen diferentes aplicaciones farmacolégicas potenciales como lo
es la friedelina que Hene actividad insecticida antiulcérica y anti-inflamatoria, o el
transpoli-isopreno (del tipo de Ia guta) por tener importancia comercial.

El presente estudio tiene los siguientes objetivos:

. Determinar qué explante de Hippocratea excelsa Kunth, es el que da mejores
resultados para la obtencion de tejido indiferenciado (callo).
. Establecer cultivos de células en suspension.

Determinar la presencia de friedelina en callo asi como en células en suspensién,
mediante tenicas cromatogréficas.

. Analizar comparativamente la produccién de friedelina tanto de tejidos obtenidos
bajo condiciones de cultivo in vitro y a partir de material silvestre.

. Proponer alternativas metodolégicas para la utilizacién y conservacién de la
especie,

Para el cumplimiento de los objetivos, s¢ realizaron tres recolectas con la
finalidad de encontrar el explante adecuado para la induccién y establecimiento de los
culivos in wiro que permitiera obtener los cultivos celulares en suspension y la
micropropagacion de la especie. Se probaron diferentes variaciones en el método de
esterilizacion, asi como también diferentes medios nutritives: Murashige y Skoog, Heller
y Lloyd y McCown.

Se hicieron diferentes pruebas de germinacion, asf como ensayos para lograr el
establecimiento de las plantulas en diferentes substratos y se determinaron las
condiciones de aclimatizacion de las mismas al invernadero.

De explantes de semillas se obtuvieron los crecimientos celulares (callos), que
permitieron establecer los cultivos de células en suspensién, Se realizaron las
mediciones de peso fresco y peso seco para obtener la cinética de crecimiento de los
cultivos de células en suspension.

De los ensayos in vivo, se encontré que la temperatura Sptima de germinacion fue
de 30 °C, el tiempo de germinacién de 7 dias y el mejor substrato para el desarrollo de
plantulas en invernadero fue una mezcla de agrolita y germinasa (1:3), se observo
también que un factor limitante para ¢l establecimiento de las plantas cn el invernadero
es la humedad. Se lograron establecer 15 plantas en invernadero que sirvieron como
fuente de explantes para los ensayos i vitro.




En los ensayos in vitro, la semilla fue el 6rgano que se utiliz6 como explante para
la induccién de callo y el establecimiento de cultivos de células en suspension debido a
que por problemas de contaminacién, no fueron ftiles los explantes obtenidos del
material de campo. De las plantas crecidas en invernadero se utilizaron hojas y brotes
como explantes, logréandose obtener callo de ambos érganos.

Para el andlisis fitoquimico se realizaron extracciones hex4nicas de hoja, tallo y
raiz de plantas silvestres, asi como también de los cultivos de callo, de los cultivos de
c€lulas en suspension asi como del medio nutritive en el gue crecieron.

A través de la comparacién con una muestra estindar por cromatograffa en capa
fina y cromaiografia liquida de alta resolucién {CLAR), se determiné la presencia de
friedelina en los extractos obtenidos.

En el andlisis quimico se observd que, de la planta en su habitat natural, la
friedelina s6lo se encuentra en la corteza de la raiz en muy bajas concerntraciones, por
lo que se hizo necesaria su determinacién mediante cromatografia liquida de alta
resolucién. De los callos, asi como también de los cultivos de células en suspensidon y de
los medios nutritivos en los que ambos cultivos crecieron, se pudo demostrar la
presencia de ese compuesto, por lo que se puede concluir que la obtencidon de la
friedelina por medio de esta técnica resulta factible.

Lad




1. INTRODUCCION

Las especies vegetales poseen algunas caracteristicas de gran importancia para el
hombre, entre éstas se pueden identificar propiedades por las cuales han sido utilizadas
por diferentes culturas. Dichas propiedades han cambiado incluso el curso de la historia,
y han repercutido en distintos aspectos de la vida del hombre, tales como: la
alimentacion, la construccitn, la vestimenta, la ornamentaci6n, en el aspecto religioso y

también en un uso medicinal, por lo que es importante el estudjo y la conservacién de

estas especies.

Cabe mencionar que el uso medicinal de las plantas, ha side manejado por el
hombre desde los inicios de la civilizacién; la adquisicién de esta informacion a través

del conocimiento empirico, le ha permitido utilizar su entorno para su propio beneficio.

El mantener a estas especies en sus ambientes naturales se hace cada vez maés
dificil, ya que los ecosistemas se han visto alterados, por un lado debido a las
necesidades de espacio para viviendas y/o cultivos y, por otro lado, por el uso
indiscriminado de especies que son saqueadas de sus ambientes naturales para ser

comercializadas, razén por la cual, las poblaciones no se mantienen constantes dentro de

los ecosistemas.

Muchas plantas medicinales se encuentran en esta situacién, principalmente las
que se localizan en zonas en las que la produccién agricola depende de la estacionalidad
¥, si ademas la especie presenta un crecimiento lento, es muy factible que la poblacién
disminuya paulatinamente hasta su desaparicion del ecosistema. Por esta razén es

importante la implementacién de nuevas estrategias que permitan la utilizacion de los

recursos ademas de su conservacién.




Farnswoth en 1985, mostrtd que cerca de la cuarta parte de todos los

medicamentos prescritos en EUA son de origen vegetal (citado por Alferman y Petersen,
1995).

Lozoya {1986) menciona que por lo menos 119 compuestos obtenidos a partir de
las plantas, son considerados los medicamentos més importantes en uso en todos los
pafses industrializados, estos productos se obtienen de 91 especies, la mayorifa puede ser
adaptada a cultivo en pricticamente cualquier parte del mundo. Cuando se revis6 el
origen de estos compuestos, se observd que 88 de ellos fueron incorporados a la
medicina moderna como resultado de estudios dirigidos a comprobar el uso que tenfan
esos mismos vegetales en la medicina tradicional de los paises donde fueron

redescubiertas por la ciencia occidental.

Una opcién para el aprovechamiento y conservacién de especies es la
biotecnologia, que consiste en la utilizacion y transformacién de microorganismos y
células vegetales 0 animales para la obtencién de productos benéficos para el hombre.
Entre los procesos utilizados tanto en microbiologia, como en la biotecnologia vegetal, se
halla el cultivo de células y tejidos con el cual es posible aislar grupos celulares,
sintetizar compuestos de interés, hacer micromanipulaciones, fusiones de distintos
grupos celulares y transformaciones genéticas especificas. En este sentido, la
biotecnologia brinda diferentes posibilidades para el manejo de recursos, como lo
pueden ser: la propagacién masiva de plantas, la obtencién de plantas libres de
patégenos, la generacién de plantas resistentes a factores que limiten su crecimiento
{(sequia, salinidad, temperatura, etc.), asi como también la produccién de metabolitos

secundarios a gran escala (Strauch, 1989).

Los metabolitos secundarios, son compuestos sintetizados por plantas y
microorganismos, cuya funcién en ¢l metabolismo primario es desconocida, sin

embargo algunos son responsables de diferentes actividades fisiolégicas en organismos



animales, siendo muchos de ellos los principios acivos que se utilizan en farmacia. La
compleja estructura de la mayor parte' de ellos hace que a pesar de los avances
cientificos y tecnolégicos, su sintesis sea todavia incosteable, por lo que se estima que
muchos de estos compuestos continuardn obteniéndose a partir de las plantas durante
algin tiempo. También es probable que el desarrollo de nuevos métodos para el
crecimiento de cultives de células vegetales a gran escala en los que se puedan obtener
metabolitos secundarios, y el descubrimiento de nuevos compuestos biolégicamente
activos a partir de especies atin no estudiadas, influyan notablemente en el desarrollo de
la industria quimica basada en productos naturales, de aqui que sea necesaric
incrementar la produccién de los compuestos vegetales in vitro por encima de los niveles

alcanzados por estos organismos en condiciones naturales y por otro lado preservar el

inventario quimico de las mismas.

El anélisis qufmico de las plantas medicinales, abre la posibilidad de completar el
estudio de los compuestos bioldgicamente activos previamente determinados, asi como

de aquellos que no han sido aislados y que puedan tener actividad biologica de interés.

Entre la gran cantidad de plantas medicinales usadas en México, Hippocratea
excelsa Kunth conocida como “cancerina” es una especie que tiene una distribucion
restringida en el pais, y de la cual se utiliza la corteza del tallo y de la raiz (ésta Gltima
con mayor frecuencia), situacién que hace que la especie sea devastada de sus ambientes
naturales. La forma de crecimiento de la especie, la utilizacién que de ella hace el
hombre, la restriccion en la distribucién asi como €l escaso ntimero de individuos que se
han observado en las diferentes recolectas, han hecho reflexionar en la problematica de

establecimiento y permanencia que esta especie tendra en un futuro préximo dentro de

los ecosistemas.

Por las razones antes expuestas, se justifica la realizacion del presente estudio, en

aras de la proteccién de la especie y para propaner métodos que hagan posible obtener



en el laboratorio mediante técnicas de cultivo de tejidos vegetales, los compuestos que la
planta produce. En este estudio se dio particular énfasis a la friedelina que ha probado
tener diferentes actividades farmacologicas como Io son la insecticida, la anti-

inflamatoria ¥ la antiulcérica.



OBJETIVOS

Determinar qué explante de Hippocraten excelsa Kunth, es el que da mejores

resultados para la obtencién de tejido indiferenciado {callo).

Establecer cultivos de células en suspension.

Determinar la presencia de friedelina en callo y células en suspension, mediante

técnicas cromatograficas,

Analizar comparativamente la produccion de friedelina tanto de tejidos obtenidos

bajo condiciones de cultivo in vitro y a partir de material silvestre,

Proponer métodos alternativos para la utilizacién y conservacion de la especie.



2, ANTECEDENTES

1 DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La distribucién geografica de Hippocratea excelsa estd restringida a México y
entroamérica. En México se ha localizado en los estados de: Chiapas, Durango,
suerrero, lalisco, México, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Yucatdn (Fonseca, 1995) y

uebla (Lépez Cedefio, 1989).

El tipo de vegetacién en el que se le ha encontrado, es el de bosque tropical

aducifolio (Fonseca, 1995), principalmente creciendo en las orillas de los rios.
.2) UBICACION TAXONOMICA Y DESCRIPCION DE LA ESPECIE

La especie Hippocratea excelsa es reconocida por Cronquist (1981), dentro de la
amilia Hippocrateaceae, mientras que Takhtajan (1997) la ubica dentro de la familia

“elastraceae, los criterios que utiliza cada autor para hacer esta diferencia se presentan a

ontinuacidon.

Para Cronquist (1981), el orden Celastrales, se encuentra representado por 11

amilias:

- Geissolomataceae (1)

.- Celastraceae (800)

s Hippocrateaceae (300)
«~  Stackhousiaceae {20-25)
- Salvadoraceae (12)

n-  Aquifoliaceae (300+)

- Icacinaceae (400)

b~ Aextoxicaceae (1)

’- Cardiopteridaceae

0.-  Corynocarpaceac (5)




1.- Dichapetalaceae (200)

Algunas de las caracteristicas del orden son las siguientes:

“elastrales Wettstein 1907

Plantas autotréficas, terrestres, lefiosas o algunas veces herbaceas frecuentemente
sroducen algidn tipo de aicaloide, con o més frecuentemente sin proantocianinas y sélo

lgunas veces con 4cido eldgico o compuestos iridoides.

La diferencia entre las Celastraceae y las Hippocrateaceae las sefiala en la

siguiente clave:

Disco intraestaminal, o los estambres puestos en el disco,0 rara vez el disco
extraestaminal, estambres 4-5 {-10), semillas frecuentemente con endospermo, plantas
con un sistema de latex o frecuentemente sin él; semillas frecuentemente ariladas

....................................................................................................................... CELASTRACEAE

Disco extraestaminal, estambres (2) 3 (-5), semillas sin endospermo, plantas
generalmente con un buen desarrollado sistema de latex bien desarrollado
................................................................................................................ HIPFOCRATEACEA

En cuanto a la quimica de las familias, el autor menciona que las Celastraceae
presentan células taniferas, que contienen proantocianinas y sélo algunas veces 4cido
elagico, algunas veces son saponiferas, frecuentemente con aminas, alcoholes tales como
catina y rara vez cianogénicos y sin compuestos iridoides. Mientras que las
Hippocrateaceae presentan células taniferas, pero aparentemente carecen de

proantocianinas y sélo algunas veces son saponfiferas.



Para Takhtajan (1997), el orden Celastrales estd representado por 4 familias, para este
autor la familia Hippocrateacea que reconoce Cronquist, esti incduida como una

subfamilia dentro de Ja familia de las Celastraceae, las cuatro familias son:

1. Goupiaceae

2. Celastraceae Subfamilia Celastroideae
Tripterygoideae
Cassinoideae
Hippocrateoideae

Siphonodontoideae
3.- Lophopyxidaceae

4.- Stackhousiaceae

Las caracteristicas del orden Celastrales segiin Baskerville (1839) en el sistema de
clasificacién de Takhtajan (1997) son las siguientes.

Arboles arbustos o lianas lefiosas, algunas veces hierbas perennes.
Frecuentemente con laticiferos en el tallo v hojas. Vasos en su mayor parte con
divisiones (Celastraceae) o exclusivamente perforaciones escaliformes (Goupiaceae).
Elementos de tubo criboso con plastidios de tipo 5. Nudos uniloculares. Hojas alternas u
opuestas, simples, usualmente enteras, con estipulas pequefias o sin estipulas. Estomas
anomociticos. Flores en cimas terminales o axilares o menos frecuentemente
inflorescencias racemosas, raramente solitarias en las axilas, pequefias, verdosas o
blanquecinas, bisexuales o unisexuales, actinomérficas, usualmente tetrdmeras o
pentameras. Sépalos libres o connados en la base, usualmente imbricados. Pétalos libres
0 mas o menos connados, imbricados o menos frecuentemente torcidos o valvados,
raramente ausentes. Androceo haplostémono con estambres antisépalos o (en pocas
Celastraceae) diplostémono. Anteras tetrasporongiadas con dehiscencia longitudinal,
comunmente introrsas. Tapetum sccretor. Microsporogénesis simultanea. Granos de
polen binucleados o trinucleados usualmente tricolporados. Disco nectarifero bien

desarrollado frecuentemente mas o menos adnado al ovario. Gineceo de 3-5 6 rara vez 2



carpelos unidos con estilo terminal usualmente corto o estilodio libre (Goupiaceae);
ovario stipero o rara vez semi-inferior, (1) 2-5 loculado, con (1) 2 6 algunas veces mas de
6 6vulos (numerosos en Goupiaceae) en cada léculo. Ovulos anatropos, apdtropos o
raramente epftropos, bitégmicos, crasinucelares o tenuinucelares, frecuentemente con
endotelic. Gametofito femenino de tipo Polygonum, Endospermo nuclear. Frutos
cdpsulas loculicidas, samaras, drupédceos, o cipsulas indehicentes separdndose en
mericarpos indehicentes secos. Semillas con exotegumento fibroso, embrién grande y

recto, endospermo usualmente abundante y mdés © menos aceitoso 0 menos

frecuentemente ausente.

De acuerdo a Takhtajan (1997) las caracteristicas descriptivas de la familia Celastraceae
som:

Arboles, arbustos o lianas lefiosas. Vasos con perforaciones simples o {(en algunas
Celastraceae) escaliformes. Fibras con perforaciones simples © bordeadas
frecuentemente septadas. Hojas alternas u opuestas, con estipulas pequefias caducas o
sin estipulas; venacién no transversal. Flores en inflorescencia cimosa o raramente
racemosa, pocas veces solitarias, usualmente verdosas o blancas, bisexual o menos
frecuentemente unisexuales, usualmente tetra- a pentdmeras, disco nectarifero bien
desarrollado intraestaminal © extraestaminal (Hippocratecideae), frecuentemente
cupular, adnade al ovario, algunas veces formando un androginéforo corto, muy
raramente ausente (como en Campylostemon); sépalos libres o basalmente connados, en
su mayor parte imbricados en el botén; pétalos usualmente libres, imbricados o
raramente torcidos o valvados, raramente ausentes, no muy largos y claramente inflexos
en el boton; estambres (2) 3-5 (B-10), antipétalos, anteras extrorsas o introrsas. Granos de
polen tricolporados algunas veces (como en Siphonodon) triporados, en su mayor parte
reticulados. Gineceo de 2-5 carpelos, con estilo comGnmente corto; estigma capitado o
algunas veces 2-5 lobado, raramente s6lo 1 l6culo desarrollado, con (1) 2-10(-15) 6évulos

por l6culo. Ovulos andtropos, ap6tropos o muy raramente epitropos (Tripterygium),



crasinucelado a tenuinucelado, con endoltelio. Frutos cipsulas, simaras, bayas o
drupas. Semillas mas o menos envueltas por un arilo originado del integumento cerca
del funiculo con abundante endospermo mas o menos aceitoso, o0 menos frecuentemente

sin endospemo embri6n con radicula corta o diminuta. x = 12, 16 + ... .CELASTRACEAE.
La descripcion de la especie trabajada, es la siguiente:

Hippocratea excelsa Kunth, In: Humb.,Bonpl. & Kunth, Nov. Gen. Sp. 5:139. 1821.

Tipo: México, Guerrero, Mazatldn, A. Humboldt v A. Bonpland 3933 (P).
{microficha MEXU)

Arbustos o 4rboles delgados hasta de 10 m de altura; tallos delgados, ramas y
ramillas grisdceas y cerosas. Hojas de color verde olivo en fresco y verde grisdceo
cuando secas, oblongo-elipticas, obovadas, o estrechamerite obovadas, de 6 a 14 cm de
largo y 3 a 7.5 cm de ancho, delgado cartidceas o delgado—coridceas, vena media
prominente en el haz y envés, con 5 a 9 pares de nervaduras secundarias, oscuramente
anastomosadas cerca de los miérgenes, en ocasiones poco prominentes en el haz,
prominentes en el envés, las venillas planas o impresas en el haz, ligeramente
prominentes en el envés, puberulentas cuando jévenes en ocasiones poco
persistentemente asi, 4pice redondeado, obtuso, cuspitado o rara vez mucronado,
margen entero a levemente crenulado o crenado serrado, (2 a 3 crenaciones en 1 ¢cm}), en
ocasiones revoluto, base redondeada o subatenuada, frecuentemente decurrente sobre el
peciolo; peciclos delgados, canaliculados de 5 a 12 mun de largo. Inflorescencias
ramificadas dicotomicamente, axilares, en ocasiones cn grupos de 4 a 6 en los dpices de
ramas sin hojas, aparentando grandes paniculas terminales, sobre pedtnculos de 1 a 4
c¢m de largo, pediinculo y ramas de la inflorescencia glabrescentes; bracteas ovadas u
ovado oblongas de 1 a 1.5 mm de largo; bractéolas 2 6 3 por cada flor, de
aproximadamente 0.5 mm de largo; pedicelos 1 a2 5 mm de largo. Flores de 7 a 10 mm de

didmetro en la antesis; sépalos verdes, ovados, deltados, o semiorbiculares, de 1 a 1.5
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mm de largo y 0.9 a 2 mm de ancho, submembranosos a carnosos, puberulentos por
fuera, en ocasiones glandular punteados o lineolados, 4pice subagudo, margen entero o
finamente eroso; a veces escorioso; pétalos verdes, o verde amarillentos, oblongos,
eliptico-oblongos, de 3 a 5 mm de largo y 2 a 3 mm de ancho, delgados, carnosos o
submembranosos, glabros, 4pice redondeado u obtuso, margen entero, en ocasiones
revoluto, base truncada; disco anular, pulvinulado de 2 a 3 mm de didmetroy 0.5 2 1.3
mm de alto; filamentos 0.8 a 1.8 mm de largo y 1.3 a 1.5 mm de ancho en la base, anteras
de 0.3 a 0.6 mm de alto y 0.7 a 1.1 mm de ancho; ovario verde oscuro, de 1 a 1.3 mm de
didmetro, glabro, estilo de 0.5 a 1.5 mm de largo. Fruto lobulado un tercio o hasta dos
tercios de su longitud, 16bulos elipticos a ampliamente ovoides, de 4 a 6 cin de largo y
3.5 a 6 cm de ancho, emarginados en el 4pice, margen enterc y adelgazado, dehiscencia
longitudinal; pericarpo verde a verde amarillento, flabelado-costado por fuera y liso por
dentro. Semillas 6 a 7 por I6bulo, ala obovado eliptica, ligeramente falcada, 3.5 cm de

largo y 1.5 cm de ancho (Fonseca, 1995).

2.3 GSOS EN LA MEDICINA TRADICIONAL

La corteza pardo rojiza de la “cancerina" se vende en muchos mercados
nacionales debido a las multiples propiedades curativas que se le atribuyen; los usuarios
la emplean para el tratamiento de varias enfermedades entre las que destacan:
afecciones de la piel, tlcera gastrica, padecimientos renales, amenorrea ¢ infecciones
uterinas. En todos los casos se prepara una infusion a partir de la corteza machacada,
sola o combinada con otras hierbas medicinales; esta infusion es consumida diariamente
hasta por periodos de tres meses (Bye, 1988 en Lopez Cedefio, 1989). También se

considera un insecticida muy efectivo, de ahi el sobrenombre de matapiojo.
De otra especie de la misma familia, se encontr6é también un uso en la medicina
tradicional. Bhima y col. en 1990 dicron a conocer que el polvo o la decoccidn de hojas y

corteza de Pristimera grahamii A. C. Smith, es utilizada en la India, por las tribus de
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Maharashitra para aliviar la tos crémica, dolores de articulaciones, enfermedades

urinarias asi como enfermedades de la piel.

Otra especie relacionada, con uso en la medicina tradicional de Mozambique es

Salacia kraussii, 1a cual es utilizada contra la disenterfa (Figuereido y col. 1998).

Las hojas de Maytenus ilicifolia Martius y M. aquifolium Martius conocidas como
"Espinheira santa", son utilizadas en programas de salud en Brasil, como alternativa a
las costosas drogas sintéticas antiulcéricas, por su probada actividad confra la gastritis y

la tilcera gastrica (Vilegas y col, 1998).
2.4 ANTECEDENTES FARMACOLOGICOS

Se han reportado algunos ensayos farmacolégicos, en los cuales han sido

empleados extractos alcoholicos de Hippocratea excelsa; los resultados obtenidos se

presentan en el cuadro No. 1.



CUADRO No, 1 RESULTADOS DE ALGUNOS ENSAYOS DE LA ACTIVIDAD
FARMACOLOGICA DE LA CORTEZA SECA DE Hippocratea excelsa.

ACTIVIDAD EXTRACTO UTILIZADO Resultados Referencia
p - ——
Antiamibistica Extracto etanéh.co 95_;6 Inactivo Heinrich y col., 1992
en Entamoeba histolytica
Extracto etanélico 95 % Intragastrica
Antii . en ratas macho .
tHinflamatoria Dosis 100 mg/ke. Activo Pérez y col., 1995
Inhibicion de Extracto etanélico 95 % en ratas, dosis .
hemélisis g/ ml Activo Pérez y col. 1995
Antiespasmédica Extracto etancl ACU0S0 1:1 en conejillo | Activo Dhawan y col., 1977
de indias
Extracto etanol acuoso 1:1
Anttumoral en células Leuc-P388 de ratones Activo Dhawan y <ol 1977
Extracto etanol acuoso 1:1
Diurética en rata macho;;/n; dosis de 0.185 Activo Dhawan y col., 1977
£

{Banco de datos NAPRALERT informacién obtenida en el afio 1997)

Abbassy y col. 1977 citados por Lépez Cedefio (1989), mencionan que la presencia
de friedelina en esta planta podria estar relacionada con la actividad anti-alimentaria en

insectos, encontrada bajo condiciones in vitro.

Briining vy Wagner, (1978) citados por Lopez Cedefio (1989), mencionan que la
friedelina y compuestos relacionados han sido considerados para el tratamiento de
cancer de uréter, convulsiones, inflamaciones, tilceras de la piel, inflamaciones de origen

reumatico, fiebre y disenteria.

Sanchez (1991), asi mismo encuentra que el alto contenido de trans-poli-isopreno

en la corteza de la planta podria estar relacionade con su uso como agente antiulceroso.

Popoca y col (1998), probaron la actividad del extracto de éter de petr6leo de la
raiz de cancerina, en tres lineas celulares derivadas de tumores cancerosos, KB
(carcinoma nasofaringeo), HCT-15 COLADCAR {carcinoma de colon) y SQO-1-UISO

{(carcinoma cscamoso de cerviz) y encontraron que cl extracto fue activo ante ias tres
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lineas celulares, siendo la linea de carcinoma de colon en la que se observé una mayor

respuesta.

De Pristimera grahamii, una especie relacionada con Hippocratea excelsa, Sukumar y
col. (1991) reportaron que la actividad analgésica, anti-inflamatoria y antipirética en
ratones, ast como la mediana actividad bactericida contra bacterias del grupo Gram
positivo, encontradas en el extracto cloroférmico de hojas de esta especie, se pueden

deber a uno o una combinacitn de triterpenos del tipo de los friedelanos.

De Salacia kraussii Figuereido y col. 1998 aislaron pristimerina que mostré tener

actividad antimaldrica.

El extracto etandlico de tatlos de Celastrus hindssi Benth fue probado contra
células de hepatoma (HEPA-2B) de carcinoma de colon (COLO-205), de carcinoma de
cerviz (HELA) y de células de carcinoma nasofaringeo (KB} y mostro tener una potente

actividad citot6xica contra todas esta lineas celulares (Kuo y Kuo, 1997).

2.5 ANTECEDENTES QUIMICOS

En la bibliografia consultada se encontraron pocos estudios quimicos acerca de
Hippocratea excelsa, sin embargo existen un nimero considerable de estudios de otras
especies de este género y de géneros afines, como Pristimera y Salacia de la familia

Hippocrateaceae y los géneros Maytenus, Gymnosporia, Celasirus y Tripterygium de la

familia Celastraceae.

Lopez Cedefio en 1989 aislé e identificé de Hippocratea excelsa, seis metabolitos,
cuatro de ellos triterpenos pentaciclicos del tipo friedelano: la friedelina, canofilol,
canofilal vy el dcido canofilico, 3-sitosterol y poli-isopreno del tipo de la guta, el autor

menciona tambien que el alto contenido de este altimo compuesto en Hippocratea excelsa,
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es mayor al contenido de caucho en Parthenium argentatum Gray. (guayule) y al

contenido de guta en otras especies,

Mata y col. en 1990, aislaron de la corteza de raiz y tallo de Hippocratea excelsa tres
alcaloides sesquiterpénicos: hippocrateina I, hippocrateina II y emarginatina A. Este es
el primer trabajo en el que se reporto la presencia de alcaloides en la familia de las

Hippocraticeas y sugiere una relacion estrecha con la familia de las Celastriceas.

Calzada y col. en 1991, también de Hippocratea excelsa obtuvieron de la corteza de
tallo y de la raiz quinonas triterpénicas, tingenona, celastrol, pristimerina y excelsina,
que probaron contra Artemia saling, siendo activas la tingenona, el celastrol y Ia

pristimerina.

De algunos estudios quimicos que se han realizado sobre Hippocratea excelsa, se

aislaron y caracterizaron diversos compuestos, que se enlistan en el cuadro No. 2.

CUADRO No. 2 ALGUNOS COMPUESTOS QUIMICOS PRESENTES EN CORTEZA DE
TALLO Y RAIZ DE Hippocratea excelsa

NOMBRE GRUFO RENDIMIENTO % Referencia
Canofilol Triterpeno 0.02101 Calzada y col., 1991
Canofilal Triterpeno 0.013633 Calzada y col., 1991
Acido Canofflico Triterpeno 0.00152 Calzada y col., 1991
Celastrol Triterpenc 0.0045 Calzada y col., 1991
Excelsina Triterpeno 0.00112 Calzada y col., 1991
Friedelina Triterpeno 0.00157 Calzada y col., 1991
Pristimerina Triterpeno 0.00126 Calzada y col., 1951
Tingenona, Triterpeno 0.00242 Calzada y col, 1991
Hippocrateina I Alcaloide 0.00577 Mata y ¢ol., 1990
sesquiterpénico
Hippocrateina II Alcaloide 0.0009 Mata y col,, 1990
sesquiterpénico
Hippocratefna HI Alcaloide 0.001 Calzada y Mata, 1995
sesquiterpénico
Mayteina Alcaloide 0.0005 Calzada y Mata, 1995
sesquiterpinico
Trans-poliisopreno Poliprenoide 9.87719 Palacios y col., 1989

{(Banco de datos NAPRALERT, informaciéon obtenida en 1997).
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A partir de la parte aérea de Hippocratea celastroides Kunth, Gonzéalez y col. en 1989

aislaron friedelina, epifriedelinol, 3-oxo-lup-20-en-30-ol y el lup-20-en-3p,30-diol.

Figuereido y col. (1998), aislaron de raices de Salucia kraussii (Harv.) Harv.,

quinonas, celastrol, pristimerina e isoiguestercl.

Bhima y col. en 1990 lograron aislar de la corteza de raiz de Pristimera grahamii,
pristimerina y dulcitol y de hojas A5%5estigmastadien-3p-ol, pristimeronol y eritrodiol.
De raices de esta misma especie Sukumar y col. (1990} aislaron vy
caracterizaron;friedelan-2e,30,28 triol, friedelina, epi-friedelinol, canofilol, ¢-amirina, B-

amirina, paquisandiol-A, 3a-hidroxifriedelan-2-ona y friedelan-3¢,28-diol.

Gonzélez y col. (1997), caracterizaron de cinco especies de Maytenus, asi como de
Orthosphenia mexicana y de Rzedowskia tolatonguensis, sesquiterpenos con esqueleto de
dihidro-B-agarofuranc  {5,11-epoxi-5p,10u-eudesm-4(14)-enc), los cuales son

considerados como marcadores taxondmicos de la familia Celastraceae.

Corsine y col. (1998), aislaron y caracterizaron de Maytenus aquifolium Martius,

alcaloides sesquiterpénicos piridinicos, las aquifoliuninas E-I y E-1I.

De Maytenus aguifolium Martius, Vilegas y col. (1999), aislaron los flavonoides
quercetina y kaempferol, ademds de los triterpenos friedelan-3-ol y friedelina, que se
han considerado marcadores ttiles para diferenciar M. aquifolia (Celastraceae) de Sorocen
bomplandii Baill (Moraceae), especie con una estrecha relacion morfol6gica pero diferente

composicién quimica.

Alvarenga y col. (1999), aislaron de Maytenus catingarum Reiss, una quinona
nortriterpénica la  15e-hidroxy-21-ceto-pristimerina, este tipo de quinonas son

compuestos awislados exclusivamente de las familias Celastraceae ¢ Hippocrateaceac y
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son considerados como marcadores taxon6émicos, ademds encontraron pristimerina y

fingenona.

Chavez y col. (1998), caracterizaron de Maytenus amazonica C. Martius, siete
triterpenos fendlicos y dos nortriterpenos quindnicos. Los triterpenos arométicos y
quinoides constituyen un grupo pequefioc de D:A-friedo-nor-cleancs insaturados y
oxigenados. Estos pigmentos nortriterpencides estin restringidos a la familia
Celastraceae (incluyendo a las Hippocrateaceae); aislaron también, pristimerina,

tingenona, celastrol, netzahualcoyeno, blefarodol, 6-oxo-pristimerol, 6-oxo-tingenol y

dos derivados del tingenol.

Chéavez y col. (1999a), obtuvieron de Muayienus macrocarpa Briq., tres ésteres

sesquiterpenicos polioles, lupeol, friedelina v epifriedelinol, ademés del carotenoide

luteina.

Chavez y col. (1999b), encontraron en Maylenus amazotiica, cinco nortriterpenos
relacionados con la tingenona, ademds de pristimerina, tingenoma, celastro],

netzahualcoyeno, blefarodol, 6-oxo-pristimerol,6-oxo-tingenol.

Hussein y col. (1999), reportaron de Maytenus senegalensis metilepigalocatequina,

glucopirandsido metil galocatequina, epicatequina.

Avilla y col. (2000), aislaron de Mayfenus sp. pristimerina, tingenona y 20a-

hidroxitingenona.

Kuo y Kuo (1997), encontraron de Celastrus hindsii Benth., maytenfolona A,

celasdina B y C, friedelina y canofilol.
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Pistelli y col. (1998), identificaron de Gymmnosporia senegalensis var. spinosa
(Celastraceae); [-sitosterol, p-amirina derivados del lupeno, n-triacontanol,
epigalocatequina, dulcitol, pigmentos quinoides, L-estaquidrina v dos cumarinas;

escopoletina y preniletina.

Takaishi y col. (1997), obtuvieron de Tripterygium wilfordii var. regelii Makino, los

triterpenos, regeol A, B y C, wilforol, dcido salaspérmico, dcido ortofénico, celastrol, y

acido dulcioico.

Duan y col. (1997), reportaron de Tripterygium hypoglaucum y de Celastrus
stephanotifolius, alcaloides sesquiterpénicos del tipo de las triptofolinas, triptofordininas,

triptogelinas y celafolinas, ademds de tres alcaloides, hiponinas A, By C.

Duan y Takaishi (1998}, aislaron de Tripterygium hypoglaucum, hiponina A, B, C, 4
alcaloides piridinicos sesquiterpénicos, hipoglauinina A, B, C, y D, y 5 alcaloides
sesquiterpénicos, wilfortrina, wilforina, wilforgina, wilfordina y eunimina. Y en 1999

aislaron de la misma especie los alcaloides sesquiterpénicos neoeunoimina y forestina.

Li y col. {(1999), logran obtener de Tripterygium hypoglaucum, hipoglaunina 1,

wilfordina, wilfortrina, wilformina y wilfornina.

Fujita y col. (2000), aistaron de Tripterygium hypoglaucum los terpenoides
triptoquinona H, triptobenceno L, y triptohipol D, E, y F.

2.6 ANTECEDENTES DE CULTIVO DE TEJIDOS

Aunque esta téenica tieme un gran potencial de utilizacién y representa una
alternativa para: la conservacién de especies amenazadas, la obtencién de plantas libres

de patogenos, fa obtencion de melabolitos secundarios a gran escala, elc., es importante



hacer notar que para que los cultivos in vifro sean exitosos, se debe contar con una
adecuada seleccion del material biol6gico con el cual se va a trabajar, asf como de los
medios nutritivos incluyendo a los reguladores de crecimiento y de las condiciones de

crecimiento de los cultivos, condiciones que muchas veces son dificiles de adecuar para

la produccién masiva de biomasa vegetal.

En la revisién bibliografica consultada, no se encontré informacién relativa a la
propagacion de Hippocratea excelsa, utilizando la técnica de cultivo de tejidos. Sin
embargo en una gran cantidad de estudios de otras especies, se ha descrito la
acumulacién de metabolitos secundarios por técnicas de cultivo de tejidos, algunos de

los cuales son compuestos muy importantes desde el punto de vista econémico.

De Tripterygium wilfordii (Celastraceae), Nakano y col. (1997a y 1997b), aislaron de
extractos de callo, tres nuevos compuestos diterpénicos del tipo del abietano y ursano y
el &cido multiflorenol-29-oico. Ademés de tres nuevos triterpenos pentaciclicos: 1) el
dcido D:B-friedolean-3-0l-5,6-epoxi-29-oico, 2) el 4cido 3¢,22¢-dihidroxi-olean-12-en-29-
oico, y 3} 24,29-dinor_D:A-friedoolean_4-en-2beta,22beta-dihidroxi-3,21-dien, que
fueron denominados como: acido triptacalico C, D v triptocalina A, respectivamente y

cinco triterpenos ya conocidos: acido dulcioico, 4cido maytenoico, wilforlido A, wilfolor

Dy 4cido salaspérmico.

Estudios sobre la produccién de alcaloides asi como para la obtencién de otros
tipos de metabolitos secundarios tales como terpenos, estcroides, flavonoides,
pigmentos, ete. mediante cultivo de tejidos, son muy atractivos ya que algunas de dichas
substancias han sido utilizadas como fdrmacos o tienen alguna otra aplicacién dentro de
la industria, p. e. los alcaloides de Catharanthus roseus (Constable y col., 1981, citado en
Rout y col. 2000), la solasodina de Solanum eleagnifolium (Nigra y col. 1987, citado en
Rout y col. 2000) los alcaloides pirrolizidinicos de Senecio vulgaris, S. wvernalis y 5.

erucifolius (Toppe! v col. 1987, citado en Rout y col. 2000), la cefalina y emetina de



Cephaelis ipecacuanha, (Feshima y col. 1988, citado en Rout y col. 2000), los alcaloides
quinolinicos de Cinchona ledgeriana (Scragg y col. 1987, citado en Rout y col. 2000), Ia
sanguinarina de Papaver sommiferum (Park y col. 1987, citado en Rout y col. 2000},
diosgenina de Dioscorea deltoidea (Ravishankar y Grewal, 1991, citado en Rout y col.
2000), cardendlidos de Digitalis lanata (Pradel y col. 1997, citado en Rout y col.2000),
azaridactina y nimbina de Azadirachta indica (Srividya y col. 1998, citado en Rout y col.
2000), las antocianinas de Vitis vinifera, etc.

Carew v Krueger en 1977 (citados por Dicosmo y Towers, 1988) lograron producir
en cultivos celulares de Catharanthus roseus los alcaloides antitumorales:

vincaleucoblastina y leucocristina.

Simola y Nieminen en 1988 obtuvieron, después de nueve subcultivos de lineas
celulares de Atropa belladonna, una gran cantidad de alcaloides derivados del tropano

{0.8-0.9 g/kg de peso seco).

Hatano y col. en 1988 reportaron la multiplicacién clonal de plantas de Aconttum
carmichaeli y encontraron que se puede incrementar la concentracion de alcaloides en

una planta v que los clones que se producen de la misma, mantienen €l alto contenido

de alcaloides.

Zenk y col en 1975 (citados por Dicosmo y Towers, 1988} encontraron
acumulaciones de antraquinonas en cultivo de células en suspensién de Morinda citrifolia

y que esta acumulacién es diez veces mayor que en la planta.

Tkeda y col. en 1976 (citados por Dicosmo y Towers, 1988) encontraron que
cultivos de células en suspensién de Nicotiana tabacum acumularon diez veces mas

ubiquinona-t0 que las hojas de tabaco que crecen en forma natural,



Dicesmo y Towers, (1988), hacen una revisién de trabajos de cultivo de tejidos y
reportan un grupo de compuestos producidos por estas técnicas, en cantidades
comparables o excedentes a los que se encuentran en las plantas naturalmente, dentro
de estos compuestos se encuentra el Actedsido obtenido de Syringa vulgaris, el 4cido
rosmarinico de Coleus blumei, la putrescina cafeoyl de Nicotiana tabacum, la serpentina de
Catharanthus roseus, la berberina de Thalictrum minus, el glutation de Nicotiana tabacum, la

diosgenina de Dioscorea delivides, 1a ubiquinona-10 de Nicotiana fabacum y la alizarina de
Morinda citrifolia.

Enaksha y Arteca en 1993 realizaron un estudio acerca de la iniciacidn,

optimizacién de crecimiento, caracterizacién y produccion de taxol en cultivos de callos

en el género Taxus.

Srdjan y Cornelis en 1995 analizaron la producci6én de piretrinas en un sistema in
vitro, abordando algunos puntos clave sobre la produccién de este compuesto, algunocs
de Jos aspectos que estudiaron fueron: la produccién de piretrinas en cultivo de callos,
de tallos y raices, de células en suspensién v bioconversidn de precursores como
alternativas biotecnol6gicas a la extraccién convencional de flores de algunas especies
de Ja familia Asteraceae de las cuales se obtienen piretrinas, analizaron ademds el

aspecto econémico y control de calidad que debe reunir esta alternativa para ser

redituable.

Rech y col. en 1998, obtuvieron de cultivos de callo y de células en suspensién de

Rauwolfia sellowii, los mismos alcaloides que se encuentran en las hojas de la planta

madre.

Del anslisis de los estudios consultados se puede apreciar, que la produccion de
metabolitos secundarios in wvifro es una alternativa biotecnolégica para alguncs

compuestos con interés comercial.
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Atn asi la produccién de estas substancias en un sistema i vitro no se obtiene de
una manera fcil, debido a que el reto es encontrar las condiciones necesarias para

optimizar y estandarizar la produccién de estos compuestos.




3. MATERJIALES Y METODOS

.1 MATERIAL BIOLOGICO
RECOLECTAS

El material biolégico se recolectd en dos diferentes localidades, una de ellas se
ncuentra ubicada en San Miguel Teutla, Municipio de Jolalpan en el estado de Puebla,
18° 17' 21.1” 98° 56’ 30.1”) a 960 msnm, (localidad # 1) y la ofra en el estado de
suerrero, entre San Antonio y la Estacién Arroyo, Municipio de San Marcos (16° 47
32,5” 99° 39" 31.8”) a 30 msnm, (localidad # 2). En las dos zonas de recolecta se encontré
vegetacién derivada de bosque tropical caducifolio sensu Rzedowski {1984), con dos
*pocas caracteristicas, la época de sequia y la de lluvias ademds de encontrarse

perturbada por actividades agricolas.

Las fechas de las recolectas fueron: de enero a marzo de 1997 en Puebla y en junio de

1997 en Guerrero.

El material obtenido fue tanto para el trabajo de laboratorio (hojas jovenes y maduras
completamente expandidas, yemas, fallos, raices y semillas), asi como algunos
ejemplares que fueron determinados taxondémicamente por el Bidlogo José Luis
Contreras Jiménez curador del Herbario de la Benemérita Universidad Auténoma de

Puebla, que se incluyeron posteriormente en la coleccion de esta Universidad:

Las recolectas tuvieron como finalidad, la obtencién de material que sirviera como
explante {porcion de tejido escindido u érgano tomado de la planta para crecer en un
cultivo) para el establecimicnto del cultivo in vifro. Inicialmente se emplearon como
explantes las raices de la "cancerina", por ser el érgano en el que se ha encontrado a la

fricdelina y alas yemas para la micropropagacion de la especic.
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De la primera recolecta que se realizé en el Municipio de jolalpan (localidad # 1) y se
obtuvieron algunas raices de dos individuos de aproximadamente 2 y 3 metros de
altura, se recolectaron trozos de raices de diferentes didmetros {1 a 4 cm}), y de manera
colateral se recolectaron 7 yemas axilares. Para transportarlo, el material se envolvid
inmediatamente en papel absorbente hiimedo y se puso en una hielera a 4° C, con la
finalidad de evitar marchitamiento y en la medida de lo posible el ataque de

microorganismos gue pudieran daifiar al tejido.

Raices de tres individuos y frutos (laminal: Foto 1} de un individuo se obtuvieron en
1a segunda recolecta, la cual fue realizada en la misma localidad (#1), una parte se
requiri6é para el anélisis quimico y otra parte de las raices, se utilizé para el cultivo de
tejidos por lo que, en ¢l campo se tomaron las siguientes medidas de precaucién para

contrarrestar la contaminacion:

¢ Seeliming, a través de un cepillado fino y cuidadoso, la mayor cantidad de tierra.

¢ Seenjuagd el material con agua esterilizada.

+ Las raices se rociaron con una solucién acuosa del fungicida “captan” ® (500 mgl).

Los frutos y el resto de rafces se transportaron en costales de tejido abierto para
facilitar el secado del material. EI transporte del material para el cultivo de tejidos se

realizd en las misimas condiciones de la recolecta anterior,

La tercera recolecta se realizé en ¢l estado de Guerrero (localidad # 2), de ésta se
obtuvieron hojas jovenes y maduras, tallos y raiz de un mismo individuo para llevar a
cabo el analisis quimico, asi como también hojas jovenes del mismo individuo para el
cultivo de tejidos. Para ¢l transporte de este material, las hojas se colocaron en

recipientes de pldstico, manteniéndolas en condiciones de humedad alta y 2 una

temperatura de 4 C

7
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Para el transporte de raiz se trataron de mantener las mejores condiciones y evitar
en la medida de lo posible, factores de estrés que pudieran repercutir en la salud y vigor
del 6rgano, asi como también evitar condiciones que pudieran favorecer los riesgos de
contaminacién por ataque de microorganismos, por lo que se recolectaron 4 individuos
jovenes completos de 20 a 30 cm de altura. Una vez localizados en el campo, se excavod
alrededor del individuo a 30 cm de radio y a una profundidad de 40 cm, para evitar que
1as raices se expusieran al aire, se colocaron las raices de los ejemplares con su respectivo
suelo, en bolsas de plistico y se transportaron al invernadero, durante el traslado las
plantas fueron muy sensibles al cambio de humedad aunque se trat$ de mantenerla a

través de un rociado constante con agua.

Ya en el invernadero se regaron cada 13 dfas con una solucién de BAP 0.5 mgl?,

para estimular Ia formaci6én de brotes.

La planta que presenté mejor aspecto y eliminé la menor cantidad de hojas se

utilizé como fuente de explante para el culivo de sus raices in vitro.

Cuando se obtuvieron las raices se observé que se encontraban en buenas
condiciones, inmediatamente se aplicaron las diferentes variaciones en el método de
esterilizacién, y se realizé la siembra en primera instancia solamente en un medio

nutritivo, ya que el principal factor que se necesitaba salvaguardar era la contaminacion.

Con el material obtenido de las tres recolectas, se procedi6 a realizar: el cultivo in

vitro, el andlisis quimico ¥ los ensayos de germinacion, para el posterior establecimiento

de las plantulas en condiciones de invernadero.

-
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3.2 METODOS

A fin de cumplir los objetivos de la presente investigacion, el trabajo experimental se
dividi6 en tres rubros, como se observa en el diagrama Neo. 1, los que fueron:

e 1) Cultivo de Tejidos Vegetales

¢ 2) Ensayos de germinacion in vivo

s 3) Analisis Quimico
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3.2.1 DEL CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES
ASPECTOS GENERALES

Los culivos in vitro se llevaron a cabo en el laboratorio de Cultivo de Tejidos

Vegetales de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México.

Asi mismo, las pidntulas se mantuvieron en el invernadero de la misma Facultad,

el cual iene temperatura controlada de 25° £ 2° C.

PREPARACION DE MEDIOS NUTRITIVOS

Los diferentes medios nutritivos se prepararon a partir de soluciones
concentradas de macro y micronutrientes de los medios MS (Murashige y Skoog, 1962),
H (Heller,1953) y WPM (Woody Plant Medium, Lloyd y Mc Cown, 1981) de acuerdo a
las formulaciones que se describen en el Anexo I Los diferentes medios fueron
adicionados con vitaminas, aminodcidos y fitorreguladores, &4cido ascérbico (20 mgl?)
como antoxidante y sacarosa 30 gl como fuente de carbén. El pH se ajust6 a 5.7 con

NaOH y/o HCI (001, 0.1 v 1IN} y al final se adicioné gellan gum ® (2.5 gt) como

agente gelificante.

Se wvertieron 20 ml de medioc putriivo en frascos “gerber"®, previamente

esterilizados, {durante 30 minutos a 121° Cy a una presién de 1.2 bares).

Cuando se requirié de adicionar un bactericida, se utilizé clafordn® {cefotaxima),
el medio nutritivo se preparé de la misma manera pero antes de verterlo en los frascos,
se esterilizé ¢le la manera convencicnal en un matraz Erlenmeyer. Ya esterilizado el
medic nutritive y cuando alcanzé una temperatura aproximada de 40° C, bajo la
campana de flujo laminar se adiciond la cefotaxima a una concentracién de 0.2 mgml?,

posteriormente, se vertieron 20 ml a cada frasco esterilizado.



METODOS DE ESTERILIZACION DE LOS EXPLANTES

Las diferencias entre los meétodos de esterilizacion que se aplicaron a los
ixplantes, consistieron esencialmente en una variacién en los tiempos de exposicion y
'oncenfracion de los agentes desinfectantes (en los pases 2 y 4), en todos los métodos se
levaron a cabo los siguientes pasos:

L.~ Lavado con detergente comercial y agua corriente, durante 30 minutos

2.- Exposicién a una solucién al 10 % (v/v) de blanqueador comercial "cloralex"® (6% de
doro activo} mds “microdyn”® (solucion bactericida de plata coloidal 33%) 15
zotas/250 ml y Tween 20, 5 gotas/ 250 ml comao agente surfactante para incrementar la
capacidad de humectacion del tejido; la exposicion a la solucion se realizé en agitacion
constante para evitar la formacion de burbujas que impidieran el contacte de la solucion
zon el tejido,

3.- Realizacién de tres enjuagues con agua desionizada esterilizada, 3 a 4 minutos cada
unao.

4.~ Exposicion a una solucion de un fungicida (“captan” ®), bajo agitacion constante.

5.- Realizacion de tres enjuagues con agua desionizada esterilizada, 3 a 4 minutos cada
enjuague.

6.- Exposicién a una solucién de un bactericida 1 gi? de estreptomicina en agitacién
constante a diferentes concentraciones.

7.- Realizacién de tres enjuagues con agua destilada esterilizada, 3 a 4 minutos cada uno.
8.- Exposicién a una solucién de antioxidantes de dcido ascorbico mds cido citrico 3

mgl? de cada uno, bajo agitacién constante.

Los métodos particulares se describen a continuacion.



Método A
'aso 2. Tiempo de exposicién a la solucién de “cloralex” ®, 10 minutos.

’aso 4. Exposicién a una solucidn de “captin”® al 0.04 %, durante 10 minutos.

Método B
’aso 2. Tiempo de exposicion a la solucién de “cloralex” ®, 10 minutos.

?aso 4. Exposicén a una solucion de “captdn”® al 0.4%, 10 minutes.

Meétodo C
Paso 2. Tiempo de exposiéién a la solucidon de “cloralex™ ®, 10 minutos.

Paso 4. Se aumentd la concentracion del fungicida al 0.5 %, 10 minutos.

Meétodo D
Paso 2. Tiempo de exposicion a la solucién de “cloralex” ®, 20 minutos.

Paso 4. Concentracion de la solucién fungicida 0.5%, exposicién 10 minutos.

Meétodo E
1.- Fragmentos de 10 a 20 cmn de el extremo distal de las raices se frotaron con los dedos
en una solucién de detergente casero y se enjuagaron con agua corriente, durante 30
minutos.
2.- Se expusieron a una solucion de “captdn”® 0.3% y Agrimicina 0.1% durante 5 horas.
3.- Se realizaron tres enjuagues con agua desionizada esterilizada, de 3 a 4 minutos cada
uno.
4 .- Se expusieron a una solucién al 10 % (v/v) de blanqueador comercial "cloralex"®
més 15 gotas de “microdyn”® y cinco gotas de Tween 20 en 250 ml de agua desionizada
esterilizada, durante 25 minutos.

5.- Se enjuagaron tres veces con agua desionizada esterilizada, durante tres a cuatro

minutos cada vez.




5.~ Exposicion a una solucién de antioxidantes de acido ascoérbico més acido citrico 3

mgll de cada uno, bajo agitacién, en la cual el tejide permanecié a temperatura

ambiente, hasta realizar la siembra (1 hora).

Meétodo F
En este caso se vari6 en la etapa 4 la concentracién de la solucién y el iempo de
exposicién con respecto al método D, la solucién de hipoclorito de sodio, se preparé al

20 % y el Hempo de exposicién fue de 1 hora bajo agitacién constante.

Método G
En este caso a diferencia del método E, se increment6 el iempo de exposicion en

la solucién de hipoclorito de sodio a 2 horas.
CONDICIONES DE INCUBACION

Se ensayaron dos condiciones de incubacién; una bajo iluminacion fluorescente
blanca, con una intensidad luminica de 2% pE m? seg.”l, con un fotoperiodo de 16 horas
luz por 8 horas de obscuridad, la segunda condicién implic6 obscuridad total. En los dos

casos se mantuvo una temperatura constante de 25 £2° C.

3.2.1.1 CULTIVO DE RAICES
OBTENCION DE EXPLANTES
Una vez que ¢l material estuvo en condiciones asépticas, a los fragmentos de

raices se les eliminé la epidermis y la médula, de la corteza radical se obtuvieron

segmentos de 0.25 cm? que se sembraron manteniendo la polaridad del explante.
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MEDIOS DE CULTIVO

Todas las cantidades que estdn referidas en los cuadros son utilizadas para ia

reparacion de un litro de medio nutritivo.

1 Recolecta 1

Una vez en el laboratorio, las raices de la primera recolecta se desinfectaron
siguiendo el método de esterilizacién A, basandose en €l origen v el tipo de material. En

odos los ensayos las raices se desinfectaron y posteriormente fueron fragmentadas para

su siembra,

El medio de cultivo que se utiliz6 para la siembra de las rajces de esta recolecta
fue el M1, las cantidades de fitorreguladores y mezda de vitaminas, se citan en el
cuadro No. 3. Se sembraron cinco explantes por frasco y todos los cultivos se incubaron

en condiciones de obscuridad.

CUADRO No. 3 COMPOSICION DEL MEDIO NUTRITIVO Mi
L LMedio Nutritivo r ANA I BAP Céetel 4

‘ M1 | MS 1.5mg ( 20 mg 10 ml
Céctel 4.- mezcla de aminodcidos y vitaminas, ver Anexo {1

o Recolecta 2

Las raices obtenidas en la segunda recolecta se sometieron a los métodos de
esterilizacién B, C y D, para evitar la contaminacién por hongos, la oxidacién y la
muerte del tejido; se modificaron los tiempos de exposicién y la concentraciém de los

agentes desinfectantes.



Ademdés de variar los métodos de esterilizacién, también se realizaron cambios en
s medios de cultivo, variando las vitaminas v reguladores de crecimiento del medio

atritivo como se muestra en el cuadro No. 4.

CUADRO No. 4 COMPOSICION DE MEDIOS NUTRITIVOS

Medio | Coctel 20 | Vit. MS*! Glicina | Adenina | 24D MCPFP | Claforén
M2 MS - 10m! | 001 mg - 3mg — 0.2 mg
M3 | MS 10 ml - - 0.1 mg 3mg — 02 mg
Md | MS — 105d | 0.0img - - 3mg | 0.2mg
M5 MS 10 ml — ~ 0.1 mg - 3mg 0.2mg

Coctel 20.- mezcla de aminodcidos y vitaminas, més urea ver Anexo Il
* Vitaminas del medio Murashige y Skoog {1962).- ver Anexo I

Con €l objeto de probar el efecto de las vitaminas y fitorreguladores, se sembrd
naterial de cada método de esterilizacion, en cada uno de los 4 diferentes medios
wiritivos. El ensayo comprendi6é un total de 12 tratamientos con 6 repeticiones para

:ada tratamiento con 3 explantes por frasco. Las condiciones de incubacién fueron de

sbscuridad.

o Recolecta 3

De las plantas jévenes que fueron recolectadas la rafiz de una de ellas se utiliz6
como fuente de explantes para iniciar el cultivo in pifro. Tomando en cuenta los
problemas de contaminacién que se presentaron con los otros materiales obtenidos del
campo, se aplicaron tres métodos de asepsia {E, F y G} més severos, incrementando las

concentraciones y Hempo de exposicién a los desinfectantes.

Con este material se probaron cuatro variaciones en la composicién de vitaminas y
fitorreguladores del medio de cultivo MS como se muestra en el cuadro No. 5. Las

condiciones de incubacién fueron también de obscuridad total y a la temperatura antes

mencionada.



CUADRO No. 5 COMPOSICION DE MEDIOS NUTRITIVOS

Coetel 20

Vitaminas MS Glicina Adenina 24-D MCPP
Ms 10 mi 0.01 mg 3.0 mg
M7 10 ml 0.1lmg 3.0mg
M3 10ml 0.01 mg | 3.0mg
M9 10 ml 0.1 mg 3.0 mg
.2.1.2 CULTIVO DE YEMAS

Se obtuvieron yemas en campo solamente durante la primera recolecta, por lo
|ze para realizar otros ensayos in vifro, se utilizaron las yemas apicales de plantas de 15

m de altura que se mantuviercn en condiciones de invernadero.

El método de esterilizacién H se aplicé a las yemas obtenidas de plantas que

recieron en condiciones de invernadero y consistié de los siguientes pasos:

Meétodo H
1.- Se expusieron a una soluci6n de detergente y se enjuagaron con agua corriente
durante 30 minutos.
2.- Se remojaron en una solucién de etanol al 70 % durante 1 minuto.
3.- Se enjuagaron tres veces durante cuatro minutos con agua desionizada esterilizada.
4.- A continuacién se remojaron en una solucién al 10 % de blanqueador comercial
"cloralex"® mds 15/250 ml gotas de “microdyn”®, y 5/250 mi, gotas de Tween 20,
durante 10 minutos bajo agitacion constante.
5.- Se repitd6 el paso 3.
6.- Se expusieron en una solucién de “captin”® al 0.04%, durante 10 minutos bajo
agitacién constante.

7.- Se enjuagaron cuatro veces con agua desionizada esterilizada, 4 minutos cada una de

las veces.

37



OBTENCION DE EXPLANTES

En condiciones asépticas con auxilio de instrumental, las yemas provenientes del
ampo y de invernadero se esterilizaron siguiendo el método A y el método H
espectivamente, se les eliminé 1a mayor cantidad de primordios foliares y se obtuvieron
s dpices meristeméticos (meristemos apicales de aproximadamente 5 mm) los cuales se
iembraron guardando la polaridad del explante. En el caso del material de campo se
embraron tres y cuatro explantes en cada frasco de medio y un explante en cada tubo

m el caso del material de invernadero.
MEDIQS DE CULTIVO

Para las yemas obtenidas del campo en la primera recolecta, se utilizé el medio
nuiritivo M1, descrito en el cuadro No. 3, mieniras que con las yemas provenientes de

las plantas germinadas en condiciones de invernadero se realizaron dos ensayos.

Ensayol
Una vez esterilizado el material, se sembraron 3 explantes en seis medios
nutritivos diferentes en los cuales se modificaron las concentraciones de

fitorreguladores, como se indica en el cuadro No. 6.

CUADRO No. 6§ COMPOSICION DE MEDIOS NUTRITIVOS
Medio ANA BAP Vit. MS | Glicina Adenina Céctel 20
M

10 H 2.0 mg 1.0 mg 10 ml 0.01 mg — -
Mi1 H 1.0 mg 0.5 mg - - 0.1 mg 10 mi

| M12 [WPM [ 20mg | 10mg | 10mi | 00lmg — -
{ M13 [ wpMm 1.0 mg 0.5 mg - - 0.1 mg 10 mi

Mi4 MS 2.0mg 1.0 mg 10 ml 0.01 mg - -
M15 MS 1.0 my, 05 my, - - 0.1mg 10 ml

Una vez sembrados los dpices, se adicion® sobre el medio de crecimiento un
mililitro de una solucion de acido ascorbico (100 mgl?) y de acido giberélico (AGs) (0.002

mgll) previamente esterilizados, para cvitar la oxidacion y estimular el desarrollo del
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ejido. Las condiciones de incubacién fueron con un fotoperiodo de 16 horas luz/8
toras obscuridad y temperatura de 25 +2° C. A los cuatro subcultivos (de 21 dias cada

mo), se regisiraron las respuestas.

Ensayo 2

Se sembraron tres yemas en medio M, preparado como se menciona en el

;uadro No. 3, en las mismas condiciones de incubacién usadas en el primer ensayo.

Después de tres subcultivos (de 21 dias cada uno) en medio M1, los explantes se
cambiaron a medio nutritivo Heller, adicionado con vitaminas del medio nutritivo MS,

més 5 mgl?! de BAP y 1 mgl* de AIA.
OBSERVACIONES

Un aspecto limitante para estos ensayos, fue la cantidad de yemas que se
obtuvieron de las plantas recolectadas en el campo. Por otro lade, tampoco se pudieron
obtener en el invernadero una mayor cantidad de yemas debido al lento crecimiento de

la especie en estas condiciones.

3.21.3 CULTIVO DE HOJAS

Para lograr establecer el cultivo in vifrg se exploré con otro explante, diferente a

la raiz y del cual se pudiera obtener callo, por lo que se intent6 el cultivo de hojas.

Las hojas que se utilizaron para la preparacion de los explantes se obtuvieron de
material silvestre obtenido de campo en la tercera recolecta, asf como también de
individuos que crecieron en condiciones de invernadero. El material se esterilizo,

utilizando el método H en el primer caso, mientras que en ¢l segundo se disminuy6 la



concentracién y el tiempo de exposicion a la solucién de hipoclorito (paso 4) a 7 %

durante 7 minutos, respectivamente.
OBTENCION DE EXPLANTES

Una vez que las hojas estuvieron desinfectadas, se eliminé el borde de la hojay se
cortaron segmentos de 1 cm? la mitad de los explantes se sembré con el envés en
contacto con el medio nutritivo ¥ la ofra mitad con el haz en contacto con el medio,

algunos se sembraron con la nervadura principal y otros sin esta nervadura.

MEDIOS DE CULTIVO

Para el cultivo de hojas de la recolecta 3 se utilizaron 4 diferentes medios

nutritivos que consistieron en medio nutritive MS con variacién en las auxinas, como se

indica en el cuadro No. 7.

CUADRO No. 7 COMPOSICION DE LOS MEDIOS NUTRITIVOS

[ [ Medio] ANA | AIB BAF | Coctel. 20 | Adenina | Vir. MS | Glicina

| _Mie MS | 20mg -- 2.5 mg 10 mi 0.1 mg — -
M17 MS — 20mg | 25mg 10 ml 0.1 mg — -
Mi18 MS | 20mg |- 2.5 mg - - 10l | 0.01 my

), M19 MS | 20mg | 25mg |~ 1 — 10ml |0.01 mg

Coctel 20 y Vit. MS, mezcla de vitaminas y aminoacidos mdés urea, ver Anexo 1.

En e} caso del material obtenido en condiciones de invernadero, se probaron los

medios 10 al 15 del cuadro No. 6.

Se realizé6 otro ensayo utilizando medio nutritivo Heller, con Dicamba como

auxina, v modificando los aminoécidos y los complementos vitaminicos d¢ acuerdo al

cuadro No. 8.
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CUADRO No. 8 COMPOSICION DE MEDIQS NUTRITIVOS

[ Medio | Dicamba | Coctel20 | Adenina | Vit. MS Glicina_|
{ M20 | Heller 3.0 mg - - 10 mi 0.01 mg
M21 | Heller 30mg 10 ml 0.1 mg - -

3.2.1.4 CULTIVO DE SEMILLAS

Dos Iotes de 50 semillas cada uno colectadas durante la segunda recolecta, en la
lIocalidad # 1, se embebieron durante 48 horas; €l primer lote en agua destilada y el

segundo en perdxide de hidrégeno al 3 %. Posteriormente, se elimind manualmente la

testa y se esterilizaron de la sigujente manera:

1.- Se expusieron las semillas a la solucién de cloro comercial al 10 %, durante 10

minutos.

2.- Se realizaron tres enjuagues con agua desionizada estéril, de cuatro minutos cada
uno.
3.- Se expusieron a una solucién de “captin”® al 0.04%, durante 20 minutos.

4.- Se enjuagaron cuatro veces con agua desionizada estéril, durante 4 minutos.

MED]OS DE CULTIVO

Las semillas se sembraron completas en el medio nutritivo M1 (véase cuadro No.

3), tres semillas en cada frasco.

Las condiciones de incubacién, fueron: para la mitad de cada Iote (25 semillas = 8
frascos), bajo condiciones de fotoperiodo, mientras que la otra mitad se mantuvo en

condiciones de obscuridad. Se realizaron subcultivos cada 21 dias.

Buscando la produccion de brotes, en el sexto subcultivo (después de 126 dias), la
mitad de cada uno de los diferentes lotes, se cambio a medio de crecimiento M22 con

una variacién de la auxina y en Ja concentracién de citocinina (cuadro Ne. 9)



A los 147 dias, se pusieron nuevamente todos los callos en el medio original (M1),

realizando los subcultivos cada 3 semanas para incrementar la masa celular.

CUADRO No. $ COMPOSICION DE MEDIOS NUTRITIVOS PARA CULTIVO DE

SEMILLAS
Medio BAP ANA 24-D Cohctel 4
Mi MS 20mg 1.5mg . 10 ml
M22 MS 5.0 mg — 20 mg 10 ml

3.2.1.5 ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO DE CELULAS EN SUSPENSION

Para el establecimiento de las células en suspensién, se procedié a separar los
diferentes tipos de callos que se obtuvieron de la induccién a partir de semilla, se
elimin6 el tejidlo oxidado y se realizaron cortes de aproximadamente 1 mm?2 Se
establecieron 1os cultivos madre inoculando 10 matraces, conteniendo 20 ml de medio

nutritive liquido M1 (véase cuadro No. 3), sin agente gelificante con 2 g de callo

seleccionado.

Los cultivos lquidos se incubaron bajo agitacién constante a 100 rpm y
temperatura de 25 + 2° C y en condiciones de obscuridad durante 7 dias, transcurrido
este Hempo, los cultivos madre se filtraron con auxilio de gasas esterilizadas y la
suspensién obtenida se aforé a 30 ml con medio nutritivo MS fresco. A este cultivo de
células en suspensién se le denominé “primera generacion”. Al callo que no se logré
disgregar (tejido madre) nuevamente se le adicion6é medio nutritivo (20 ml) y se repitié

el proceso de incubacién. Todos los cultivos se sometieron a las mismas condiciones de

crecimiento.
El tejido madre nuevamente se filtré a la semana de cultivo obteniendo la
“segunda generacién” de cultivo de células en suspension, este proceso fue repetido

sucesivamente hasta obtener & gencraciones. Los cultivos de células en suspensién se
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subcultivaron cada 7 dfas, adicionando en cada subcuitivo 20 ml de medio nutritivo

fresco.

DETERMINACION DE LA CINETICA DE CRECIMIENTO DE LOS CULTIVOS
EN SUSPENSION

De los 10 cultivos de células en suspensién que se obtuvieron, se eligieron tres
por similitud de coloracién, que después del primer subcultivo se mezclaron para
obtener un cultivo homogéneo, el cual se dividié en seis partes igunales, para Ia

determinacion de la cinética de crecimiento.

Se determiné la cinética de crecimiento de la primera y segunda generacién de

los cultivos en suspension

Para la cuantificacion del crecimiento celular (después del primer subcultivo), los
culfivos en suspension fueron evaluados a través de su cinética de crecimiento midiendo

el peso fresco y seco, los cuales fueron registrados a intervalos de 24 horas durante seis
dfas.

El peso fresco fue determinadoe tomando alicuotas de 3 mi del cultivo {para cada
una de las seis repeticiones), la suspensién fue filtrada al vacio hasta eliminar
completamente el medio nutritivo liquido, para lo cual fue utilizado un matraz de
filtracion (Kitasato) y un embudo Buchner usando un papel filtro Whatman Nam. 45

(seco de peso conocido). El peso fresco se determiné por diferencia de peso.

El peso seco se determiné cuando las muestras de peso fresco, se secaron en una

estufa a 27° C, durante siete dias, o hasta alcanzar peso constante.



Se calculd la relacién peso fresco (PF)/peso seco(PS) y la Tasa Relativa de
Crecimiento (TRC), 1a que equivale a la velocidad promedio de crecimiento por unidad
de masa inicial y por unidad de tiempo usando la ecuacion descrita por Causton y

Venus, 1981 (citados por Alvarado Gémez, 1990):

TRC=LnG-LnG /-1
Donde Ln = logaritmo natural, Cz= peso o niimero de células en el filimo muestreo, Cr= peso o
nimero de células en el primer muestreo y 2 - &, es el intervalo en dias entre los dos muestreos.

Se calculd el iempo de duplicacién o de generacion {TD), que es el tiempo
promedio transcurrido entre dos divisiones consecutivas de una célula, o el tiempo (en
dias) requerido para que una poblacién duplique su ntimero (Richards, 1969, citado por
Alvarado Gomez, 1990}, se expres6 en dias y se determiné con la ecuacién:

TD =Ln2/ TRC

También se calculé el nimero de duplicaciones (ND), que es el ntimero de veces

que el material se duplic6 durante los seis dias del periodo de estudio:
ND=InCo-LnC / Ln2

3.2.2 ENSAYOS DE GERMINACION in vivo
DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE GERMINACION

Ensayo preliminar

Para detersinar si la testa de las semillas fue un factor importante en la

germinacién de las mismas se realiz6 el siguiente ensayor
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Se pusieron a germinar 40 semillas, de éstas, 20 se escarificaron mientras que a un
nfimero igual no se Jes eliminé la testa, para ambos casos un lote de 10 semillas se colocod
sobre papel filtro humedecido con agua destilada esterilizada como subsirato, dentro de
una caja de Petri. Las otras 10 se colocaron en macetas conteniendo como substrato

inerte germinasa, que se compone de pericarpos de frutos de coco.

ENSAYO PARA DETERMINAR EL EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA
GERMINACION

Para determinar la temperatura de germinacion 6ptima, tres lotes de cincuenta
semillas cada uno se embebieron en agua destilada durante 48 horas, se eliminé la testa
manualmente y se colocaron 10 semillas dentro de cada caja de Petri con papel filtro
Whatman No. 2 humedecido con 10 ml de agua destilada esterilizada como substrato y
se incubaron en la obscuridad total y diferente temperatura:

> a) El lote 1, a temperatura ambiente {20-26° C),

> b) El lote 2, a temperatura constante de 25° C

¥ ¢) Ellote 3, a temperatura constante de 30 °C.

Posteriormente se calcul6 el porcentaje de germinacion para cada lote.
ESTABLECIMIENTO DE PLANTULAS EN DIFERENTES SUBSTRATOS

Las plantulas que se obtuvieron de los ensayos de germinacion se utilizaron para

determinar el efecto del substrato sobre el desarrolle de las mismas, para ello se

experimentt con los siguientes substratos previamente esterilizados en vapor durante 1

hora, a 1.2 bares:
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» a) Agrolita
» b) Mezcla de tierra de hoja - agrolita 1:3
» ) Mezcla de agrolita- germinasa 1:3

CONDICIONES DE INVERNADERO PARA EL ESTABLECIMIENTO DE
PLANTULAS

Una vezr conocida la temperatura 6ptima de germinacién, se sembraron
individualmente 45 plantulas en vasos de unicel utilizando como substrato mezcla de
agrolita- germinasa (1:3), se cubrieron con vasos de plastico transparente para guardar
la humedad, se pusieron en el invernadero a una temperatura de 25 * 2° C, con riego

cada tercer diay se evaluaron durante seis sernanas.

3.2.3 DEL ANALISIS FITOQUIMICO

El analisis fitoquimico se orient6 a la extraccién e identificacion de friedelina,
tanto del material obtenido de campo, como del obtenido in wvitro. La técnica de
extraccién empleada fue la reportada por Mata y colaboradores en 1990 y la
identificacion se llevo a cabo mediante técnicas cromatograficas por comparacién con

una muestra patrén de friedelina.
MATERIAL OBTENIDO DEL CAMPO

El material obtenido del campo (hojas, tallo y raiz), se secé en una camara de
temnperatura constante a 30 ° C y se moli6 finamente para llevar a cabo la extraccién de
acuerdo a Mata y col. (1990), que consistié en una maceracidn en frio con hexano (3
veces/24 horas). Los extractos obtenidos se Hevaron a sequedad a presion reducida,
para calcular Jos rendimientos de cada una de las partes del vegetal utilizadas. El

extracto de raflz posteriormente se traté con hexano caliente, obteniéndose un residuo
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insoluble de color naranja, en el que los mencionados autores reportan la presencia de

friedelina.

Los extractos obtenidos de las diferentes partes vegetales se compararon por
cromatografia en capa fina con una muestra de friedelina como estdndar para identificar

la presencia de este compuesto.

Por otra parte, se realizé un perfil cromatogréfico de diferentes concentraciones

de friedelina, para determinar la sensibilidad de la cromatografia en capa fina.

MATERIAL OBTENIDO DEL CULTIVO DE TEJIDOS

El material vegetal obtenido en condiciones in witro (callos y células en
suspensiény}, se secé en una cdmara a temperatura constante a 30° C y los medios
nutriivos en donde crecieron se liofilizaron, para posteriormente realizar las

extracciones hexinicas de la misma manera que para el material obtenido del campo.

Se determinaron los perfiles cromatograficos en capa delgada de cada uno de los
extractos, compardndolos con friedelina como estindar. Debido a que no se observo la
presencia de friedelina por medio de esta técnica y considerando que el compuesto se
encuentra en bajas concentraciones, se opto por utilizar como método de identificacion a

la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR).
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DETERMINACION DE FRIEDELINA POR CLAR

Se prepararon soluciones de 0.1 mgml-! de los siguientes extractos:

e
L3

a) raices

»
°w'

b} callos obtenidos de semilla

-
.‘0

¢) medios nutritivos de los callos

S
p

d) células en suspensién obtenidas de la primera generacién

Ademés se prepard una solucién de 0.01 mgml? de friedelina, con la cual se
optimizaron las condiciones para la cromatografia liquida de alta resolucién. De
estas soluciones se realizaron diluciones 1/100 para aplicarse en el cromatégrafo. Se
utilizé6 una columna de fase reversa y un sistema isocratico de elucidn

cloroformo:metancl 80:20.

La identificacién de friedelina en los diferentes extractos, se realiz6 por comparacion

de los tiempos de retencién.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

1.1 MATERIAL BIOLOGICO

En las dos diferentes localidades en las que se realizaron las recolecciones, se
observé que el nimero de individuos de la especie era muy reducido, Esta observacién
fue corroborada y explicada por algunas personas que viven en la region y se debe a que
en época de sequia, venden la corteza de la raiz en el mercado a un precio aproximado

de 8 pesos por kilogramo.

Ademsds es importante sefialar que las localidades en donde se realizaron las

recolecciones, presentaron gran perturbacion en la vegetacién, debida principalmente a

las actividades agricolas.

Del material vegetal que se utiliz6 para el cultivo de tejidos se observo que, una
vez recolectado, fue muy sensible al cambio de humedad, ain cuando se tomaron

precauciones para evitar el marchitamiento.
4.2 CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

4,2.1 CULTIVO DE RAICES
METODOS DE ESTERILIZACION

Se presentd contaminacién por bacterias y hongos en los ensayos realizados con
las rafces obtenidas de las primeras dos recolectas, la cual fue evidente a los cinco y siete

dias después de la siembra, como se observa en el cuadro No. 10.
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CUADRO No. 10 RESULTADQOS DE LOS METODOS DE ESTERILIZACION APLICADOS A LAS
RAfCES RECOLECTADAS EN EL CAMPO

Recolecta Métodode | Observaciones ]
esterilizacién
1 A Contaminacién total por hongos y bacterias.
2 B,CyD Contaminacion fotal por hongos y bacterias
E Contaminacién total
3 F 40 % de contarinacién por hongos
G 10 % de contaminacién por hongos

De Jas cuatro variaciones que se realizaron en el método de esterilizacién que se
aplicaron a las raices recolectadas en las dos primeras salidas, se observd que la
concentracion ¥ los tiempos de exposicién a los agentes desinfectantes no fueron

suficientes para lograr una asepsia completa.

De los tres métodos que se probaron con el material de la tercera recolecta, se

observé que:

El métedo E tampoco arrojd buenos resultados, observandose contaminacion

total por hongos en los cultivos de este material.

El material vegetal que se desinfecté con el método F, presentd un 40 % de
contaminacién por hongos, sin embargo el material restante (60%) que no present6

contaminacion, tampoco mostré respuesta alguna, atn después de un subcultivo (42
dias).

De las raices que se desinfectaron con el método G, solamente un 10 % present6

contaminacién por hongos, en este caso los explantes restantes (90%) tampoco

respondieron a la formacién de callo.




Un factor determinante en estos resultados fue el origen del material, ya que la
cantidad de microorganismos gue se encueniran presentes en el suelo es muy amplia y
diversa, lo que dificulta la eliminacién de los mismos. Ademas de que las raices de
plantas creciendo en suelo son dificiles para iniciar los cultivos, debido a que se

encuentran muy contaminadas {George y Sherrington, 1984).

Asi mismo la sensibilidad de los explantes provenientes de diferentes paries de
una planta a las soluciones desinfectantes puede variar. Finalmente es posible que los
métodos de esterilizacién que evitaron la invasién de microorganismos, hayan sido
también muy agresivos para el tejido, imposibilitando cualquier respuesta en virtud de

que probablemente causaron la muerte tisular.

MEDIOS DE CULTIVO

Los diferentes ensayos utilizando variaciones en los medios nufritivos tenfan
como finalidad, determinar si las vitaminas y/o aminodcidos asi como los diferentes
reguladores de crecimiento que se adicionaron a los medios, provocaban una mejor

respuesta en crecimiento de los explantes.

Los problemas de contaminacién no permitieron Ilevar a cabo esta observacion,
debide a que no se super6 la etapa de desinfeccién y establecimiento in vitro de los
explantes, por lo que no fue posible evaluar el efecto de los diferentes medios de cultivo

ensayados en los explantes inoculados.




4.2.2 CULTIVO DE YEMAS
METODOS DE ESTERILIZACION

1 Material obtenido del campo -Recolecta 1-

En los ensayos realizados con las yemas provenientes del campo se obtuvieron
esultados negativos, observandose contaminacién por hongos y bacterias después de la
iembra de los explantes y debido a que se conté solamente con 7 yemas no se pudieron

orobar varjaciones en el método de esterilizacion.

Cabe sefialar que, la apariencia de las yemas no fue muy vigorosa después del
raslado del campo, debido a Ia falta de humedad por lo que esto también pudo haber
nfiuido en la respuesta, George y Sherrington (1984) mencionan que el tipo de explante,

] tamafio, la edad y la manera en la cual es cultivado pueden afectar de un modo u otro

2] cultivoe in vifro.
2 Material de invernadero

El método de esterilizacién H que se utilizé para estas yemas, mostré resultados

positivos, no se observé contaminacion en las siembras realizadas con estos explantes.

El origen del explante y la manipulacion inmediata del érgano, hicieron posible
jue el método de asepsia utilizado, eliminara la contaminacitn ocasionada por hongos y

bacterias y permitiera la respuesta del explante a los diferentes medios nutritivos.
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MEDJIOS DE CULTIVO
Material de invernadero -Ensayo 1-

Las respuestas morfogenéticas que se observaron a partir de las yemas

sembradas en los seis diferentes medios, al cuarto subcultivo (84 dias), se presentan en
la cuadro No. 11.

CUADRO NO. 11 RESPUESTAS DE LOS APICES A DIFERENTES MEDIOS NUTRITIVOS

Medio Observaciones

M10 Heller No hubo respuesta

Mil Heljer Crecimiento lento, con oxidacién

Mi2 WPM Formacién de callo blanquecino

MI13 WEM Formacién de callo anaranjado

Mil4 M5 Oxidacién, formacién incipiente de callo obscuro

M15 Ms Formacion de calio obscuro y en un frasco la formacién de
un brote adventicio.

Las observaciones corresponden al 100 % de los cultivos que se sembraron en cada uno
delos diferentes medios.

En estos ensayos se aprecia que en cinco de los seis medios nutritivos ocurrié la

formacién de callo.

La proporcitn de auxina: citocinina en los medios nutritivos fue de 2:1, aunque se
agreg6 en diferentes concentraciones la proporcion es la misma, lo cual implicaria que la
relaciénr de auxina: citocinina endégenas es muy parecida a Ia suministrada ya que ésta

es Ja proporcién que genera la formacién de callo.

De los medios probados, se observé la formacién de un brote en medio MS
(M15), con concentraciones bajas de ANA y BAP (Fig. 3). En el medio nutritivo WPM se
observé una diferencia en cuanto a coloracién del callo y empleando el medio nutriive

Heller no se obtuvieron buenos resultados.




CUADRO No. 12 COMPQOSICION IONICA DE MACRONUTRIENTES, DE TRES

DIFERENTES MEDIOS
Compuesto Medio MS Medio Heller Medic WI'M
NO*> 394 7.1 9.7
HoPOs 13 0.2 13
50 42 3.0 20 144
Cl- 6.0 111 1.3
K+ 20.0 1G.1 12.6
Ca? 6.0 1.0 6.0
Mg 2* 3.0 - 3.0
Na + - 8.0 -
NHs* 206 - 5.0
N Total 60.0 73 14.7
NH; * por N Total 034 - 0.34
I+ 49.6 211 26.6
N/EI 0.60 0.17 0.28
HoPOy -/ E1 0.013 0.022 0.023
K+/Z1 0.20 0.24 0.24
| Concentracién Iénica Total 93.3 396 | 415

Como se observa en el cuadro No. 12, el medio MS es el que presenta mayor
concentracién de potasio, magnesio y nitrégeno total, tanto en forma de nitratos como

en forma de amonio, asi como la mayor concentracién idnica total que puede ser

comparada con la presién osmoética.

El medic Heller es el que presenta mayor concentracion de cloro y la
concentracion de nitrogeno total es la mas baja de los tres medios, asi como también la
menor concentracién iénica total, lo cual puede facilitar el transporte de las sustancias

del medio hacia Jas células del explante, asi como también de las sustancias toxicas.

Este medio contiene como finica fuente de nitrégeno, al nitrato de sodio. Se ha
demostrado que los nitratos son la fuente mds importante de nitrtégeno para las plantas
cultivadas in witro, pero también se ha mencionado que es necesaria la presencia de
nitrégeno en su forma reducida, es decir en forma de iones de amonio y que estos jones
juegan un papel importante como reguladores en los cultivos. Esto puede explicarse

teniendo en cuenta gue, la enzima nitrato reductasa, responsable del metabolismo del
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nitrGgeno, se activa en presencia de estos compuestos. Asi mismo, la presencia de
nitrégenc en su forma reducida es benéfica para la formacion de pared celular y para la
sintesis de factores endégenos para la divisién celular (George y Sherrington, 1988). El
medio Heller al carecer de sales de amonio, puede producir una disminucién en la
actividad de las enzimas nitrato y nitrato reductasa, ocasionando una acumulacién de
nitritos en el medio, los cuales son téxicos para las plantas. El medio Heller no contiene
molibdeno, elemento presente en varias enzimas como por ejemplo la nitrato reductasa.
Al utilizar un medio deficiente en molibdeno la actividad de esta enzima disminuye

acumuldndose niveles téxicos de nitratos (Uribe, 1998).

El medic WPM tiene la mayor concentracién de sulfatos, una concentracion de
nitrégeno de la cuarta parte de la que presenta el medio MS y una concentracién iénica

total mayor al medio Heller, pero menor al medio MS.

Aungue no es contundente, la informacién que arrojan los resultados indican que
fue el medio MS el que dio los mejores resultados, pudiendo ser la concentracién de

nifrégeno uno de los factores necesarios para el cultivo in vifro de esta especie.

Material de invernadero -Ensayo 2-

Se inici6 el cultivo en medio nutritive M1 y aunque en el ensayo anterior el medio
Heller no fue el 6ptimo, se utilizé a partir del tercer subcultivo, debido a que es un
medio en el cual se han obtenido buenos resultados en especies maderables por su baja
fuerza iémica (George y Sherrington, 1988 y Bonga 1992, citados por Uribe, 1998), pero
en este ensayo se incrementd la concentracion de citocinina de 2 mgl? a 5 mgl?! para

favorecer la formacién de brotes, ya que se habfa observado en el ensayo 1, la formacion

de callos en todos los explantes.




En este ensayo se observé la formacién de un brote adventicio a los 3
meses, de aproximadamente 1 ¢cm de altura, coloracién verde. Sin embargo, el
tiempo de respuesta del explante fue muy lento ya que a los ocho meses del

subcultivo el brote creci6é solamente 4 centimetros (Fig. 3).

Figura 3. Brote adventicio obtenido en medio MS

4.2.3 CULTIVO DE HOJAS
METODOS DE ESTERILIZACION

O Material obtemdo de campo ~Recolecta 3-

Los métodos de esterilizacion que se aplicaron a las hojas que se
recolectaron en el campo no proporcionaron buenos resultados, ya que se

presenté contaminacion debido a hongos y bacterias en los cultivos.




En este caso las hojas presentaron una apariencia vigorosa, pero la cantidad y
variedad de microorganismos que se encontraban en ellas fueron excesivas para el

método de esterilizacién que se aplico.

o Material de invernadero

El métode de esterilizacion aplicado a este material fue efectivo, en este caso la
asepsia se pudo realizar, debido a que las condiciones controladas de invernadero
evitaron que la planta permaneciera en conmtacto con grandes cantidades de

microorganismos, por lo que al aplicar un método de esterilizacién general, se pudieron

eliminar (fAmina 1:Fotos 2 v 3).

Por otro lado un factor determinante para la respuesta in ifro, fue la edad del tejido,
se utilizaron como explantes las hojas més jovenes de las plantas, que presentaban un

tamafio de aproximadamente 15 cm de altura.

La edad de cualquier parte de tejido puede ser medida mediante su fase de
crecimiento, algunas veces llamada “edad fisiol6gica”. En este sentido una parte de
tejido puede considerarse como “joven” o “vieja” dependiendo de si es derivada de una
planta en una fase de crecimiento juvenil o adulta, respectivamente. Explantes de tejidos
jovenes sometidos a division celular, generalmente forman callo més ficilmente que los
de partes mas viejas de la planta ¥ hay una mayor oportunidad de que el callo sea capaz
de la organogénesis, En arboles maderables y arbustos, cultivos de todos tipos son
establecidos mds facilmente cuando se utilizan como explantes retofios en fase juvenil

(George y Sherrington, 1984).
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MEDICS DE CULTIVO

Recolecta 3

De los medios que se probaron con este material, no se pudieron hacer

observaciones, debido a que en todos los frascos se presenté contaminacién por hongos
y bacterias.

Materiai de invernaderc

La respuesta en los diferentes medios nutritivos fue muy parecida variando
principalmente el iempo de respuesta (entre 2 y 3 dias) siendo los medios M 12 (WPM
ANA 2.0 mgl?, BAP 1.0 mgl, glicina 0.01 mgl? y vitaminas MS 10 ml} y el M 13 (WPM
ANA 1.0 mgll, BAP 0.5 mgll, adenina 0.01 mgl! y coctel 20, 10 ml) los medios en los

cuales, los explantes respondieron mas rdpidamente.

De este ensayo se observé que la formacion de callo ocurrié a los 10 dias de haber
realizado la siembra, este callo que en una primera etapa fue de color blanguecino,
posteriormente presenté un cambic de coloracién al verde probablemente por la
presencia de dorofila y su actividad fotosintética (ldmina 1: Fotos 4 y 5). Algunos
explantes presentaron la formacién de pequefios agregados celulares de color

anaranjado, posiblemente debido a la acumulacion de pigmentos.

Las caracteristicas de los callos obtenidos en este ensayo se encuentran en el
cuadro No. 13.




CUADRO No. 13 RESPUESTAS MORFOGENETICAS DE HOJAS COLECTADAS
EN CAMPO Y EN INVERNADERO DE PLANTAS DE
Hippocratea excelsa CULTIVADAS in vitro.

Medic | T % Caracteristicas
M10 10 85 | Incipiente formacién de callo, de coloracion anaranjada creciendo
() sobre todo el explante.
Mi11 10 92 | Semejante al M 10, con agregados celulares més grandes.
)
Mi2 10 100 | Abundante formacién de callo compacto de coloracion
(WIM) blanquecina con algunos agregados color naranja, creciendo sobre
toda la superficie del explante
M13 10 95 | Abundante formacion de callo compacto de color verdoso con
(WPM) algunos agregados de color blanco, creciendo en todo el explante y
en mayor cantidad en los bordes, crecimiento més vigoroso que el
anterior.
M4 10 96 Abundante formaci6n de callo disgregable de color verdoso con
(MS) agregados compactos de color blanco,
Mis 10 87 | Formacién media de callo verdoso, creciendo sobre todo el
MS) explante, agregados blancos en los boydes que posteriormente se
ponen verdosos
M20 10 40 | Formacién incipiente de callo pardo creciendo sobre todo el
H) explante, aunque mas abundante en los bordes, callo
hiperhidratado
M21 10 52 | Formacién incipiente de callo pardo creciendo sobre todo el
43Y] explante, aunque més abundante en los bordes, callo
hiperhidratado

T.- Tiempo de respuesta en dias, %.- Porcentaje de explantes con respuesta morfogenética.

4.2.4 CULTIVO DE SEMILLAS
METODOS DE ESTERILIZACION

El método que se aplicé a estos explantes fue exitoso, ya que no se observé

contaminacion alguna en los cultivos.
MEDIOS DE CULTIVO

A los catorce dias después de su siembra en medio M1, se observ6 una coloracion
amarillenta en las semillas. A la siguiente semana (21 dias) se observé un hinchamiento
de las mismas, debido a la actividad metab6lica, después de tres dfas {24 dias), se
observé sobre el cotileddn el crecimiento amorfo de células indiferenciadas {calle) que se

mantuvo en condiciones de cultivo, este tejido fue subcultivado cada tres semanas, el



ejido que se obtuvo no fue homogéneo, se observé una diferencia de coloracion entre
os callos, asf como también un patrén de coloracién en los mismos que a continuacion
e describe: cuando en la semilla se presento el inicio del crecimiento, parte del cotiledén
om¢ un color verde obscuro y posteriormente se dio la formacion del primer callo
color pardo muy obscuro, Lamina 1: Fotos 7 y 8), en segundo lugar se originé la
ormacién de un callo que presentd coloracién blanquecina (Lamina 1: Fotos: 8 y 9) con
dgunos agregados color naranja, posteriormente la coloracion del callo se torné muy
Ybscura pudiendo ser parda o negra (Lamina 1: Foto 6). Los callos que fueron incubados

:n condiciones de luz presentaron una coloracién verde claro.

Tran Thanh Van, en 1981 {citado en Robledo Paz, 1987) observé que existe un
obscurecimiento del medio de cultivo asi como de los cotiledones y que es una de las
principales dificultades para el cultivo in vifro de plantas lefiosas y que este fenémeno se
debe comtnmente a la secresién de polifenocles y de productos de oxidadén. Aunque
también puede haber un incremento en lignina, suberina y cutina, que a menudo

modifica tanto la composicién del medio, como 1a absorcién de metabolitos.

La formacion de callos se obtuvo a partir de la semana 4 después de haber

realizado la siembra, en las dos condiciones de incubacién (luz y obscuridad).

El tipo de tejido que consttuye al explante, influye en su capacidad
morfogenética, por ejemplo los cotiledones estin formados basicamente de células
parenquimatosas, las cuales poseen una alta plasticidad fisiologica y pueden ser capaces

de llevar a cabo una actividad meristemética (Esau, 1977, citado en Robledo PPaz, 1987).
El crecimiento de callo se presentd en casi todas las semillas que se pusieron a

germinar, tanto las expuestas a H2Oz como las tratadas con H:O, la finica diferencia

fueron los ticmpos de respuesta inicial, ya que las semillas tratadas con peréxido de
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hidrégeno respondieron a las dos semanas, mientras que las semillas no tratadas con

peréxido de hidrogeno respondieron a las cuatro semanas después de la siembra.

El peréxido de hidrogeno es unc de los agentes esterilizantes més utilizado para
las semillas, algunas ventajas de este compuestos son: que no deja residuos toxicos y que
algunas veces estimula la germinacién de la semilla (Pitel y Wang, 1985, citados por
Bonga 1992}. Al parecer el perdxido de hidrégeno acelera Ia respiracién durante la fase
anteror a la movilizacién de substancias de reserva. Existen algunos mecanismos que
pueden explicar esta activacién; por ejemplo se puede considerar que hay una
destruccidn direcia del percxido por accion de la catalasa, lo que provoca la liberacion
de oxigeno molecular el cual a su vez incremenia la tasa de respiracion y facilita la

oxidacién de substancias grasas (James, 1953; Chance y Williams, 1956, citados por
Robledo Paz, 1987).

Los subcultivos se realizaron cada 21 dias en medio nutritivo fresco, se efectuaron
siete subcultivos eliminando la mayor cantidad de tejido madre (semilla), con la

finalidad de obtener solamente el callo.

Las observaciones que se desprendieron de los subcultivos que se realizaron con

los callos obtenidos de las semillas son las siguientes:

¢ Primer subcultivo (21 djas), formacién sobre el cotiledén de pequefios agregados
celulares obscuros y de apariencia disgregable (callos).

+ Segundo subcultivo (42 dias), proliferacién del callo, aparicién de pequeias y
delgadas raices en la superficie algunos callos cultivados en condiciones de
obscuridad.

¢ Tercer subcultive (63 dias), se observaron callos de diferentes coloraciones que
fueron del verde intenso al verde claro en los cultivos con fotoperiodo, y varios tonos

de café, banco vy negro, incrementandose la cantidad de rafees, on los callos
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cultivados en obscuridad. Las raices fueron transferidas junto con el callo al siguiente
subcultivo.

Cuarto subcultivo (84 dias), se observd un incremento en la masa celular, formacién
de callo de color blanco sobre los callos que estdn completamente obscuros, las raices
que se habfan obtenido en subcultivos anteriores empezaron a mostrar signos de
oxidacién y necrosamiento,

Quinto subcultivo (105 dias), se observé un pequefio incremento en la masa celular,
que presentd coloracién verde en los callos expuestos a fotoperiodo, mientras que

las raices que se encuentran en los callos sometidos a obscuridad mostraron

crecimiento lento y posteriormente oxidaci6n.

Después de 126 dias, el callo obtenido se transfiri6é a un medio adicionado con 2
mgl?! de 2,4-I y 5 mgl? de BAP, para promover su proliferacién, pero no se observé una
respuesta favorable debido a que se presenté una mayor oxidacién y el tejido se
hiperhidrats, ésto pudo haberse debido al cambio de la auxina ANA per la 24-D y el
incremento de su concentracion, asi como una mayor concentracion de las citocininas. El
24-D es quimicamente mas estable y mis resistente a la AIA oxidasa y menos
susceptible a la conjugacién con aminodcidos, por lo que su degradacion es mas lenta,
manteniendo sus niveles en el cultve por mds tiempo. Las auxinas provocan el
relajamiento de Ja pared celular, permitiéndole ceder presion, ocasionando que la
presion potencial disminuya y por lo tanto entre mas agua por ¢smosis, debido al
potencial hidrico megativo interno. El volumen celular se incrementa y la pared es
extendida. La accién de las auxinas en el relajamiento de la pared celular es dual, existe
un efecto inicial en la elasticidad y un efecto secundaric en la plasticidad. De estos dos
efectos el Gltimo es el m4s importante, ya que el alargamiento celular esta relacionado
directamente con el efecto de plasticidad en la pared celular. Cuando se promueve el
alargamiento celular por exposicién a una auxina y luego ¢ésta se retira del medio, la

rigidez de la pared celular revierte a la célula a su estado original (Moore, 1989).
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Varios factores se han enlistado como responsables de la hiperhidratacién, muchos
de ellos solo acttian para inducirla cuando otras condiciones del cultivo no son ¢ptimas.
Por ejemplo la bencilaminopurina induce la hiperhidratacién cuando los cultivos estin
estresados por otros factores, estos se pueden considerar bajo las siguientes categorias:
el medio de cultivo (consistencia, nivel y tipo de citocininas, concentracién y
composicién de sales, presencia de ciertos minerales en abundancia), contenedor
(material y forma de cierre, que puede afectar el intercambio de gas e influye en las
concentraciones de vapor de agua, CO; v etileno, volumen en el espacio libre del
contenedor), ambiente (temperatura, intensidad y calidad luminosa, movimiento del
aire y humedad relativa), explante (variedad de la espedie, iempo de los subecultivos,

colocacion en el medio) (Ziv, 1991).

A los 11 meses de subcultivos se observaron callos con las caracteristicas que se

presentan en et cuadro No. 14.

CUADRC No. 14 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LOS CALLOS OBTENIDOS A
PARTIR DE SEMILLAS GERMINADAS IN VITRO DE Hippocratea excelsa.

o,
% Del total Coloracion del ‘ P .
de callo cail Caracteristicas Morfol6gicas
obtenido °
Tejido compacto y duro, fue el tipo de callo més abundante,
50 Pardo . . . )
algunos formaron raices en obscuridad (rizogénesis)
15 Negro Agregados celulares pequefios, se disgregan facilmente, poco
abundantes
Tejido compacto y duro, mas duro que el pardo, este tipo de
15 Blanco tejido se form¢ sobre el tejido negro o sobre ¢l tejido pardo,
algunos formaron raices en obscuridad (rizogénesis)
L 20 Verde Tejido compacto y duro, se df:;f: solamente en condiciones

En cultivos que crecieron en condiciones de obscuridad, se observé 1a formacion
de raices adventicias, En cultivos que crecieron en condiciones de fotoperiodo se
observé en algunos callos coloracién verde del tejido, estas dos respuestas hacen

evidente la mfluencia de las condiciones de incubacion en los procesos de diferenciacion

celular.



4.2.5 CULTIVO DE CELULAS EN SUSPENSION

ESTABLECIMIENTO

Los cultivos en suspensi6n presentaron variaciones en la coloraciom, las

caracteristicas originales del tejido madre inoculado {(callo) se muestran en el cuadro No,
15.

CUADRO No. 15 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DEL TEJIDO MADRE
INOCULADO PARA LA OBTENCION DE LOS CULTIVOS DE
CELULAS EN SUSPENSION

Ntmero de " ..
matraz Tipo de callo (tefido madre)

Color verde y disgregable
Color verde vy disgregable
Color pardo y disgregable
Color pardo y compacto
Color pardo y disgregable
Color pardo y disgregable
Color blanco y compacto
Color blanco y pardo y compacto
Color pardo y compacto

Color negro y disgregable

=lolo|afo vk us o]

De los 10 cultivos que se establecieron en la primera generacién, nueve
presentaron una coloracién muy obscura y una densidad celular alta, el cultivo ntimero
7 presenté una densidad muy baja debido a la falta de disgregacion celular

posiblemente por el tipo de callo inoculado (compacto).

Los cultivos celulares 3, 5 y 6 presentaron una coloracién azul (limina 1:Fotos 10,
12 y 16)y se eligieron para obtener su cinética de crecimiento, por la semejanza en

densidad y coloracién, ademds de que provenian del mismo tipo de callo {pardo y

disgregable)



Algunas suspensiones después de varios subcultivos presentaron un
incremento excesivo en la tasa de reproduccién, observandose cultivos muy
densos y de diferentes coloraciones, que fueron azul, café y negro (Lamina 1:
Fotos 10-16), al observarlas en un microscopio éptico mostraron las siguientes
caracteristicas (Lamina 1: Fotos 17 y 18).

Células pequehas y redondas, parecidas a céhulas parenguimatosas con
grandes vacuolas, rodeadas de una pared celular delgada, la mayorta aisladas y
aproximadamente el 30 % formando pequefias agrupaciones, se aprecid la
acumdacién de “pigmentos” en algunas células (Fotografia 1 y 2).

Fotografia 1. Acumulacion de pigmentos en células en suspension vistas en el
microscopio 6ptico (40X)




Fotografia 2 Acercamiento de una célula en suspensién, con acumulacion de
pigmentos vista en el miczoscopio dptico (40X)

DETERMINACION DE LA CINETICA DE CRECIMIENTO

Con los resultados obtenidos de las mediciones de peso fresco y peso

seco de los cuitivos de célilas en suspension, se obtuvieron las graficas 1y 2.
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Grifica 1, Relacion de pesos frescos de I generacion 1y 2, duvante los 6 dins de muestreo

Pesos frescos

Dias —&— Generacion 1
—&i— Generacign 2

Grdfica 2. Relacion de pesos secos de la generacién 1y 2, durante los 6 dias de muesireo
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Generacidn 1

En Ia gréfica de peso fresco se observan, dos incrementos en los dias 2 y 5,
posiblemente debido a dos ciclos celulares que se dan como resultado del cambio de
medio s6lido a medio liquido. Se observé en los datos obtenidos de peso fresco una fase
de reposo (no cambio) entre los dias 3 y 4; y una fuerte disminucion entre los dias 5y 6

que puede explicarse por la disminucién de nutrientes en el medio,

En la gréifica de peso seco, observamos que también en el dia 5 se encontré un
incremento en el peso y una disminucién del mismo entre los dias 5 y 6, al igual que en
la gréfica de peso fresco, sin embargo la fase de reposo se observé entre los dias 2 y 3, de
aqui se puede decir que aunque el peso seco se mantenga constante, hay una
disminuci6n en el peso fresco debida a una pérdida de agua de la célula y es entre los

dias 3 y 4 cuando hay un incremento real en materia seca.

Los resultados que se obtuvieron con respecto a la relacién peso fresco/ peso seco

para cada uno de los 6 dias del muestreo sort:

CUADRO Ne. 16~ RELACION PESO FRESCO/PESQ SECO DE LOS CULTIVOS DE
CELUILAS EN SUSPENSION DE LA GENERACICON 1

Dial Dia2 Dia 3 Dia4 Dia 5 Dia6
PE/TS 16.72 20.26 16.93 14.33 14.95 10.45
PESO FRESCO

Incremento en crecimiento 0.0788

TRC 0.0168

| TD (dias) 41324

| ND 0.1747

PESO SECO
Incremento en crecimiento 07407 |

TRC 0.1108

TD {dias) 6 2558

ND 0.7996
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Generacion 2

Como se observa en la grafica 1 el peso fresco inicial fue mayor que el que se
registrd en las células de la generacion 1, pero no representa una diferencia real en peso
seco, por lo que se deduce un incremento de agua solamente. Entre los dias 1y 2 se
presenté una disminucién de peso fresco y un aumento en el peso seco por 1o que se
puede inferir en este lapso un aumento de biomasa por el crecimiento y la divisién de
fas células y una pérdida de agua. Enfre los dias 2 y 3 el peso fresco se mantiene
constanite pero se observé una disminucién en el peso seco probablemente por muerte
celular y degradacién de las mismas, entre los dias 3 y 4 se increment6 tanto el peso
fresco como el peso seco y entre los dias 4 y 5 se registré el mismo comportamiento que
el descrito para los dias 2 y 3. En el dia 6 el incremento de materia seca y la disminucién
en ¢l peso fresco fue evidente, para esta generacién el dia 6 no representé una limitante

para la formacién de biomasa incrementindose apreciablemente en el pesc seco.

En esta generacion, se observé que cuando el peso fresco se mantiene constante,

el peso seco disminuye, v que cuando el peso fresco disminuye, el peso seco se

incrementa.

En la grafica de peso fresco se observé una mayor variacién en la generacién 1,
que en la generacién 2, pero al comparar este comportamiento con el que s2 obtuvo de la
griafica de peso seco se observé que la generacidn 1 se mantiene mds constante
encontrandose un incremento paulatine de biomasa hasta el dfa 5 ¥ un decremento para
el dfa 6, por otro lado la generacidn 2 mostré mayor variacién en el peso seco, con un

incremento de biomasa para el dia 6.

Los resultados que se obtuvicron con respecto a la relacién peso fresco/ peso scco

para cada uno de los 6 dias del mucestreo fueron:

69



CUADRONo. 17 I{ELACION PESO FRESCO/PESO SECO DE LOS CULTIVOS DE
CELULAS EN SUSPENSION DE LA GENERACION 2
Dial Dia2 Dia 3 Dia 4 Dial Dia &

PE/PS 24.70 15.04 21.68 1991 3044 10.16

PESO FRESCO
Incremento en crecimiento -0.145
TRC -0.0314
TD {dias) 22.0747
ND -0.2262
PESQ SECO
Incremento en crecimiento 1.0772
TRC 0.1462
TD (dias) 4.7411
ND 1.0546

La eficiencia del crecimiento puede calcularse més facil, rapido y preciso con el
y250 seco, ya que esta variable estima Ios dos componentes del crecimiento: la division y
1l alargamiento celular, el peso fresco no es muy recomendable para estimar el

recimiento porque es afectado por el contenido de agua inter e intracelular.

El Ndmero de Duplicaciones (ND) es el niimero de veces que el material se
duplica durante el periodo de estudio, y la Tasa de Duplicacion (TD) es la rapidez con

que se duplica.

Comparando la generacién 1 con respecto a la generacién 2, observamos en los
pesos secos que la Tasa Relativa de Crecimiento (TRC) es mayor en la generacion 2
(0.1462) que en 1a 1 (0.1108), la TD es menor en la generacion 2 (4.7411) que en la 1
(6.2558) y el ND también es mayor en la generacion 2 (1.0546) con respecio a la
generacién 1 (0.7996). Con estos datos se puede suponer que la adecuacién de las
c€lulas, al pasar de un medio sélide a un medio liquido, juega un papel importante en la
Tasa de Duplicacién y la generacién 2 se encuentra mas adaptada a esta condicion, ya

que se registré una Tasa de 4.74 dias, mientras que en la generacion 1 fue de 6.26.
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La relacién peso fresco/peso seco, también nos indica en la generacién 2 un

ayor movimiento de agua debido a la divisién celular.

3 ENSAYOS DE GERMINACION in vivo
PORCENTAJE DE GERMINACION

Ensayo preliminar

Del Iofe de semillas escarificadas el 100% germiné a los 10 dias en promedio (a
s 8 dias en las cajas de Petri y a los 11 dias en la germinasa} y las no escarificadas el
5% germinaron a los 14 dias en promedio, a los 13 dias en las cajas de Petriy alos 16 en
I substrato inerte, observandose en este tiitimo una ligera contaminacién por hongos en
: de las 10 semillas, las mejores condiciones de germinacién se presentaron en los
msayos en los que la semilla fue escarificada. Cuando se utilizaron semillas no
scarificadas, se observé una mayor contaminacién. Al utilizar un substrato inerte
‘germinasa), se redujo considerablemente el porcentaje de germinacién y se auments el

tempo de Ia misma.

Las cuarenta plantulas obtenidas se sembraron en germinasa y se colocaron en el
invernadero, el establecimiento de estas plantulas no fue del todo exiteoso, ya que
solamente una plantula logré mantenerse viva, la principal causa fue la falta de
humedad, ya que las plantulas en los primeros 30 dias después del trasplante, fueron
muy sensibles a la falta de agua, mostrando sintomas de marchitamiento muy rapidos,
pero no descartamos en ese momento la importancia del substrato. En esta primera
etapa del establecimiento el riego se realizéd cada tres dfas, pero al observar los sintomas
de marchitamiento de las plantas se cambi6 a riego diarjo. El principal inconveniente de

realizar el riego diario fue la contaminacién por hongos.



De estos resultados observamos la necesidad de tener un substrato que
Jermitiera un buen drenado, ya que si existe un exceso de humedad el ataque de
wongos se hace inminente. El substrato al mismo tiempo debe permitir los maximos

niveles de humedad que impidan el marchitamiento de las plantuias.
EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA GERMINACION

El porcentaje de germinacién fue calculado para cada una de las tres diferentes

temperaturas y los resultados los encontramos en el cuadro No. 18.

CUADRQO No. 18 PORCENTAJES DE GERMINACION EN TRES DIFERENTES

TEMPERATURAS
Temperatura °C Semillas Porcentaje de Tiempo promedio de
germinadas germinaciin germinacion (dias)
Lotel Ambiente 42 84 9.4
Lote2 25 38 76 88
Lote 3 30 39 78 7.1

La principal diferencia observada fue en el tiempo de germinacion, que fue
menor en el lote con temperatura de 30° C en promedio registrdndose a Jos 7 dias, en
comparacién del lote con temperatura ambiente que es de 9 dias. Los porcentajes de

germinacién fueron semejantes en los tres diferentes lotes {entre 76 y 84%).
ESTABLECIMIENTO DE PLANTULAS EN DIFERENTES SUBSTRATOS
Las plantulas obtenidas a partir del ensayo anterior, se utilizaron para probar tres

diferentes substratos. Los resultados del efecto del substrato en ¢l establecimientc de

plantulas en condiciones de invernadero se muestran en el cuadro No. 19.



CUADRO No 19 NUMERO DE PLANTULAS QUE LOGRARON ESTABLECERSE

EN DIFERENTES SUBSTRATOS
Substrato Observaciones
Agrolita 8 sobrevivientes,
plantulas con apariencia clorética, hojas
pequedias y tallos delgados

Tierra : agrolita 4 sobrevivientes,
1:3 plantulas con hojas verdes y tallos més gruesos

Agrolita : germinasa 12 scbrevivientes,

13 plantulas con hojas grandes, verdes y tallos
gTUes0s

agrolita.- material inerte constituido por silicatos, mejorador de la fextura del suelo

Como se observa en el cuadro el substrato més compacto {mezcla de Herra:
agrolita 1:3) se contaminé con hongos que atacaron también a las semillas afin cuando se
aplicé fungicida para confrarrestar el ataque, las plantulas presentaron una apariencia
sana con hojas verdes y fallos gruesos. Cuando el substrato fue muy poroso (agrolita) se
marchitaron los 4pices, debido a que el agua de riego se drené muy rapidamente,
resuttando deficiente la cantidad de agua disponible para la plantula, ademas de que
con este substrato presentaron una apariencia poco vigorosa, ya que sus tallos fueron

delgados, las hojas fueron més pequefias y la coloracion de la plantula era clorética.

El mejor resultado se obtuvo con la mezcla de agrolita: germinasa 1:3 ya que se
observé, que este substrato retenja la cantidad de agua necesaria para el establecimiento
de las plantulas a las condiciones de invernadero y aunque hubo ataque por hongos,
éstos se pudieron contrarrestar con la aplicacion de fungicida, las plantulas que

germinaron en este substrato fueron vigorosas con tallos gruesos, erectos y hojas con

una coloracién verde intenso.



CONDICIONES DE INVERNADERO PARA EL ESTABLECIMIENTO DE
LANTLULAS

Una de las principales limitantes para el establecimiento de la pléntula es ia
:antidad de humedad relativa disponible. Las plantulas requieren de una humedad
nuy alta, tanto en el substrato como en el ambiente. Para lograr establecerse en
condiciones de invernadero, y obtener esta condicién se colocaron vasos de plastico
sobre las macetas, lo que produjo un aumento de temperatura y por consecuencia se
favorecié el ataque por hongos, motivo por el cual se aplicsd un fungicida para detener el
ataque. Cabe mencionar que cuando no se coloca esta cubierta, no se realiza el

establecimiento de la pléntula en el substrato. Los riegos se realizaron cada tercer dia.

Cuando la planta tuvo sus primeras hojas verdaderas, algunas presentaron
clorosis, posiblemente por la presencia del vaso de pldstico que disminuy6 el paso de
luz hacia la planta. Pero cuando se eliminaba esta proteccién, las plantas se vieron
afectadas por el cambio dréstico de humedad y murieron, por lo que fue necesario hacer
pequeiios orificios al vaso protector gradualmente hasfa eliminarlo completamente, para
que la planta se fuera adecuando al cambic de humedad. Posteriormente, se colocaron
las macetas a la sombra de otras plantas para simular las condiciones de su habitat
natural y observamos que las plantas en estas condiciones de crecimiento se mostraron

mds vigorosas.

Otro factor importante para €l establecimiento, es el tipo de luz que requiere la
plantula, se observé que se presentd un crecimiento mas vigoroso cuando se expuso a

luz indirecta, esta condicién de luz corresponde a la que se encuentra en su ambiente de

origen.
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{ ANALISIS FITOQUIMICO
MATERIAL OBTENIDQ DE CAMPO

Recolecta 2
De la recolecta de material biologico realizada en el mes de marzo se tomaron 100
de material para extraerlo con hexano. El extracto obtenido proporcion6 0.8411 g de

ssiduo, el cual se analiz6 por cromatografia en capa fina.

El residuo fue tratado con hexano caliente y posteriormente filirado, se obtuvo un
olvo color naranja (51 mg), Mata y col. 1990, reportan que en esta fraccién se presenta
1 friedelina, raz6n por la cual posteriormente se realizé una cromatografia en capa fina

le este polvo, observdndose efectivamente la presencia de este compuesto.

Recolecta 3

De este material (hojas jévenes y maduras, tallos y rafces de un mismo
individuo), se obtuvieron los extractos hexénicos de los cuales se calcularon los

rendimientos para cada estructura, cuadro No. 20.

TABLA No. 20 RENDIMIENTOS DE LOS EXTRACTOS HEXANICOS DE DIFERENTES
ORGANOS DE Hippocratea excelsa

Organo Feso del extracto en gramos %
Raiz 1.4541 1.45
Tallo 0.6696 0.67
Hoja 1.0337 1.12

Se observé que la raiz presentt el mayor rendimiento del extracto, seguida de la
hoja y es del tallo el 6rgano del que se obtuvo el menor rendimiento. El perfil

cromatogrifico en capa fina de los extractos de las raices, tallos y hojas utilizando la



iedelina como estindar determiné que solamente en la raiz estd presente dicho

aetabolito (Fig.1).

Fig. 1 Perfil cromatogrifico de hojas, tallos y raices con friedeling como estindar
A et

o OO O Sistema de Elucién Hexano: AcOEt 9:1
o O O
© o T=Tallo
R=Raiz
J 1 : = Hoi
—% e ] H= Hoja

F 0 F=Fricdelina

Del perfil cromatografico que se realizd para determinar la sensibilidad de la
cromatografia en capa fina, se determiné que la concentracién mds baja de friedelina

que puede ser detectada por esta técnica es de 1.2 pg, ( Fig.2).
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Figura 2. Perfil cromatogrifico de diferentes concentraciones de friedelina
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MATERIAL OBTENIDO DEL CULTIVO DE TEJIDOS

Por otra parte, se llevs a cabo la liofilizacién de los medios en los que crecieron
los callos, asi como también de algunos de éstos filtimos, para realizar las extracciones y

determinar la presencia del compuesto de interés en los mismos.

Se obtuvieron los perfiles cromatogréficos de todas las extracciones realizadas, y

se utilizd friedelina como estAndar.

Del cromatograma obtenido de los extractos de callos y medios nufritivos, se

pudo observar lo siguiente:

s EI perfil cromatografico de los medios nutritivos y de los callos fue semejante, en

cl sistema de eluyente utilizado (Hexano: Acetato de etilo 9:1).

s El perfil cromatografico de los medios nutritivos y callos presenta una gran

similitud con el perfil cromatografico de Ia raiz Fig 3, 1a numeracién corresponde

a los diferentes subcultivos.
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Fig. 3 Perfil cromatogrifico de medios nutritivos, callos y raices.
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1, 3, 5 y 7=callos de los subcultivos 1-4 respectivamente
2, 4y 6 = medios nutritivos de los subcultivos 1-3 respectivamente

La presencia de friedelina es dudosa en los medios y callos posiblemente debido a
la concentracion a la que se encuentra en los extractos, por lo que se hizo necesario
utilizar un método de deteccién mas sensible como lo es la Cromatografia Liquida de

Alta Resolucion (CLAR), asi como poner a punto las condiciones de corrimiento de

la friedelina.

Del material de desecho del subcultivo de semillas (material oxidado
principalmente) se realizé también una extraccién hexdnica obteniéndose un aceite

(1.0248 g} al cual se determiné su perfil cromatografico con ¢l fin de establecer similitud

con ¢l extracto de raiz Fig. 4.
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DETERMINACION DE ERIEDELINA POR CLAR

El tiempo de retencién para la friedelina en el Cromatégrafo de Liquidos de Alta
tesolucidn, fue de 340 minutos, observandose el mismo pica, en los cromatogramas de
os extractos de: rafz, callos obtenidos de semillas, células en suspensién de la primera
jeneracién y medios nutritivos del callo. De acuerdo a estos resultados la sintesis de
friedelina se presenta desde que las células se encuentran indiferenciadas y que las

céluias la secretan al medio.

Por 1o que pareceria que las células no requieren de la diferenciacion morfolégica
para iniciar la sintesis de friedelina, por otra parte hay que tomar en cuenta que si bien
la célula no presenta una real diferenciacién celular, si podemos observar ciertos
cambios que podrian ser bioquimicos y tal vez formen parte del proceso de

diferenciacion.

La pregunta que surge entonces es: jestos cambios se mantienen y transfieren a
las generaciones celulares que se derivan de estas células?, ya que cuando se obtienen
los cultivos celulares en suspensién, ya no encontramos esta “diferenciacién” y sin

embargo pudimos detectar fricdelina en estos cultivos.
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En un gran nimero de estudios ha side demostrado que la formacién de
sroductos secundarios asi como su sitio de almacenaje pueden estar restringidos a
dertas etapas de desarrollo de la planta, érganos especificos, tejidos, o células
:specializadas. En las plantas es generalmente aceptado que existe una fuerte
:orrelacién entre la expresion del metabolismo secundario y la diferenciacién citologica
morfolégica (Luckner, 1971: Bohm, 1977, citados por Wiermann, 1981). El metabolismo
secundario es considerado un aspecto del proceso de desarrolio. Sin embargo resultados
obtenidos de experimentos con cuitivos celulares han mostrado que no es necesaria una

diferenciaci6n morfol6gica especifica para la formacion de productos secundarios

(Wiermann, 1981).

Por otra parte seria interesante analizar por qué el compuesto se secreta al medio
nutritivo, esta situacién pudiera ser de gran utilidad, si se presentara este fendmeno en
la sintesis de todos los metabolitos secundarios, ya que podriamos obtener los

compuestos de interés, sin tener que sacrificar los cultivos celulares.

Wierman {1981) menciona dos principios que determinan la acumulacién de
compuestos secundarios:
(1) En algunos tejidos vegetales, cada célula es potencialmente capaz de sintetizar y
acumular estos productos, (2) en otros tejidos existen oélulas que se especializan en el
almacenamiento de productos secundarios, en tales células, conocidas como ideoblastos,
la acumulacién se correlaciona con una diferenciacion morfolégica especifica. Se han
visto gjemplos en la acumulacién de alcaloides, en células distintas a las que acumulan
estos compuestos, asf también como en la excresién de terpenoides y flavonoides por

células glandulares especficas.

Es posible que al no presentar células especializadas para cf almacenaje de Ja

friedelina, las células secretan este compucesto al medio nutritivo.
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5. CONCLUSIONES

Del maferial biolégico que se recolects en el campo para el cultivo de tejidos, se
ruede decir que las yemas y las semillas son los mas favorables para la obtencién de las
espuestas morfogenéticas. En las demés estructuras se sugiere como alternativa viable
1 establecimiento de plintulas en condiciones de invernadero para obtener explantes de
wjas y yemas y realizar los ensayos pertinentes para solucionar los problemas de

-ontaminacién que se presentaron al tratar de establecerlas in vifro.

CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

Se obtuvieron callos a partir de: semillas, hojas j6venes y yemas, por o que se
puede concluir que el proceso de desinfeccién para estas estructuras fue satisfactorio y

los medios de cultivo empleados promovieron la formacién de callo.

El medio nutritivo en el que se lograron los mejores resultados para la obtencién
de callo, fue el medio MS, mientras gue el mejor explante para la obtencién de callo fue

1a semilla escarificada.

Se obtuvieron cuatro diferentes tipos de callo, siendo el més abundante el que

presenté una coloracién café-parda.

La densidad celular de los cuitivos de células en suspension, aumentod

considerablemente, en comparacién con la del callo obtenido de medies nutritivos

solidos.

Los indices de crecimiento de los cultivos de ¢tlulas en suspensién, indican que

la adecuacion al medio liguido, repercute notablemente en la tasa de duplicacion de las
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ilulas, pasando de 6.26 dias en la primera generacion a 4.74 dias en la segunda

aneracidn.

NSAYOS DE GERMINACION in vivo

Las mejores condiciones para la germinacion de las semillas fueron: Ila

scarificacién manual, una alta humedad atmosférica y temperatura de 30 (C.

El mejor substrato para el establecimiento de las plantulas, fue la mezcla de

igrolita: germinasa: 1:3.

Las mejores condiciones ambientales para el establecimiento de las plantulas,
fueron de umbria y de riego diario, asi como con la aplicacion de fungicida para la

eliminacion de hongos.
ANALISIS FITOQUIMICO

El perfil cromatografico de raiz, hojas y tallos de la especie recolectada en el

campo, indica la presencia de friedelina solamente en la rafz.

La técnica de cromatografia en capa fina, present6 limitaciones en la deteccién de
la concentracién (hasta 1.2 pug), que se encuentra reportada para el compuesto dentro de

la planta.

La identificacién de friedelina se realizé por medic de una Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién {CLAR}, comparando los Hempos de retencién observadas
en los extractos analizados, contra ¢l Hempo de retencién de la friedelina.

LLas muestras en las que se detectd la presencia de friedelina fucron los extractos

hexdnicos de: callos provenientes de semilla, medios nutritivos en donde crecieron estos
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illos, las células en suspensién obtenidas en la primera generacién, asi como también la

‘accidn insofuble del extracto de raiz de la especie recolectada en el campo.

.1 RECOMENDACIONES

Evidentemente, el cultivo de tejidos nos proporciona muchas ventajas en el
studio de plantas que tienen una problemética de establecimiento o permanencia en
us ambientes naturales, por ser especies con valor comercial. Pero también presenta
na serie de problemas {contaminacién, manejo de reguladores de crecimiento, eleccion
ie medios nufritivos Sptimos, condiciones de incubacién), gue no son faciles de resolver

»ara e} establecimiento de los cultivos in vitro.

De este estudio y de los citados anteriormente, se observa que la produccién de

compuestos de interés farmacol6gico mediante el cultivo de tejidos vegetales, es posible.

El incremento en la produccién de metabolitos secundarios, a través de la
incorporacién de precursores al medio nutritivo, o de la induccién de algfin tipo de

estrés biGtico o abidtico, es una linea de investigacién que se ve muy prometedora y

factible.

Para la propagacién de esta especie por cultivo de tejidos es necesario realizar
mas ensayos o trabajos que estén encaminados a su micropropagacion por lo que la
presente investigacién propone algunas metodologias que pudieran aplicarse y lograr
este objetivo en futuras investigaciones. En tanto se alcanza esta meta, su propagacién in

vive a través de semillas es una buena alternativa.

Para estudios posteriores de cultivos de células en suspensi6n, se sugiere, utilizar
cultivos que se encuentren adecuadoes totalmente al medio liquido, ya que se observo

que cuando las células en suspension de Hippocraten excelsa se manfuvieron en




condiciones de crecimiento en la 4' y 5° semanas, la densidad celular se incrementé
considerablemente, lo que permitiria €l incrementé de la produccién del compuesto a

través de la generacién de un estrés.



ANEXO I
MEDIOS NUTRITIVOS

Medio Murashige & Skoog (1962).

Compuesto..

mg 11

Macronufrientes

MECABOSTEOL .ottt st et st sae s st s st st s em st P s tms s sttt o 100
THAITUIIIA .uvv - cessecraveonen e rrcensoraess s neseat sensesaneb s e s hess S ba PRS0 e et PP T4 b e PR R b peserb e st b e 0.1
ACIAO TCOUIUCO. crrvveenmmreresseesssssesssssssssssssrnsmsssrassassasasosssessssenesssasssrssssssesenessemrassenssssensesanssesaesas 0.5
PITIAOXINA s eree et emeriesraecsirmsan eeeessamesyas ceeas bt t s b eem R 4o eemeeeR e R e ce s £Eod P2 see bt aemba s e R b b ee s s et 0.5
Composicidon I6nica de Macronutrientes - meg/l?

B 1 ¥

ConcentTacion I6NICa TomRL. ... e esteis it e esiiaeen o= s aes arse reveaserte veree ireeen 333




Medio Heller (1953)

Zompuesto mg 11
Macronufrientes

ZaCl2HzO et

MgSOLTHZD e

KLttt tvtcae s eresssvcsrnerssesssvase s

B PO 0D ittt e e s eeee st rrmse s tarr e st et e e e b e n e e g aama et sh L bt s b s ee
Micronutrientes

MRS IO ettt ettt sers e bt s s st e sea b ens et SE s s Aeress bR TR sata be s et sben s maa s enrateressernenns 0.1

NICIEHZO ... cctvereetetetireerenesesraesesns e rsmssesasassssssssresessstonsssensos sassonnassisns eeemeeteeeeeeebesnereebestiaeeesttas 0.03
Vitaminas

THAITUEIER .+ e cee e ettt i e m b senscesasseameosmeeane esSans sesses somna st bs nememesa b samsnt aa shmaa sess serabansnsssrsabenansmnena 1.0

Composicion I6nica de Macronutrientes meq/i?
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............. 0.9

N B ettt e eee s s eee s es e e es e eem e e s s bt oeeeme bt e e e 8RR b s R ettt am s enm e ntent 0.17
HaPO4 =/ T L oteeeeeeae et eeeesaee e e taessessassessnasssian s anbbaseeas ane o snens e sar s sabmseaeban s mmatansansanmrrens 0.022
5200 73 SRR e 028

ConcentraciOn IOTUCA TORL ..ovivoirieerirerrriesseetersiecetsstesmssasenesassssessasnsssnassssassstn anssnssssnsessassarereoas 39.6
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Medio Lloyd & McCown (1981)

COMPUESTO «uv cnrvsveeconsisnonan

Macronutrientes
NILUN O e cecrtisserraressassistsesasar s s erabasss rasa s aace St ab e A s R s iabe s s Rema b aseR s baan e s sEeabbrsnenranarararanrsas

:a(N03)2-4H20 [

FeS0,.7HD ..........
Na;EDTA.ZH:0 ..........
Gly & AA 2 mg/l]

Vitaminas

Mio-inositol ..
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Piridoxina

Composicién I6nica de Macronutrientes meg/l?
INOB i v bs b a8 AR kb ecr e RSk 444 S0 b4 A4S SRR SR bR SRR SR SR L s e s 9.7
H o e et e eseasasameerte e eas b aensasas Shemsmean aram st ehenreaneeadtsaAEe s ate AR eeR R Seneseeinrnieeetbeaan 1.3
SO 4=

nI+ .
I T et sttt et e seese et b e oot oA e e embbv s ek e st et eeeAsreRs b eR e PR R A e SAem b aas 1 eaene s e b en brsnanenee ne e e 0.28
HPOs-f 20 .
Concentracufm Iémca Total
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COMPOSICION DE VITAMINAS MS Y COCTELES 4 Y 20,

ANEXOTI

Vitamina MS Céctel 4 Coctel 20

Compuesto /100 ml g/100 ml mg/100 ml
Myo-inositol 1.0 1.0 4.5
Acido rucotinico 0.01 0.005 0.15
Piridexina 0.01 0.005 0.15
Tiamina 0.02 0.010 0.3
L-asparagina 1.0
L-arginina 1.0
L-éc. aspértico 075
Glicina 23
Glutamina 6.0
Ac. glutamico 0.75
Biotina 0.1
Ac. folico o1
Riboflavina 0.01
Utea 45
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