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MARTINEZ CHAVANDO JUANA ITZE |

RESUMEN:

Ya que la Biotecnologia, y siendo mas especificos, por medio de! cultivo in vitro
de tejidos vegetales es posible obtener un gran numero de individuos genéticamente
iguales a la planta madre, en espacios reducidos, en un menor tiempo al que
proporciona la naturaleza y libres de contaminantes inherentes al sitio de colecta;
debido a que se lleva a cabo un estricto control de los factores fisico - quimicos como
reguladores del crecimiento vegetal (auxinas y citocininas), nutrimentos, temperatura,
fotoperiodo, y tiempo de incubacion en condiciones totalmente asépticas. asegurando
la consistencia de principios activos en cantidad y calidad. Es posible hacer
investigaciones sobre: fitoquimica, de fisiologia y bioquimica vegetal, mejoramiento
genético de especies, produccidén de sustancias naturales de interés industrial, asi
como la reproduccion y proteccion de especies en extincion.

Considerando que Anredera scandens se encuentra dentro de las especies
vegetales que contienen saponinas, a las se les atribuyen propiedades
farmacoldgicas, y un variado uso terapéutico (como antibacterianos, antifungicos,
coadyuvantes en tratamientos de insuficiencia venosa periférica, etc.), ademas de ser
muy utilizadas tanto en la industria farmaceéutica como a nivel popular. Se propago
por medio de cultivos in vitro, con la siguiente serie de combinaciones de reguladores

de crecimiento vegetal:

AIA  ANA_ IBA Testigo

Kin 1 2 ]
BAP 4 .5 6

7 ..8___98 10

Donde:

AlA Acido indol-3-acético
ANA Acido indolbutirico
IBA Acido naftalenacético
Kin 6-furfurilamino purina
BAP 6-bencilamino purina

Con' el fin de .obtener ejemplares en condiciones oéptimas, para identificar
metabolitos secundarios a partir de pruebas fitoquimicas preliminares; observandose
que si existe estimulacion en la produccion de saponinas en el factorial 3 (Kin-IBA) de
reguladores del crecnmlento vegetal, siendo evidente al medir su indice de espuma.

TESIS CON
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INTRODUCCION

El reino vegeta! representa un depdsito extraordinario de nuevas moléculas,
de los cuales se estima que existen de 250,000 - 500,000 especies vegetales
alrededor del mundo, debido a su diversidad climatica, geografica, etc., y sélo un
pequefio porcentaje se ha investigado fitoquimicamente y el fragmento expuesto a
la investigacién microbiologica, biotecnolégica o farmacolodgica es incluso baja.

Debido a que las plantas pueden contener centenares o incluso miles de
metabolitos secundarios con actividad farmacoldgica o de importancia industrial,
actuaimente hay un resurgimiento del interés por el reino vegetal como la posible
fuente de nuevos compuestos. Promoviendo asi, programas de investigacion

terapéutica. 25

Sin embargo, para la obtencion de metabolitos de calidad a partir de
cultivos crecidos en el campo o provenientes de plantas silvestres depende de
factores que muchas veces son dificiles de controlar, por ejemplo, el clima, el tipo
de suelo, la época de! afo, etc. Y considerando la rapida desaparicion de las
especies vegetales y su habitat, por la explotaciéon selectiva de las plantas mas
alla de su tasa de reproduccion, como es el caso de las plantas productoras de
saponinas; hace notar que es esencial proteger y reproducir las especies
vegetales, asi como tener el acceso a métodos que llevan al rapido aislamiento e
identificacién de principios activos de los productos naturales, ya que el porvenir
de las industrias farmacéuticas, quimicas y alimenticias, dependen de la habilidad
para conservar la dlversujad bioldgica y genética que contienen las especies
vegetales silvestres,’-3*

Esta problematica promueve el desarrolio de la biotecnologia vegetal
particular del cultivo /7 vitro, ya que permite asegurar la reproduccion y proteccion

de especies en extincion, tanto la consistencia en ia calidad y cantidad de las
sustancias producidas por éstas. Asi como la i:wesligacic'm de otras especies que
3.

produzcan los mismos metabolitos de interés.

. en

De aqui, la necesidad de encontrar y reproducir masivamente plantas
medicinales productoras de saponinas por sus propiedades: tensoactivas,
emulsionantes, hemoliticas, como coadyuvantes en tratamientos de insuficiencia
venosa periférica, etc. ha llevado al estudio de la familia Basc/tacese y muy en
particular de la especie Anrcdeora scandens, que es ampliamente utilizada por 4
grupos étnicos mexicanos: Maya. Nahua, Zapoteca y Mixe (Yucatan, Veracruz, y
Oaxaca), formando un elemento importante en los sistemas medicos indigenas de
Mexico. Citando ademas que en la Huasteca Potosina es utilizada como allmento
Asimismo. se utiliza con fines similares en Guatemala, Ecuador, y Pera. 557
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CAPRPITULO 1. LA PLANTA MEDICINAL

Los productos naturales de origen vegeta! son recursos renovables de
multiple uso para el hombre. Le proporcionan alimentos para la subsistencia, fibras
textiles para vestirse y material para construir casas; le deleitan por su aroma y
colorido; le curan o intoxican, segun sus propiedades; y regeneran el aire que
respira.: Por su participacion en los ecoldgicos, las plantas son indispensables para

la supervivencia del hombre.

““La“informaciéon obtenida de la investigacion de compuestos de origen
vegetal ayuda a comprender la fisiologia y bioquimica de los organismos que los
producen y lograr su mejor aprovechamiento con fines cientificos y econémicos. 39

Planta medicinal es todo vegetal que, por poseer principios activos curativos
se utiliza en terapéutica. La accién benéfica de estas plantas sobre un organismo
enfermo se debe a que contienen ciertas sustancias o principios activos tales
como alcaloides, saponinas, resinas, glucésidos, aceites esenciales, etc., que son
de gran importancia terapéutica.

La cantidad de esos principios activos depende especialmente de los
factores ecologicos (suelo, temperatura, humedad, etc.) propios del lugar donde el
vegetal se ha desarrollado. Estas caracteristicas pueden observarse,
especificamente, en especies difundidas en areas muy amplias, que abarcan

diferentes regiones fitogeograficas.

Con respecto a la cantidad, hay que recordar que una planta benéfica
puede resultar toxica o perjudicial si aplica en dosis excesivas.

Un farmaco vegetal esta constituido por material fisiologicamente activo e
inactivo; este ultimo incluye compuestos y estructuras celulares. £En el caso mas
las plantas contienen un solo componente activo, lo que casi no se

lo mas frecuente es que contenga una serie de compuestos de
También

simple,

presenta,
estructuras parecidas y con propiedades farmacologicas similares.

pueden estar presentes compuestos sinérgicos o antagonicos, o sustancias que
presenten otros efectos farmacologicos.

Hay compuestos puros que se han aislado de plantas que tienen menor
valor terapéutico que cuando formaban parte del extracto total.

Los farmacos crudos vegetales son productos naturales que dnicamente
han pasado por los procesos de recoleccidon y secado. El término productos
naturales se refiere a aquellos productos que se encuentran en la naturaleza, y
comprende tanto a plantas superiores como inferiores, sus extractos y otros
constituyentes que no han tenido cambios en su estructura molecular.
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Para no tener dificultad en la conservacién de las plantas, sélo se cosecha
al dia la cantidad tratada inmediatamente, y se conservan los principios activos en
forma de tinturas., de extractos fluidos o secos en porcentajes conocidos, que
entraran en las preparaclones galémcas (con base vegetal), como jarabes,

grageas o supositorios.

Estudio Multidisciplinario de Plantas Medicinales

La gran riqueza y variedad de la flora mexicana, asi como la tradiciéon sobre
el uso de vegetales con fines curativos, la crisis econémica actual, las condiciones
de los servicios de salud entre otros hacen necesarios ios estudios sistematicos y
multidisciplinarios sobre las plantas medicinales mexicanas para proporcionar una
alternativa viable que resuelva algunos de los problemas de salud en Meéxico.

El estudio de la medicina tradiciona! para obtener a un activo puro y
disponible de la planta, involucra el trabajo multidisciplinario en la Botanica,
Etnobotanica, Biotecnologia, Farmacognosia y Fitoquimica, Microbiologia,
Farmacologia. Toxicologia, Quimica, etc. y comprende, varios aspectos:

La seleccion, coleccion, e identificacién botanica, de la especie a estudiar.
o Preparacién del material vegetal, y reproduccion del mismo bajo
condiciones controladas por medio del cultivo /77 vizro , obteniendo especies

sanas, en un espacio y tiempo reducido;
La extraccién con los disoilventes convenientes y el analisis fitoquimico

o
preliminar;

o Bioensayos con organismos especificos para cada metabolito, de los
extractos crudos.

o La separaciéon de los activos puros por medio de la cromatografia de
constituyentes;

o Determinacion de la estructura quimica de los constituyentes;

o Analisis y perfil farmacologico de los compuestos puros;

o Control toxicologico;

o La sintesis parcial o total;

o Preparacxon del derivado para el estudio de las Felaciones estructura-
actividad.

TT’IJ IS on N
wiZEN




MARTINEZ CHAVANDO JUANA ITZE 5§

CAPITULO 2 BIOTECNOLOGIA VEGETAL

La Biotecnologia es toda aplicacion tecnologica que utiliza sistemas
biolégicos y organismos vivos o sus derivados para la creacion o modificacion de
productos o procesos de usos especificos.

Durante siglos la humanidad ha introducido mejoras en las plantas que
cuitiva a través de la seleccidn y mejora de vegetales y la hibridacién — la

polinizacion controlada de las plantas.

La biotecnologia vegetal es una extension de esta tradicién de madificar las
plantas, con una diferencia muy importante — la biotecnologia vegetal permite la
transferencia de una mayor variedad de informacion genética de una manera mas

precisa y controlada.

Al contrario de la manera tradicional de modificar las plantas que incluia e!
cruce incontrolado de cientos o miles de genes, la biotecnologia vegetal permite la
transferencia selectiva de un gen o unos pocos genes deseables. Con su mayor
precision, esta técnica permite que los mejoradores puedan desarrollar variedades
con caracteres especificos deseables y sin incorporar aquellos que no lo son.

Estas mejoras en los cultivos pueden contribuir a producir una abundante y
saludable oferta de piantas, ademas de proteger nuestro medio ambiente para las
futuras generaciones.

Los expertos aseguran que las innovaciones de la biotecnologia van a
triplicar el rendimiento de las cosechas sin requerir tierras de cultivo adicionales,
salvando asi los bosques naturales y el habitat de los animales. Otras
innovaciones pueden reducir o eliminar la dependencia en agroquimicos que
pueden contribuir a la degradacion del medio ambiente, mientras otras

preservaran el suelo y los recursos hidricos.

En este contexto se encuentran métodos biotecnoldgicos para el
aislamiento de células, tejidos y 6érganos de plantas y el crecimiento de estos bajo
condiciones controladas (cultivo in vitro). Logrando: la propagacion masiva de
plantas en peligro de extincion y de importancia ecolégica y econdomica,
obteniendo plantas libres de patégenos (bacterias, virus, etc.).

Una Breve Cronologia de la Biotecnologia

Siglo XVili
Los naturalistas comenzaron a identificar muchas clases de plantas hibridas — el

primer paso que llevé a cruzar dos variedades diferentes de plantas.

TERTG MOW
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CAP. 2 BIOTECNOLOGIA VEGETAL

1856
Gregor Mendel comenzé un estudio meticuloso de las caracteristicas especificas

presentes en varias plantas, las cuales fueron heredadas por las siguientes

generaciones.

1860
Sacz y Knops, prepararén la primera solucidn nutritiva para plantas de manera
sintética.

1898
Haberlandt realizé el primer intento de cultivo in vitro de ceélulas aisladas en 3
geéneros de monocotiledoneas, si obtener éxito. Proponiendo que para cultivos
posteriores se encausaran hacia el estudio de las condiciones bajo las cuales las
células “sufren” division. Introdujo el concepto de totipotencialidad.

1900
Los botanicos de Europa usan’las’ Leyes de Mendel para mejorar especies de
plantas: este es el comienzo de la seleccion y mejoras clasicas.

1952
Primera generacién de plantas procedentes de un cultivo in vitro, libres de virus.

1975
Se realizaron estudios de organogénesis, fitopatologia, aislamiento y cultivo de
protoplastos, asi como la produccion de metabolitos secundarios.

Entre los afios 1979 a 1983, la mayoria de los trabajos se enfocaron hacia
estudios de morfogénesis y embriogénesis, ademas de darle una gran importancia
a la deteccidn, identificacion, sintesis y produccion de metabolitos secundarios, asi
como al uso de la técnica para ia seleccion y mejoramiento de plantas.

1979
Knauss y Knauss sugirieron que uno de los mayores problemas es la
contaminacion bacteriana durante el periodo de muitiplicacion y / o enraizamiento

1981

Kuthey, y colaboradores, a partir del cultivo in vitro de Catharanthus roseus,
la produccién de los alcaloides: yohimbina, isositisirikina,
vindolinina, 19-epividolinina, ajmalacina,
lactam y N, N-dimetiltriptamina,
los alcaloides que

llevaron a cabo
horhammericina, horhammerinina,
lochnericina, vellasiachotamina, streictosidina,
discutiendo las posibles aplicaciones farmacéuticas de

produjeron.
1982

Se inicia la aplicacion del cultivo in vitro de arboles de importancia econdmica,
entre éstos se desarrollaron plantas bien establecidas de sandalo en una area

forestal.

ESIS (‘(‘N
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Esta breve resefa es un bosquejo en general acerca de |as aplicaciones del
cuitivo in vitro, y podemos observar desde los primeros ensayos, tentativas,
avances y logros de la propagacion de especies por medio de ésta técnica.

Conjuntamente las plantas medicinales producidas por cultivo in vitro son
ampliamente utilizadas en estudios cientificos sobre fisiologia vegetal, bioquimica,
fitoquimica de metabolitos secundarios, y biologia molecular. Dando un mayor
énfasis a ia potencial produccidon comercial de metabolitos secundarios; ademas
de emplearse el potencial enzimatico casi ilimitado de células de la planta
obtenida por cuiltivo in vitro, basicamente para los propdsitos de bioconversion. Ya
que las enzimas de la planta pueden catalizar reacciones especificas y puede
aplicarse por consiguiente a la produccién de compuestas de interés farmaceéutico.
De manera analoga se pueden obtener precursores de principios activos

farmaceéuticos. a1 50 s1.52.53

CAPITULO 3 CULTIVO IN VITRO

E! término cultivo in vitro es un término muy genérico que se refiere mas
bien a la metodologia usada que al propio aobjetivo de ese método. En sentido
estricto, /7 vitro quiere decir "dentro de vidrio”, es decir, el cultivo de plantas o de
alguna de sus partes (pero también de células y tejidos ammales) dentro de
recipientes de vidrio en condiciones de ambiente controlado. 2

De una manera mas formal se define como:

ri' ciltiver 711 witror de lqji("us vcscl‘nlc:‘-. as una técnico de rcpru(‘luccnon cn
condiciones totalmente asépticas, cn Ia que a partir de un pequefio segmento inicial de
tejido es Pusil)lc regencrar en poco tiempo miles o millones de plantns genéticamente

inales o 1o lanta madre (clon), cuando a este tejido le es aplicado un estimule por
P 5 P P
13

medio de vanables fisicas Yy quiimicas controladas en un medio de cultivo.

Figura 1
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CAP. 3 CULTIVO IN VITRO

Esta técnica se basa en el principio de la totipotencia celular, la cual
establece que a partir de una célula vegetativa de una planta que conlluue toda la
informacion genética necesaria, se puede generar un individuo. 4314

Esto se logra mediante el control de los factores fisico-quimicos, como los
fitorreguladores (auxinas, citocinas), nutrimentos, temperatura humedad, luz y
fotoperiodo.

E£n las siguientes secciones nos referiremos siempre al cultivo /77 wvitro
aplicado a las plantas, omitiendo otros usos de esa técnica.

Existen otros términos cuyo significado es similar con el significado de
cultivo 77 vitro:

Cultivo de tejidos vegetales: se refiere al cultivo /7 vitro de partes de la

planta (tejidos o frecuentemente organos)
Micropropagacion: se usa para referirse a la utilizacion de las técnicas de

cultivo /7 vitro aplicadas a la propagacion vegetativa de plantas.

Importancia del cultivo in vitro

Un punto importante que cabe resaltar, es que en su mayoria, el material
utilizado procede de colectas de ejemplares silvestres, son pocas especies que
cuentan con sistemas de produccidn bien controlados, esto tiene diversas
consecuencias muy graves, de las cuales sefnalaremos las siguientes:

a. Sobre explotacion de ias especies
Dafio ecologico en las zonas de colecta

Los activos obtenidos de ejemplares silvestres, son inevitablemente
“inconstantes”, dado que su composicion y estandarizacion, estan
influenciados por factores como edad y origen del material vegetal, lo
que se traduce en una gran heterogeneidad respecto al contenido del

principio activo.

d. Nuio control fitosanitario, por lo que no se garantiza un ejemplar de
buena calidad, del que se hayan eliminado sustancias extrafias y

patogenos como bacterias, hongos, virus, etc.

De aqui la importancia del cultivo /in vitro, ya que por medio de la
micropropagacion masiva de tejidos vegetales, es posibie conservar a un pequeno
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grupo de ceélulas de un individuo para obtener de éstas (después de meses),
cualquier cantidad de embriones, recuperando de esta manera, el numero
requerido de plantas sanas, capaces de producir metabolitos de cantidad y
calidad constante, ademas de salvar a la especie amenazada. ' '3

A diferencia de las técnicas tradicionales de cultivo, esta poderosa
herramienta permite la propagacion de grandes volumenes de plantas en menor
tiempo; asi como el manejo de las mismas en espacios reducidos. Por otro lado, la
técnica es de gran utilidad en la obtencion de plantas libres de patdgenos; plantas
homocigotas, en la produccion de plantas en peligro de extincidn, preservacion de
plantas medicinales sanas, la produccién de s'lalstancias naturales de interés

industrial, en estudios de ingenieria genética, etc.

E! enorme potencial que posee esta metodologia ha propiciado que en los
altimos 25 arnos se haya incrementado el numero de laboratorios de cultivo de
tejidos en el pais para la produccion comercial de plantas ornamentales y frutales
a lo que ha motivado que algunos floricultores la estén utilizando como una
alternativa viable en sus programas de produccion.

El entorno del cultivo in vitro

El estudio de cualquier fenédmeno biolégico en condiciones de laboratorio
exige reproducir de la forma mas aproximada posible todos los factores que
puedan incidir en el fenbmeno estudiado cuando este sucede en la naturaleza.
Este principio general se aplica también al cultivo /7 vitro de plantas. '+ '®

Reproducir en condiciones de laboratorio todos los factores que conforman
el biotipo de la planta en la naturaleza es técnicamente muy complejo. Por esa
razon se realiza una simplificacion de la realidad escogiendo aquellos factores que

se puedan mantener controlados.

Cuando no se realiza el estudio con todo el ser vivo sino con sdlo una parte
de el (explanto), a la dificultad de reproducir las condiciones naturales se debe
anadir la dificultad de suministrar a la parte todo aquello que antes obtenia del
sistema completo. '?

En resumen, el cultivo in vitro de plantas superiores es una técnica que
exige un control absoluto del ambiente, tanto fisico como quimico, en el que se
sitba al explanto. Conviene, por tanto, conocer cuales son los principales factores

que conforman el ambiente del explagto y que deberan ser controlados

Con finalidad puramente descriptiva se puede clasificar los principales
factores no bioldgicos que afectaran al desarrollo del cultivo in vitro como:
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« AMBIENTE QUIMICO
o Composicion del medio
o Reguladores de crecimiento

o pH
« AMBIENTE FISICO
o Temperatura
o Luzy fotoperiodo !1.1213.14.15

AMBIENTE QuiMICO
MEDIO DE CULTIVO

El medio de cultivo es la combinacion sélida por medio de agar o liquida, de
nutrientes y agua que reunan todos los componentes indispensables para el
6ptimo  desarrollo de la planta. Usualmente incluye sales inorganicas
(macronutrientes y micronutrientes), carbohidratos y vitaminas. A menudo se
denomina medio basa! y puede ser suplementado con algun regulador de
crecimiento y si fuese necesario, antibidticos para prevenir posibles infecciones.

Los nutrientes son esenciales para el crecimiento y desarrollo de la planta:
sin agua y nutrientes minerales una planta no puede vivir ni in vitro ni in vivo.

También se debe afadir azicares al medio de cultivo, ya que las plantas (o
sus fragmentos) no son completamente autotroficas cuando se desarrollan en

estas condiciones:

Necesidades nutricionales y hormonales de los cultivos de organos y tejido;vegelales
- Agua T

!
|
l Sustancias organicas —

[

|
Azucares ’
Aminoacidos [
{Auxinas

‘Clloquininas

Giberlinas

Acido abscisico |

{am 7

poco
‘Extraclo de levadura, Leche de coco, Extractos vegetales, Hidrolizados de caseina
|Peptona y triptona.
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El medio MS, o de Murashige y Skoog (1962), es muy usado,
particularmente si el objetivo es regenerar plantas; existen numerosas vuriaciones
comerciales de este medio. El medio B5 o de Gamborg et al. (1968), o sus varios
derivados, ha sido de un gran vailor en el cultivo de céluias y protoplastos, y
también es utilizado eficazmente en regeneracion de plantas. La diferencia
principal entre los medios MS y B5 es la menor concentracion de nitratos en B5. E|
medio WPM (1980) de 1!zna1jaa concentracion de sales estad especialmente indicado

para especies lefiosas.

REGULADORES DE CRECIMIENTO

Para distinguir entre hormonas vegetales y sustancias que regulan el
crecimiento vegetal, puede decirse que todas las hormonas regulan el crecimiento;
pero que no todas las sustancias reguladoras del crecimiento son hormonas.

Se define como regulador del crecimiento vegetal, a los compuestos
sintéticos u hormonas vegetales, distintos de los nutrientes, que a bajas
concentraciones estimulan, inhiben, o modifican cualquier proceso fisiologico en
las plantas, imitando la accién de las hormonas vegetales.

Actualmente se reconocen cinco tipos basicos de sistemas quimicos de
reguladores del crecimiento vegetal divididos en tres grupos principales:

1. Promotores del crecimiento: Auxinas, citocininas y girbelinas

2. Inhibidores del crecimiento: acido abscisico.
3. Etileno

AUXINAS

E! nombre auxina del griego awxeir, crecer, provocan el crecimiento de las
plantas. Afectando el alargamiento y la division celular. Participan en la
organizacion de los procesos vegetales, incluyendo el crecimiento del tallo, ia
formacion de raices., formacion de tejido calloso, para la aparicion de nuevos
brotes, reguladoras de la floracién, como herbicida, etc.

Entre las auxinas mas importantes se encuentran:

O.] CH2CO0H

H

o acido indol-3-acético (AlA)

AlA
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o acido indolbutirico (IBA)

(CH2)3CO0H
H
1BA
o acido naftalenacético (ANA)
: jCHZCOOH
ANA

CITOCININAS O CITOKININAS

Estimulan principalmente la divisién celular o citocinesis, e intervienen en el
crecimiento y diferenciacion de las células. Son derivados de la adenina. Se
utilizan principaimente para l!a inhibicidon de raices y produccion de yemas.
Producen un crecimiento rapido pero temporal, de tejido calioso proveniente del
cultivo de tallo.

Entre las citocininas mas importantes se encuentran:

o 6B-furfurilamino purina (KIN)
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o 6-bencilamino purina (BAP)

H-CH2

H

14, 18,19

Es importante recordar que cada especie respondera de manera diferente a
ios distintos reguladores .de crecimiento. Por lo tanto, al aplicar las diversas
técnicas del cultivo de tejidos vegetales, el investigador debera realizar una serie
de experimentos que llevaran a determinar cudles son los reguladores dei
crecimiento que daran la respuesta buscada, en la especie que esté cultivando i

witro.
no Factoral.

Esta serie de experimentos se conoce como: dis

Posteriormente, se determinaran las concentraciones adecuadas da cada
regulador, siempre con miras de obtener determinada respuesta en una especie

en particular.
E! primer paso de un disefio, consiste en determinar cuales son

reguladores de crecimiento que conviene utilizar, para ello se aplican distintas
combinaciones de reguladores a una serie de cultivos, donde conviene utilizar

indculos provenientes de distintos individuos.

los

Siempre se conservan en un diseno factorial sujetos a los cuales no se les
aplica alguno de los reguladores de crecimiento y como resuitado de estas
combinaciones, uno de los sujetos del experimento no recibird ninguno de los
reguladores de crecimiento, estos son |los que denominamos sujetos de control.

Una vez realizado el experimento, se obtendra un determinado resultado,
pero deberemos repetirlo “n” veces para confirmar la respuesta esperada de
manera estadistica.’- '®

pH

El pH final del medio de cultivo es un factor importante por diversas

razones:




CAP, 3 CULTIVO IN ITRO

inferiores a 3.5 impiden la solidificacidn de los agentes

« Valores bajos,
gelificantes anadidos a los medios sélidos
Si la evolucién del pH del medio lo hace bajar por debajo de 3.5 se puede

producir su licuacion.
El! valor del pH puede afectar a la solubilidad de algunos componentes del

medio de cultivo
Eil valor de! pH puede afectar a la absorcién de determinados nutrientes por

parte del explanto (por ejemplo la absorcidon de iones NO5 aumenta con la

acidez del medio)
El valor del pH del medio puede afectar al pH del citoplasma y como

consecuencia a la actividad de muchas enzimas
A mayor pH, disminuye el tamano de callo (masa irregular de células), y
viceversa.

Por todas estas razones conviene optimizar el pH del medio para cada caso

en concreto. En general, no obstante, en la mayoria de situaciones se trabaja a pH

entre 5.2y 5.8.
Una vez ajustado el pH del medio, este sufrira una ligera acidificacion

progresiva como resulitado de la absorciéon diferencial de algunos componentes del

medio de cultivo, asi como de la excrecion de exudados por parte del explanto.

El control det pH inicial del medio y de su dinamica durante el cultivo tiene
una gran importancia en el desarrollo de cualquier proyecto de cultivo /77 vizro. A
pesar de su importancia, en muchos experimentos este control se limita a fijar su
valor inicial sin reparar en los posibles efectos de su dinamica. 2

AMBIENTE Fisico
LA TEMPERATURA

La temperatura a la que esta expuesto e! explanto cultivado in vitro afecta a
la mayoria de procesos fisiologicos y por consiguiente es un factor fundamental a
controlar.

En general, cada especie tiene un intervalo de temperaturas en el que se
produce el crecimiento éptimo. Este intervalo puede variar en funcion del genotipo.
del organo del que se ha obtenido ei explanto, de la época del afio, y area
geografica de donde proviene la planta madre.

Determinar la temperatura 6ptima de crecimiento para cada cultivo /in vitro
puede ser un proceso muy laborioso, que ademas, exige gran cantidad de
camaras de cultivo reguladas de forma diferente. Afortunadamente, y para la
mayoria de situaciones, se pueden obtener resultados satisfactorios con
temperaturas de incubacién que oscilan entre ios 20 y 28°C. 12-1®
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El control de la temperatura no es solamente importante porque pueda
afectar al crecimiento del cultivo sino también porque puede ser un tactor que
mduzca determinados procesos fisioldgicos. Asi, temperaturas bajas (dei orden de
4-5°C) permiten superar los periodos de letargo de algunas especies y la
conservacion prolongada de determinados cultivos in vitro; mientras que una
temperatura constante de 20° C induce la formacién de raices. '2

2 Como se controla?

El cultivo in vitro se realiza dentro de espacios denominados camaras de
cultivo o cuartos de incubacidon, disefiados para permitir el control del ambiente
fisico al que sera expuesto el cultivo.

CAMARAS DE CULTIVO O INCUBACION

Una camara de cultivo o cuarto de incubacion, es un area disefiada para
permitir el control de algunas variables del ambiente fisico. Habitualimente se
pueden controlar la temperatura, la iluminacion y el fotoperiodo y en algunos
casos, menos frecuentes, la humedad del aire y su composicion.

E! control de la temperatura a la que se desarrolla el cultivo in vitro se
efectida mediante un sistema de refrigeracidon-calefaccion controlado a través de
un termostato. El sistema de refrigeracion-calefaccion debe estar correctamente
dimensionado a fin de conseguir que la temperatura de la zona de cultivo se

mantenga dentro de los limites deseados.

Para poder caracterizar adecuadamente el funcionamiento respecto de la
temperatura de una camara de cultivo conviene conocer:
LLa homogeneidad de temperatura: es decir la variacion de la temperatura

en diferentes zonas de la camara. Se puede aumentar la homogeneidad
haciendo circular el aire dentro de la camara mediante un sistema de

ventilacion
La estabilidad de la temperatura: es decir, una medida de la variacion de la

temperatura de la camara de cultivo a lo largo del tiempo

Todas las camaras disponen de un programador que permite regular la
temperatura a la que esta la camara en cada momento. 2

Luz

La luz es uno de los factores principales que determinan el desarrollo de los
organismos autétrofos, en ello radica la importancia de controlar el factor luz en los

cultivos in vitro.
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Se asume que las necesidades de (uz de los cultivos in vitro son inferiores a
las de la planta in vivo, dado que el medio de cultivo contienc cantidades
importantes de sacarosa, los cultivos in vitro se comportan sélo parcialmente de
forma autotrdofica. Ademas, una irradiacién excesiva produciria un aumento
notable de la temperatura: dentro - del recipiente de cultivo debido al efecto
invernadero. S R

Las lamparas fluorescentes las fuentes de luz mas usada en las camaras
de cultivo o cuartos de incubacio

T FOTOPERIODO
Horas en: Ias que la planta recibe luz y horas en las que la planta se
encuentra en oscuridad.'" 12

'Algunos fenémenos propios del desarrollo de las plantas (germinacion,
floracién, tuberizacion,...) pueden ser activados por el numero de horas diarias de
luz que recibe la planta. De forma analoga, el nimero de horas de luz que recibe
el explanto cultivado in vitro puede afectar a su desarrollo. En general, el mejor
fotoperiodo in vivo sera también el mejor fotoperiodo in vitro. 2.

CAPITULO 4 METODOS GENERALES DE MICROPROPAGACION

Seleccion del Material Vegetal

La seleccidn cuidadosa de material vegetal es muy importante para llegar a
los metabolitos secundarios al menor tiempo posible. La coleccion aleatoria es un
buen meétodo pero es mas juicioso basar la seleccion en cierto criterio. De ésta
manera se puede elegir el material vegetal por medio de ios conocimientos de tas
plantas usadas en la medicina tradicional, siendo mas facil proporcionar los
compuestos farmacologicamente activos; o bien otra posibilidad es seguir las
consideraciones quimiotaxonomicas del ejemplar. Por ejemplo, si se requiere de
una busqueda para saponinas, es aconsejable empezar lnvestlgando a las
familias conocidas que contengan esta clase de productos naturales. 1-a0

MANEJO DE LAS PLANTAS DONADORAS

Las observaciones de campo pueden ser muy importantes, ya que si el
ejemplar a estudiar no presenta ninguna muestra de ser parasitado por
microorganismos, o depredado por insectos, ni decoloramientos en las hojas,
entonces existe la oportunidad de encontrar metabolitos presentes que fungen
como insecticidas o agentes antimicrobianos. -4 4@
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Para ello se habra de seleccionar la especie que queremos cultivar asi
como aquellas plantas donadoras, que por sus caracteristicas sean las mas
adecuadas para desarrollar los cultivos, es decir se tratara de plantas jovenes, y
saludables. Esa planta se habra obtenido el inocuio o explante en condiciones,
que garanticen que se encuentra libre de contaminacion microbiana. '

SELECCION DEL EXPLANTE

El tipo de explante y su ubicacion, en la planta donadora, varian con el
objetivo del cultivo, asi como con las especies. En ausencia de informacién
definida, acerca de una especie se puede usar la informacion sobre una especie
afin o blen o hacerse experimentos con la especie que se tenga. *

El material vegetal con el que se inicia un cultivo in vitro puede ser cualquier
célula, tejido u dérgano de la planta. Se puede partir de fragmentos llamados
“estacas" de: tallo, raiz, hoja. meristemos, embriones, secciones nodales, etc., es
decir de tejidos somaticos, pero también se puede iniciar a partir de células o
tejidos no somaticos: anteras, polen, microesporas, ovulos, etc. Segun sea el
explanto utilizado se hablara de cultivo de secciones nodales. cultivo de hoja. de

meristemo, de polen, de embriones, etc. 2. 1e. 40
12, .

Después de haber seleccionado a aquellos tejidos de la planta donadora
que se usaran como indculos, se aplicaran las técnicas de desinfectacion
adecuadas para eliminar la contaminacion externa en la especie que se planea

cultivar in vitro.
1

DESINFESTACION:

La propagacion de plantas, puede verse afectada de manera adversa por
diversos organismos patoégenos, como hongos, bacterias, nematodos, virus y
organismos de tipo micoplasmico insectos y acaros. Y para lograr el éxito en la
misma se necesita controlarlos. ' e <0

Ya que ciertos organismos patégenos pueden ser diseminados junto con
el material de propagacion, ya sea en la superficie de la planta o en el interior de la
misma. En consecuencia, se deben incluir procedimientos que eliminen la
presencia de! organismo patdgeno si esta presente a simple vista o que se
detecten aquellas plantas o sus partes que estén libres de patdgenos, que
entonces puede ser utilizado como material de propagacion.

Los desinfectantes primarios son alcoholes (etilico, metilico o isopropilico)
y los hipocloritos de calcio o de sodio, vendidos como blanqueadores caseros con
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5 o0 6 % de ingrediente activo. A éstos ultimos se les deben de anadir unas gotas
de surfactante o detergente para mejorar el cubrimiento superficial. La efectividad
de estos materiales es esenciaimente una respuesta tiempo-dosis, en la cual la
efectividad para desinfectar aumenta con ambos factores, pero la capacidad para
dariar tejidos también aumenta. En consecuencia, se debe buscar un equilibrio
segun el tipo de explante que se trate.

Desinfectantes Superficiales Para Explantes

R Agente Concentracion Tiempo de Observaciones

: tratamiento

! L . . . (min) N e
Hipoclorito de | 9a10% 5a30 Muy efectivo

- _calcio_ B O R S

i Hipocioritode | 20 % 5a30 Muy efectivo

i sodio . e e e e e e e

i . Muy efectivo, pero puede ser

] Agua de bromo ! 1a2% 2a10 toxico para los tejidos vegetales.

"7 Peréxidode ! 10a12% ; §ais Moderadamente efectivo.

[ hidregeno i H N S

’ Clorurc de ! 0.1a10% ! 2a10 +  Efectivo, pero puede ser toxico

L _mercurio, | H— I....Paralos tejidos vegetales,

e Disponible como blanqueador comercial, usualmente con 5 a 6% de
ingrediente activo. La dosis comin de uso es de 20 % v/v (1 parte de
blanqueador por 4 partes de agua), pero también se debe probar una gama
de concentraciones. 16 40

Tipos de respuesta del cultivo in vitro

El desarrolio de una planta a partir de una célula o de un segmento de
planta pasa por una serie de etapas. Algunas plantas, como la vainilla tienen
células o tejidos que al ponerlos en un medio de cultivo desarrollan de manera
directa raices, hojas y estructuras florales. Otros en cambio, como la biznaga.
pasan por una etapa en la que las células deben desdiferenciarse y formar una
masa de células llamada “callo”. Mas tarde este callo desarrolla raices y brotes a
partir de los cuales se origina una nueva planta. 1317 40

Si no hay contaminacion, el inéculo se desarrollara en el cuitivo y después
de un tiempo que puede variar de algunos dias hasta varias semanas, dara una
respuesta que puede ser de tres tipos:

o callogénesis

NN
UHIGEN
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o orfganogénesis
o embriogénesis.

Factores Quimicos Factores Fisicos
Fitorreguladores: ) Toam T T T
Auxinas Nutrientes Ifir:::edr:éu'a
Citokininas Fotoperiodo

1 1

Ceélula vegetal

S N\

Diferenciacion Crecimiento

e .
Organogénesis Embriogénesis
Raiz Tallo  Hoja Embridn | Callo

Figura 2. Manejo de la cétuta vegetal en cultivos in vitro

La callogénesis o formacion de tejido calloso, es la respuesta que consiste
en la generacion de un callo, el cual es una estructura cuyo crecimiento no sigue
un patron morfogenético definido, por lo que se le conoce como una estructura
desorganizada. lLos callos se caracterizan por ser facilmente disgregables,
presentandose en ocasiones mas compactos y en otras mas friables (térfmino
que en cultivo de tejidos se emplea para designar a un callo que se disgrega con

facilidad al ser colocado en medio liquido).

Los callos pueden presentar diversos colores o bien carecer de color y tener
una apariencia blanquecina o cremosa. en general, los callos son muy
heterogéneos en tamario y forma y varian en apariencia segun la especie a la cual
pertenecen.

La callogénesis se logra mediante algunos reguladores de crecimiento, que
varian segun las especies es decir, una combinacion de fitohormonas que en

CON
URIGEN
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cierta especie vegetal induce formacién de callo, posiblemente no lo induzca en
otra especie, por lo tanto el tipo y la concentracién de reguladores de crecimiento
presentes en un medio de cultivo son un factor determinante para inducir la
formacion de callo en un cultivo.

L.a produccién de callo es deseable en las siguientes aplicaciones del
cultivo de tejidos vegetales:

o Para obtener ciertos productos de metabolismo vegetal, que se
conocen como metabolitos secundarios. Como es el caso de
algunos compuestos muy importantes en la industria, tales como la
manteca de cacao, o algunos colorantes y aromatizantes.

En el estudio de la proliferacion celular y de las cinéticas de
crecimiento de los cultivos en suspension

En los estudios de transformacién genética de células vegetales
En los procesos de obtencion de protoplastos (Si se elimina la pared
celular de las ceélulas vegetales se obtiene un cultivo de

protoplastos). '1'2

La segunda forma de respuesta que se puede obtener es la organogénesis,
la cual consiste en la formacién de 6rganos de la planta en los cuitivos in vitro, que
pueden ser hojas, tallos, o raices a partir del inoculo que se sembrod la respuesta
de organogénesis puede ser directa: cuando a partir del inoculo surge el érgano
buscado, o bien, puede ser indirecta, si antes de producirse el érgano, se obtiene
un callo y sdio a partir de éste se llega a la organogénesis.

Dentro de las aplicaciones importantes de la organogénesis que se puede
inducir en cultivo de tejidos a través de la aplicacion de las combinaciones
adecuadas de reguladores de crecimiento tanto cualitativamente (tipo de
hormonas), como cuantitativamente (niveles de concentracion), en los medios de
cultivo y de la eleccion de las condiciones de incubacion adecuadas, se pueden
mencionar:

o El estudio de ia morfogénesis de los 6rganos, cuando resulta necesario
trabajar con algtin érgano especializado de la planta.

o Para la produccidon de metabolitos secundarios cuando estos se
producen exclusivamente en tejidos diferenciados.

El tercer tipo de respuesta que se puede obtener en el cultivo de tejidos
vegetales, es la embriogénesis somatica, es decir la formacion de una estructura

TERIS NON
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analoga al embrién de la planta, con la diferencia de que no es producto de fusion
gameética.

Los estudios actuales de investigacion en cuitivo de tejidos vegetales in
vitro, y en particular referentes a la respuesta de embriogénesis somatica estan

fundamentalmente dirigidos hacia:
Determinar los factores y compuestos que participan en la induccion de la
embriogénesis.
Desarrollar ia tecnologia para la produccion de semillas artificiales.

Estudiar los procesos de escalamiento, es decir llevar a cabo el disefo,
construcciéon de bio-reactores para la produccion masiva.

El desarrollo de parametros de producciéon de semillas artificiales como son:
el establecimiento de criterios de calidad, los estudios de encapsulacion y las

condiciones de secado. 1 e
11,

Tipos de cultivos, utilidades y caracteristicas

Este cultivo tiene el proposito de obtener caliosidades para

- . obtener de ellas tallos adventicios o embriones somaticos;

Cultivo de hojas al igual que el de raices, puede ser considerado como
fuente potencial de compuestos medicinales.

Este tipo de indculo se emplea generaimente para obtener
plantas libres de virus. Consta del meristemo vy de 2 o 3

primordios de hoja.

Cuando se emplea un in6culo mas grande que éste, la
. L inalidad e . ivo del meristemo
Cultivo de apice de fi |IF’a es la propagacion clonal. El cult d ) e
tallo requiere gran destreza para su aislamiento y
principaimente es usado con fines de investigacion.

Generalmente los apices se emplean para la formacion de
tallos adventicios. ElI medio consta de un balance de
auxinas-citocininas en una concentracion aproximada de 3

mgfi.

Es el tipo de cultivo mas ampliamente usado. Se obtiene a
partir de casi cualquier planta u organo. Contiene auxina
y/o citocinina. Este tipo de cultivo se puede mantener
indefinidamente, traspiantando periddicamente secciones

Cultivo de callo
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Cultivo de células

Cuitivo de
protoplastos

Cultivo de raiz

Cultivo de
embriones

Cultivo de ovulos

de cailo a medio de cultivo nuevo.

Ei fenémeno mas significativo observado en el cultivo de
callos ha sido la regeneracién de plantas, ya sea por el
proceso que involucra ia formacion de tallo seguida del
enraizamiento o por la iniciacion de la embriogénesis
somatica.

Para obtener un cultivo de células basta con pasar un
cultivo de callos a me dio liquido. La disociacién de las
células se {logra por agitacion vigorosa del medio de
cultivo. Algunas veces es recomendable aumentar la
concentracion de sales y auxina o agregar complejos
naturales como caseina o levadura.

Los protoplastos quedan liberados de las células de cultivo
en suspensién tratando éstas con una enzima para

liberarlas de la pared celular.

El medio para estos protoplastos difiere principaimente en
el contenido de un osmotico, que se administra hasta que
la Nnueva pared celular se haya regenerado
completamente.

La razon principal para Ilas manipulaciones con
protoplastos es la de aumentar la diversidad genética en

los cultivos.

A este cultivo nos referimos cuando hablamos del primer
cultivo con éxito en el cultivo de tejidos. El principai
problema en este tipo de cultivos es obtener el inéculo
adecuado, pues siempre se encuentra gran contaminacion
en las raices. En la practica, el indculo generalmente se
obtiene de semillas germinadas asépticamente.

El cultivo sumergido ha tenido mas éxito para raices que el
de agar. El! medio utilizado es relativamente simple y la
unica parte importante es la formacion del quelato entre el
hierro y la vitamina B (tiamina).

Fue el primer cultivo con el que se tuvo éxito (1904). Los
embriones generalmente se obtienen de semillas maduras.
E! cultivo de embriones requiere de mezcla salina, azucar

y una o mas vitaminas 8.

No se ha estudiado mucho acerca de este cuitivo; es muy
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dificil obtener un solo évulo y sembrario. Generaimente se
hace el cultivo del ovario completo; pude estar ya
polinizado o hacerse la polinizacion in vitro.

E! cultivo de anteras inmaduras y, en pocos casos, de
microsporas aisladas, ha producido plantas haploides o
. diploides homocigoéticas en  aproximadamente 100
Cultivo de anteras especies. Las plantas haploides reducen el tiempo
requerido para desarrollar nuevas variedades; también son

utiles en investigaciones de mutaciones.

40, 15

CAPITULO 5 CARACTER QUIMICO DE LOS PRODUCTOS NATURALES

El objetivo principal de la Fitoquimica es el estudio de los constituyentes
quimicos de las plantas; dicho estudio abarca su biosintesis. metabolismo, funcion

biologica, aislamiento, purificacion y estructura quimica.

Las sustancias que las plantas elaboran y acumulan en sus tejidos son
importantes desde el punto de vista farmacéutico, porque muchas poseen
propiedades farmacologicas y pueden utilizarse en la preparacion de los
medicamentos. En algunos casos, los medicamentos se preparan a partir de los
extractos crudos de las plantas debido a que el principio activo no ha sido aislado,
o bien, porque el extracto total tiene una mayor actividad en relacién con otras
sustancias que se encuentran asociadas al principio activo.

Muchos de los constituyentes organicos de las plantas que se usan
terapéuticamente, también se  utilizan para la preparacion de bebidas,
condimentos para alimentos, colorantes y aromatizantes u odorizantes; por
ejemplo, Ias hojas de té y los granos de café que producen la cafeina, alcaloide de
aplicacion medicinal, se usan en la dieta alimenticia como bebidas; en el mismo
caso esta el ginger, que ademas de su uso farmaceéutico se emplea en grandes
cantidades en la fabricacion de bebidas refrescantes.

La separacion de los constituyentes es una tarea bastante ardua debido a
que las plantas producen una gran cantidad de sustancias de todos tipos de
estructuras, por lo que, para lievarla a cabo, es necesario investigar previa mente
los metabolitos secundarios que tiene la especie a estudiar.

Uno de los desafios de la fitoquimica es lievar a cabo procedimientos con
pequerias cantidades de muestra. Frecuentemente, la solucion de un problema
biolégico como: la investigacion de sustancias que promueven el crecimiento de
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planta; en las interacciones bioquimicas planta-animal, o investigacion del origen
de plantas fésiles: depende de la cantidad de la muestra problema.

Aplicaciones de la fitoquimica

Los procedimientos fitoquimicos tienen un papel establecido en ciencias
tales como: quimica, farmacologia, bioquimica, biologia, e incluso en las
disciplinas dé areas diferentes a la quimica como en la fitogeografia, ecologia,
paleobotanica, y etnobotanica, donde los métodos fitoquimicos son importantes

para resolver cierto tipo de problemas.

Algunas aplicaciones de la Fitoquimica son obvias como: en la agricultura,
en la nutricion y la industria de alimenticia, la industria cosmética y en la

investigacion de farmacéutica.

Otras contribuciones fitoquimicas se relacionan con la fisiologia vegetal
determinando las estructuras quimicas, biosintesis y formas de accién de ias

hormonas de crecimiento vegetal.

se contribuye caracterizando fitotoxinas y

En la Patologia vegetal,
como respuesta a un ataque

fitoalexinas (productos del metabolismo vegetal
microbiano)

Taxonomia quimica. Hasta la fecha se han propuesto muchos sistemas de
clasificacion vegetal, los mas modernos intentan utilizar la mayor parte de
caracteres presentes en las plantas y los resultados de las investigaciones en
otros campos cientificos, como por ejemplo su anatomia, citologia, genética,
palinologia, paleontologia geografica, geologia y quimica. La clasificaciéon basada
en la composicién quimica de las plantas, agrupa a éstas de acuerdo con los
componentes quimicas presentes y recibe el nombre de quimiotaxonomia.

La taxonomia molecular se basa en la fitoquimica, ya que ésta se ocupa de
aislar y elucidar las estructuras y la conformacion de los constituyentes que se
encuentran en las plantas sin tomar en cuenta su posicion sistematica. La
fitoquimica ha sido y va a seguir siendo de gran importancia en el desarrollo de la

quimica organica de productos naturales.

Recientemente se han hecho investigaciones para demostrar que las

plantas relacionadas por la clasificacion botanica producen compuestos similares.
Estos estudios quimiotaxonémicos pueden ser de valor farmacéutico porque
siempre existe la posibilidad de aislar materiales activos.
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Pruebas quimicas preliminares

En ila busqueda de plantas con principios activos se requiere conocer de
antemano la especie, familia o género que va a colectar, y tiene que decidirse
cual va a recoger en mayor cantidad. También puede estar interesado sdlo en
algunos de sus constituyentes, como pueden ser: alcaloides, saponinas,
colorantes, aceites esenciales, etc. Ademas, tiene que decidir qué parte o partes
de la planta debe recolectar, por ser las mas ricas en principios activos. En dichas
situaciones, la fitoquimica, cuenta con muchas técnicas sencillas, veraces,
especificas, rapidas y que requieran equipo minimo. Si se considera la gran
cantidad de material vegetal que se puede recibir en un laboratorio para
investigacion quimica y el tiempo y costo requerido en cada estudio, resulta
conveniente efectuar pruebas preliminares que permitan dar preferencia a las
plantas de mayor provecho. En estudios preliminares se pueden utilizar muestras
de 1 a 1000 g, y orientarse a localizar uno o varios principios activos (flavonoides,
sapogeninas, sesquiterpenlactonas, etc). Los meétodos pueden ser:

o Histologicos, o sea, observacion del comportamiento de cortes de tejidos
frente a ciertos reactivos que formen colores, den precipitados, etc.

o Quimicos, tratamiento de extractos con agentes cromoégenos, substancias
que forman precipitados, etc.

o Fisicoquimicos, uso de cromatografia. localizacion de ciertas bandas de
absorcién en el infrarrojo, etc.

o Biolagico, ver el efecto de extractos sobre cultivos de microorganismos,
grupos de ratones, embriones, érganos aislados, tejidos, etc.

20, 33.35. 37

Metabolitos Secundarios

Las plantas verdes son esenciales en la vida de!l hombre y de los animales,
debido a que convierten la energia solar en compuestos de carbono que a su vez
producen otros alimentos importantes; a partir de moléculas de agua, didxido de
carbono y energia solar, elaboran carbohidratos, grasas y proteinas, considerados

como metabolitos primarios.
La reaccidn fotosintética general se representa por la siguiente ecuacion:

L
nN(CO2) +nHO0 —2> 10O, + (CH0)N

Los o er , olig
(1a reduccién del didxido de carbono a grasas, implica otras reacciones gquimicas).
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son casi

De ésta manera se puede decir que los metabolitos primarios,
las

universales en su distribucién; ya que elios son participantes y productoc de
actividades celulares de casi todos los seres vivientes.

Sin embargo las plantas no nada mas dan estas sustancias, también
producen otros miles de compuestos a los que se les llama metabolitos
secundarios, muchos de los cuales los utiliza el hombre para diversos propositos.

Los metabolitos secundarios son las sustancias cuya produccion despierta mayor
interés economico a través del cultivo in vitro. Los metabolitos secundarios son
compuestos que por definicion no forman parte del metabolismo basico de las
células y solamente los producen grupos restringidos de plantas y son
caracteristicos de la especie, y se encuentran fisicamente ya sea en estructuras
muy especificas (raices, cortezas, etc.) o en estructuras desdiferenciadas (calio) ;
su produccion se relaciona con funciones de adaptacién ecoldégica, como
atrayentes de polinizadores, compuestos anti-alimenticios, para predadores. como

sustancias antimicrobianas o antifungicas, etc.

Y aunque que los metabolitos secundarios parecen no jugar ningun papel
esencial en la actividad celular ni son indispensables a la planta de la que
provienen; es impropio, decir que son productos finales del metabolismo. EI
hecho de no atribuir una funcion metabdlica a estos compuestos soélo puede

significar que no ha sido descubierta todavia.

Los metabolitos secundarios responsables de efectos terapéuticos se
conocen como constituyentes activos, que son diferentes a los constituyentes
inertes que también se encuentran en las plantas; entre estos ultimos estan la
celulosa, lignina y suberina, ademas el almidoén, y algunas materias colorantes que

no tienen una actividad farmacologica definida.

Los constituyentes farmacologicamente activos son aquellos a los que se
les atribuye la actividad terapéutica del farmaco; pueden ser una sustancia aisiada
o una mezcla de principios. En este dltimo caso, la separacién de ellos no se
considera ni practica ni ventajosa. Constituyentes aislados pueden ser alcaloides,
glicosidos, enzimas, hormonas, vitaminas, etcétera, y las mezclas incluyen aceites
fijos: grasas, ceras, aceites volatiles, resinas, oleorresinas, gomorresinas,
balsamos. etc. Estas mezclas no sodlo tienen usos terapéuticos; también son
importantes porque se usan en la industria farmacéutica, de cosméticos, en

perfumeria y como lubricantes.
2,4 20, 21, 33, 35, 37

En el caso de éste estudio se enfocara a la presencia de saponinas, por
medio de pruebas preliminares.
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SAPONINAS

Se le da el nombre de saponinas (del latin sapon = jabdn) a un grupo de
glicésidos que se disuelven en agua y disminuyen la tension superficial de ésta;
por lo tanto, al agitar sus soluciones, se forma una espuma abundante, y

relativamente estable.

Las propiedades detergentes de las plantas con saponinas han sido muy
aprovechadas por la humanidad a lo largo de los siglos para hacer soluciones de
limpieza, en todos los continentes. Esta habilidad de producir espuma se ha usado

en la identificacién de extractos de la planta.

Las saponinas tienen elevado peso molecular y su aislamiento en estado
puro ofrece ciertas dificultades, por las diferencias pequefas entre el peso
molecular de éstas y de los constituyentes heterosidicos.

Las saponinas son solubles en agua e insolubles en disolventes apolares.
Se extraen con alcoholes o soluciones hidroalcohdlicas, tras una deslipidacion
previa. La concentracion de las soluciones se dificulta por la tendencia que tiene

éstas de formar espuma.

lLa caracterizacién de los sapondsidos en una muestra vegetal puede
hacerse sencillamente, poniendo de manifiesto las consecuencias de la accion
tensoactiva proveniente de una decoccidn acuosa observando el poder
espumante y el poder hemolitico, por el incremento en la permeabilidad de la
membrana plasmatica. Asi como, por medio de pruebas fitoquimicas preliminares.

Como heterdsidos que son, se hidrolizan por acidos, dando una genina
(sapogenina) y diversos azicares y acidos urénicos relacionados. Segun la
estructura de la genina o sapogenina, se conocen dos grupos de saponinas; los
tipos esteroide, y triterpenoide pentaciclico.

2.6.7.20, 21,237, 48

Generalmente, ias saponinas de tipo esteroide son caracteristicas de las
plantas monocotiledoneas, mientras que las saponinas triterpénicas se encuentran
ampliamente distribuidas en las dicotiledoneas, como en la familia Basellaceae. En
algunas plantas pueden contener cantidades excepcionalmente altas de

saponinas (mayores de! 10%). o
.7, 38

PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

Muchos saponodsidos tienen propiedades antibacterianas y antifangicas.
Debido a que la actividad fisioldgica de sapondsidos se basa en su habilidad
actuar principalmente con los esteroles que comprenden la estructura de las
biomembranas. Causando alteracion en la permeabilidad selectiva en las
membranas plasmaticas, permitiendo la salida de los constituyentes celulares.
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Los saponésidos tienen propiedades hemoliticas, por lo tanto por via
intravenosa son muy toxicas. Y suele atribuirse a su interaccién con el colesterol

de la membrana eritrocitaria.

En los mamiferos presenta una ligera toxicidad por via oral, Sin embargo.
las saponinas son relativamente seguras cuando se toman oralmente, de hecho se
encuentran presentes en algunos alimentos como por ejemplo en los frijoles, las
lentejas, soya., espinacas, esparragos, tomates, y avena, contienen igualmente
saponinas que facilitan la digestion. Por ejemplo, la Zarzaparrilla es rica en
saponinas esteroidales pero se usa ampliamente en la fabricacidn de bebidas no
alcohdlicas; no obstante la toxicidad se minimiza durante la ingestion por la baja
absorcién, y por la hidrolisis. La hidrélisis por catalisis acida de las saponinas
libera el azucar (es) y agliconas (sapogeninas) que pueden ser de naturaleza

triterpenoide o esteroide.
6.7. 22, 23, 24,25, 26, 27,28, 33. 34, 28.48 a9

Tienen la propiedad de ser tensoactivas, por lo que desempenan un papel
importante en ia nutricion animal, ya que, debido a su fuerte poder surfactante, al
contacto con las mismas las membranas de {as células de la pared intestinal se
hacen mas permeables y permiten una mejor absorcién de los nutrientes. 3¢

Algunos saponésndos son antiinflamatorios, ya que aumentan ia relajacion

muscular, 8 28

Tiene prop}edades expectorantes g antitusivas, ya que incrementan las

secreciones de las mucosas bronquiales.
Tiene propnedades cicatrizantes de heridas superficiales e internas (Giceras
gastricas). 6.9, 29

Tiene propiedades emulsionantes, se emplean también como diuréticos y
desinfectantes de Ilas vias urinarias, efecto hipocolesterolémico, acciéon
cardiovascular, son utilizados como materias primas para sintetizar hormonas
esteroides (cortisona, hormonas sexuales, esteroides diuréticos, vitamina D y
heterésidos cardiacos); como el endulzantes, en cosmeéticos como detergentes y
emulsionantes, para igualar el color de la tez y hacer desaparecer las impurezas

de la piel.

Se emplean también en fotografia, como humectantes, y en técnica,
anadiéndolos a la gasolina para impedir la inflamacion espontanea o bien
agregandoios en liquidos de extincion de incendios, como
adyuvantes en vacunas veterinarias. Comercialmente se usan en formulaciones
contra la rabia, fiebre aftosa, leucemia en felinos, mastitis bovina, etc.

Algunas de las ventajas que presentan las plantas que contienen
saponinas, es que éstas protegen a los reguladores del crecimiento vegetal.

m u

1 ’nw
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ademas pueden inhibir algunas enfermedades producidas, por virus, bacterias,

insectos, etc.)

Las técnicas de cultivo celular in
caracterizacion de saponinas, por lo que su investigacion esta aumentando, ya

que ofrece un recurso renovable que proporciona un practico suministro fidedigno
de material crudo y estable.

vitro permiten el aislamiento y

6.7.30, 33, 34.48

ALCALOIDES

El nitrégeno es el factor mas importante en el crecimiento de las partes
verdes, pues les permite formar grandes hojas que serviran a la vez para la
respiracion y para la asimilacion de nutrientes.

En las plantas con alcalocides, el nitrdgeno disponible no se transforma
totalmente en protidos vegetales, sino que contindia su circula en la savia o se fija
en algunas partes de la planta. Asimismo, puede combinarse con el azufre y dar
heterdsidos sulfurados, o con el cianuro y dar heterdsidos cianogenéticos.

Este fendmeno se produce sobre todo en las familias de las dicotiledéneas.
raramente entre las monocotiledoneas. Por otra parte, las plantas de las regiones
calidas son mas ricas en alcaloides que las de los paises nordicos.

Ya hacia 1925 R. Steiner y W. Pelikan descubrieron que los vegetales
alcaloidiferos producian sustancias metabolicas especificas, sobre todo cuando
crecen rapidamente, como si el metabolismo de la planta no lograra seguir.

En la Antigiedad ya se habia observado que ciertas plantas producian
efectos «heroicos» sobre los enfermos y los animales. El problema que no se
habia resuelto era e! de la dosificacion; no se conocia el limite entre lo que curaba
y lo que mataba. No fue hasta principios del pasado siglo cuando el farmacéutico
aleman Sertharmer logro aislar quimicamente los alcaloides para definir mejor la
dosificacion necesaria para su accion terapéutica. Fue el primero en cristalizar un
alcaloide, la morfina. En Francia, en 1803, Derosne publicaba un método de
extraccion de estos mismos alcaloides. Para otras plantas productoras de
alcaloides a escala industrial se han obtenido por seleccion o hibridacion
variedades de alto contenido.

Contrariamente a lo que hizo Serthirmer, que Hlamdé a la sustancia que
descubrio «morfina», de Morfeo, dios de los suerios, los alcaloides se denominan
hoy con derivados del nombre de la planta que los proporciona, como por ejempio
la papaverina (de Papaver, adormidera) y algunas veces también con nombres
derivados de su accion, como de narcosis ha salido narcotina, luego cotarnina y
tarcosina, siempre con la terminacion caracteristica en ina.

El nombre de alcaloide se debe al farmacéutico aleman Meissner (1792-
1853). Derosne y Serthurmer lo denominaban alcali vegetal, y a las plantas de las
cuales provenian les llamaban alcaloidiferas.
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Los alcaloides se conservan bien en las plantas secas y son responsables
de la toxicidad de ciertos farmacos, pero la accion de éstas no es necesariamente
la misma que la del alcaloide aislado puro.

Pocos alcaloides actdan sobre el corazén, pero algunos se emplean para
elevar y otros para bajar la presion sanguinea, pues la accion fisioldgica sobre el
sistema nervioso central se ejerce sobre la circulaciéon y sobre la respiracién, como
depresivo y excitante.

Muchos farmacos actuan sobre el nervioso auténomo como excitante y
luego como paralizante del nervio simpatico.

La accién sobre el sistema nervioso puede
antiespasmaodica y midriatica, anestésica local o analgésica y narcética.

Por fin, se conocen alcaloides, sobre todo de origen tropical (quinina), que
actilan como antiparasitarios o como quimioterapéuticos,
De un modo general, los alcaloides son amargos y se utilizan como

aperitivos.
20, 33, 4

ir hasta una accién

FLAVONOIDES

La industria tintorera utiliza desde hace mas de 150 afios compuestos
fendlicos vegetales (polifenoles naturales) para tintar de amarillo la lana, la seda y
el algodén. Estos compuestos han sido denominados flavonas por el color que
producen (en latin flavus = amariilo).

Las decocciones de estas plantas son a menudo amargas y se€ conservan
largo tiempo.
Los ensayos con sustancias medicamentosas de este género han de mostrado
que actian sobre el corazén y sobre la circulacidn de la sangre. Disminuyen
también la fragilidad de los capilares sanguineos. De una manera general se
emplean sobre todo como espasmoliticos y diuréticos.

En resumen, los flavondsidos se dividen como sigue:

Apigenina
Luteolina

Kaempeferol
Flavonoles: A
vonoles:  quercetina

Flavonas:

Flavonas: Eriodictiol
Isoflavonas: Genisteina
Calconas: Buteina

Auronas: Sulfuretina
20,33, 34

TESIS COW
FALLA DE URIGEN
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QUINONAS

Las quinonas son pigmentos que se encuentran en las plantas ya sea en
forma libre o combinada con aztcares formando glicosidos. Las quinonas
naturales varian en su color desde el amarillo palido hasta el color casi negro.

Se conocen mas de 450 estructuras quinoideas, y aunque estan amplia
mente distribuidas en la naturaleza, contribuyen poco a la coloracidon de las
plantas superiores debido a que se encuentran enmascaradas por Otros
pigmentos; en cambio, en bacterias, hongos y liquenes, son las sustancias que les
dan color. Algunas antraquinonas que se encuentran en la hoja sen y en ia corteza
de cascara sagrada, tienen accion catartica, por lo que estas drogas se
encuentran incluidas en las farmacopeas de varios paises en donde tienen uso

como purgantes.
Todas son coloridas y presentan el mismo cromoéforo basico que es la
benzoquinona.

Las quinonas se clasifican de acuerdo con su estructura en cuatro grupos:

benzoquinonas, naftaquinonas, antraquinona e isoprenoquinonas.
20,33

BETALAINAS

El término betalainas corresponde un grupo de moléculas que se
subdividen en las betacianinas, de color rojo a rojo-violeta, y las betaxantinas, de
color amarillo, asi como productos de degradaciéon de las betalainas (marrén
claro), son solubles en agua, y actigan como zwitteriones. Las betalainas son
usadas corno colorantes naturales para productos: alimenticios, farmacéuticos
cosméticos; algunas de sus aplicaciones en alimentos comprenden fa elaboracion
(de bhelados, productos lacteos, embutidos, conservas, gelatinas y dulces. Sin
embargo, su sensibilidad a temperatura, a la luz y a pH's alcalinos limita su
empleo en otros productos.

Las betalainas se encuentran confinadas ciertos grupos taxonomicos vy,
debido la complejidad de sus moléculas, dificil obtenerlas por sintesis quimica.

Estos compuestos tienen importancia por su actividad biologica. Elios
pueden tener actividad antiviral y antibacterianas. Las betalainas estan
involucradas como atrayentes de polinizadores y dispersores de semillas, ademas

son potenciales pigmentos naturales de alimentos.
Estos pigmentos son abundantes en muchas plantas, como la remolacha

roja, los cactus, bayas, etc.
4.20.36. 47
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CAP. 6 GENERALIDADES SOBRE Anredera scandens

CAPITULO 6 GENERALIDADES SOBRE Anredera scandens

SINONIMOS DEL NOMBRE
CIENTIFICO:

Anredera ves/icariad (Lam.) Moq.
Basela vesicaria Lam.

Boussingaultia leptostactryys Moq.
Arredera leptostactys (Moq.) Steenis
Basella vesicarialLam.

Boussingaultia leptostsclys Moq.
NOMBRES COMUNES: Cuamecate,
gusano (Dgo.), ix tuyuum (lengua

huasteca), raiz de camoatillo, sacasil,
suelda con suelda, Diego.

CLASIFICACION BOTANICA

Reino Plantae- Plantas
Subreino Tracheobionta- plantas

vasculares

Magnoliophyta - plantas

florecientes
Clase Magnoliopsida-
Dicotiledoneas
Basellaceae- familia
Basellaceae
Anredera juss-
madieravine
scandens < Anredera (L..)
Moq

Division

Familia
Género

Especie

DESCRIPCION BOTANICA: Planta
herbacea, trepadora sobre arbustos,
a veces sobre arboles relativamente
altos, de hasta 8 m de alto; jugoso-
mucilaginosa; con tubérculos
subterraneos y a menudo también al
ras del suelo, asi como en las axilas
de las hojas inferiores; tallos hasta de
25 cm de grosor en la base,
ramificados; hojas sobre peciolos de
3 a5 mm como minimo y de 15 a 20
mm como maximo de largo;
inflorescencias axilares o terminales,
erectas o algo colgantes, en forma de
racimos espiciformes, simples o
ramificados; inflorescencias en forma
de racimos cilindricos muy densos,
de 2 a 16 cm de largo y de airededor
de 1 cm de ancho, flores blancas o
blangquecinas fragantes, que no
ennegrecen al secarse. Se ha
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colectado en flor en octubre y
noviembre.

HABITAT: Crece en las selvas bajas
caducifolias en ecotonia con bosques
de Quercus-Juniperus, entre los 800
y los 1,650 m snm.

usos:

Comestible: En = la - Huasteca
Potosina se consume
como verdura, pero en
exceso puede ser
perjudicial.

Se le emplea en la
medicina tradicional
latinoamericana como
antiinflamatorio,
antitusivo,
expectorante,
antibacteriano,
antifangico,
cicatrizante, para
soldar huesos rotos,
infecciones
gangrenosas.

Medicinal:

Ornamental: Se cultiva como

ornamental.

Uso Como jabdn.
Domestico: De los tubérculos se
obtiene un pegamento

Forma de Preparacion:

Para infecciones bacterianas,
micodticas, gangrenosas, para heridas
externas y para soldar huesos; se
trituran las raices y se colocan como
cataplasma en el area afectada.

Para heridas internas, como
antitusivo y expectorante, se utiliza la

decoccion de las raices secas. Se
toma como te.

ETNOBOTANICA:

Las plantas medicinales son un
elemento importante de sistemas
meédicos indigenas en Mexico asi
como en otros paises. Estos recursos
normalmente se consideran como la
parte del conocimiento “"tradicional”
de la cultura mexicana.

Segun los datos inéditos de las
autoridades de salud locales de las
comunidades indigenas mas
marginadas del sur de México: Maya,
Mixe, Zapoteca y Nahua. Esta claro
que los mayores problemas de salud
en todas las regiones anteriores son:

gastrointestinales (frecuentemente
la diarrea, sobre todo en nifos
pequefios - deshidratacion
como resultado de la misma),

o

o enfermedades respiratorias

infectadas y otras
enfermedades de las
dermatologicas inflamatorias
también son comunes.

o heridas

o Asi como probiemas
ginecoldgicos y del androlégicas.

Encontrandose que la especie
Anpredera scandens, es ampliamente
utilizada por éstos grupos e€tnicos, y
por lo tanto es un elemento
importante en las practicas médicas
para los indigenas del sur de México.

Por ello la etnobotanica esta
particularmente interesada en
entender e investigar cientificamente

TESIS CON
FALL A DE ORIGEN




el uso de plantas medicinales, en
éste caso sobre Anredera scandens,
asi como las metodologias en vias de
desarrollo, para propagar las
especies vegetales con metabolitos
de interés econdmico. Adicionalmente
se ocupa por los conceptos indigenas
sobre las plantas medicinales. la

seleccion  y eIJ procesamiento de
éstas. 5.29. 32, 39, 42

FITOQUIMICA: No cianogénica. Pro-
antocianidinas ausentes. Saponinas

presentes. Quinonas ausentes.
Alcaloides presentes. Flavonoides
ausentes o presentes como

quercetina (flavonoles). Betalainas
presentes. Acido Ellagico ausente.

FARMACOLOGIA:

Se usan los tubércuios de
Anredera scandens para evaluar su
capacidad como antinociceptivo y
antiinflamatorio. La actividad del
antinociceptiva se ensay®é en ratones,
por medio de un extracto metandlico,
con una dosis de 250 y 500 mg/kg
reduciendo la nocicepcion. La
relajacion muscular soélo disminuyd
con las dosis mas altas ensayadas. EI
instinto de escape también se redujo
significativamente siendo mas eficaz
que la morfina y el diazepam.

Se evalud la actividad herida-
curativa en las heridas superficiales e
interiores (las Ulceras gastricas).
Obteniendo respuestas positivas,
encontrandose también que no
exhibe actividad mutagénica 9. 28

DISTRIBUCION MUNDIAL: Meéxico,
Ecuador, Guatemala, Peru.

CaP. 6 GENERALIDADES SOBRE Anredera scandens

DISTRIBUCION EN MEXICO:

Areas de uso
en México

Durango: Mezquital.

Jalisco: La Huerta, Chamela.

Mpio. Concepcidn

Buenavista, Mpio.
Qaxaca: Santos Reyes, Mpio.

Tepejilio, Dto.

Juxtiahuaca.

Las guapas Y los
San Luis Gomotes (Mpio.
Potosi: Rayon), Huasteca

Potosina

Nayarit: Acaponeta
Tamaulipas; Tampico

Coahuita
Sinaloa.

Herbarios:
E.N.C.B, MEXU.

5. 8.9, 28, 29, 31, 32, 34, 36, 39, 40.
42, 43, 44, 45, 46.47

Referencias:
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A un gran numero de especies vegetales se les ha reconocido un valor
terapéutico y se debe basicamente a las propiedades de sus principios activos,
algunos de los cuales aislados y purificados se utilizan como medicamentos,

coadyuvantes, etc.

Sin embargo:

La rapida desaparicion de las especies vegetales y su habitat, por la
depredacion selectiva de las plantas por sus caracteristicas quimicas

mas alla de su tasa de reproduccion;

1.

La obtencion de metabolitos afectados por contaminantes inherentes
al sitio de colecta por el nulo control fitosanitario,

Factores ecoldgicos dificiles de controlar por el humano como: el
clima, el tipo de suelo, la época del afo, agua de riego, etc, -3 2%

Lo anterior hace notar que es imprescindible proteger y reproducir especies
vegetales como Anredera scandens planta productora de saponinas, utilizada por
la medicina tradicional latinoamericana; por medio del cultivo in vitro para
garantizar el control fitosanitario, la conservacion y la recuperacion masiva de ia
especie; asi como el desarrolio de un diserio factorial por medio de reguladores
del crecimiento vegetal a concentraciones constantes, que inducen a la formacion
de callo. Y finaimente, para observar hasta que grado los reguladores de
crecimiento vegetal modifican la produccion del metabolito de interés (saponinas)

a partir del indice de espuma.



OBJETIVOS

OBJETIVOS:

o Obtener la especie Anredera scandens bajo control fitosanitario, para
garantizar la produccién de ejemplares de buena calidad, del que se

hayan eliminado: microorganismos patégenos como bacterias, hongos,
virus, é insectos, 6 contaminacién por el riego con aguas negras, etc.
Desarrollar un método biotecnoldgico, por cultivo /7 viro para la
propagacion masiva de Anredera scandens.

o Implementar un diseiio factorial por medio de reguladores del
crecimiento vegetal para obtener saponinas como producto de
metabolismo vegetal, que se conocen como metabolitos secundarios.

o Observar hasta que grado |os reguladores de crecimiento vegetal
modifican la produccion del metaboiito de interés (saponinas) a partir de

medir e} indice de espuma.

o Determinar la presencia de otros metabolitos secundarios como:
alcaloides, quinonas, y flavonoides, por medio de pruebas fitoquimicas

preliminares.
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HIiPOTESIS:

A partir del cultivo in vitro, se obtendran masivamente ejemplares de
Anredera  scandens libres de contaminantes inherentes al sitio de la colecta
silvestre. Igualmente se espera definir un disefic factorial de reguladores de

crecimiento vegetal que incremente la produccién de saponinas, midiéndolas por
el indice de espuma.

Asimismo, si se obtienen en condiciones optimas se podra determinar la
presencia de otros metabolitos secundarios como: alcaloides, quinonas, y
flavonoides, por medio de pruebas fitoquimicas preliminares.



1
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DISENO DE INVESTIGACION

DISENO EXPERIMENTAL:

Poblacion de estudio:

Especie donadora: Anredera scandens. Planta herbacea, trepadora con tubérculos
subterraneos y a menudo también al ras del suelo; hojas lisas y brillantes sobre

peciolos de (3)5 a 15(20) mm. de largo. Proveniente de Ecuador. De nombres
comunes: Sacasil, suelda con suelda, cuamecate, raiz de camotillo.

Criterios de inclusion:

Se requiere de ejemplares de Anredera scandens, como plantas donadoras del
indculo © explante. No debera presentar ninguna muestra de ser parasitado por
microorganismos, o depredado por insectos, ni decoloramientos en las hojas. Para
ello se habra de seleccionar de manera que sus caracteristicas sean las mas
adecuadas para desarrollar los cultivos, es decir se tratara de plantas jovenes. y
saludables.

Deberan ser tratadas por métodos de desinfestacion.

Criterios de exclusion:

Ejemplares de diferente familia, género, y/o especie. E;emplares enfermos o

contaminados. Ejemplares no desinfestados.
Variables:

Disefo factorial de reguladores del crecimiento vegetal.
Porcentaje de humedad.
indice de espuma.

Disefio estadistico:

A partir de los resultados que se obtengan del factorial:

AIA | ANA |_IBA | Testigo |
Kin |1 j2 |3

|
BAP | 4 5 ]8I
7 | 8 |9 !

10 |

Se aplicé: Estadistica descriptiva
Estadistica inferencial
ANDEVA de 1 factor
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MATERIAL.

Material biologico:

Planta entera, joven y sana de Anredera scandens, proveniente de Ecuador.
ldentificada por el Laboratorio de Etnobotanica del Departamento de Botanica, de
ia Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas del instituto Politécnico Nacional.

Del cual se tomaran estacas o fragmentos de tallo, hojas y raiz.

Material de laboratorio:

Agitadores de vidrio
Agitadores magnéticos

Anillo metalico

Aspersor de vidrio

Bisturi

Cajas petri

Capsulas de porcelana

Cuerpos de ebullicion

Embudo de vidrio

Espatulas de acero inoxidable.
Frascos gerber con tapa de plastico
Gradilla

Lamparas de alcohol

Matraces aforados de 100, 1000 mtL
Matraces Erlenmeyer 250y 500 mL
Matraz balén 1000 mL

Reactivos y soluciones:

Acido clohidrico
Acido sulfurico
Agua destilada
Alcohol etilico
Alcohol metilico
Agar

Agar base para AS
AlA

ANA

Anhidrido acético
BAP

Mechero fisher
Papel aluminio, filtro y plastico

Perilla de seguridad

Pinzas con nuez

Pinzas de diseccion

Pipetas graduadas

Pipetas Pasteur

Pipetas volumeétricas

Placa de muescas

Probetas

Refrigerante

Soporte universal

Termometro

Tubos de ensayo

Tubos de ensayo con tapa de (16 x 16)
Vasos de precipitado 100, 500 y 1000 mL

Kin
Peréxido de hidrogeno
Reactivo de acido silicotingsico
Reactivo de Dragendoff
Reactivo de Lieberman Bouchard
Reactivo de Mayer

Reactivo de Rosenthaler
Reactivo de Shinoda

Reactivo de Sonnenschain
Reactivo de Wagner

Sacarosa



MATERIAL

Cloroformo
Cloruro de calcio - H20O
EDTA disédico
Hidroxido de amonio
Hidroxido de sodio
Hipoclorito de sodio
IBA

Equipo:

Sangre de carnero
Solucion Buffer pH 4
Solucion Buffer pH 7
Stock MS mayor
Stock MS menor
Stock Ms vitaminas

Autoclave AESA, Modelo CV/250, Serie: Nom-1-10644

Balanza Analitica Mettler
Balanza Granataria cap. 2160 g. Ohaus
Balanza Semianalitica Ohaus

Campana de flujo laminar AESA, Modelo FD950, Serie: 1-0134

Calibrador de acero Scala, mod. 222-A
Estufa Riossa modeio EC

Horno de microondas Panasonic mod. NN 7360
Placa de agitacion y calentamiento hotplate st.
Potenciometro Orién- research Modelo 6012 Serie 75117

40
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METODO

METODOLOGIA PARA CULTIVO /N VITRO:

a
b.
c
d

aECI

Busqueda bibliografica
Adquisicion e identificacion de! material biologico.
Preparar soluciones Stock MS mayor, menor y vitaminas. Ver anexo
Preparar soluciones de reguladores del crecimiento vegetal a las siguientes
concentraciones: Auxinas (AlA, ANA, IBA) 2 mg/ mL

Citocininas (Kin, BAP) 0.2 mg /mL.
Preparar y esterilizar * medio de cultivo MS. Ver Anexo
Esterilizar material en autoclave durante 20 minutos a 15 Ib/in® (121°C).*
Lavar el material biologico con detergente comercial.
Diseccion de material biolégico, para obtener estacas de tailo, hoja, y raiz.
Desinfestacion del material bioldgico, sometiéndolo a los. siguientes

desinfectantes y tiempos:

e oo : 7 Tiempode
i Concentracion tratamiento |
' i (min)
20 % 30
70% T )

* Disponible como blanqueador comercial, usualmente con 5 a 6% de ingrediente
activo. La dosis comun de uso es de 20 % v/v (1 parte de blanqueador por 4

partes de agua)

Preparar de manera aséptica la campana de flujo laminar, previo lavado
con detergente. Con las siguientes soluciones, rotandolas de manera ciclica

cada vez que se use ésta area:

Etanol 70 %
Peroxido de hidrogeno 30 %
Hipoclorito de sodio 20 %

Inoculacion del material bioldgico (estacas de tallo, hoja y raiz) en medio

basal. Para observar que tipo de estaca tiene mayor porcentaje de

respuesta.
Transferir los cultivos a la camara de incubacion. Bajo los siguientes

lineamientos para todos los cultivos y resiembras:



M&ToDO

Luz Blanca (lamparas fluorescentes).
Fotoperidédo 16 horas de iuz / 8 horas de oscuridad

Temperatura 26°C +2°C
Tiempo 1.5 meses para medir respuesta

m. Primera resiembra en medio basal, a partir de la obtencion de callo, hojas.
tallos y raices. Para observar que tipo de estaca tiene mayor porcentaje de

respuesta.
Segunda resiembra a partir de la estaca que proporcioné mayor porcentaje

n.
de respuesta. Utilizando el siguiente diseno factoriak
Donde: .
AlA Acido indol-3-acético
ANA Acido indoibutirico
IBA Acido naftalenacético
Kin 6-furfurilamino purina
BAP 6-bencilamino purina
o. Tercera resiembra, a partir del factoriai (1, 2, 3, etc.) que proporcione mayor

indice de espuma. Previo andlisis fitoquimico preliminar.
p. Trasplante a tierra
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Diagrama de Flujo para Cultivo in _vitro

Busqueda
bibliografica

.y

Adquisicion e
identificacion del
material biolégico

ién de solL

Pr
(stock MS y reguladores

de crecimiento)

Preparacién y
esterilizacion de
medios de cultivo

Diseccitn y
desinfestacion del
material bioldgico

Inocutacion del
material biologico

Primera resiembra
en medio basal a
partir de {a
obtencion de callo,
hojas, ralz.

Transplante a tierra
del material vegetal
proveniente de la
cuarta resiembra.

Cuarta resiembra a
partir del factorial
que proporcione
mayor indice de
espuma

Tercera resiembra,
en disefo factoriai,
a partir del material
con mayor % de
respuesta

Segunda
resiembra a partir
de! material con
mayor % de
respuesta

i)
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METODO

METODOLOGIA PARA PRUEBAS FITOQUIMICAS PRELLIMINARES?

Secar el material bioldgico formado por hojas, raices y callos, obtenidos por

a.
medio de cuitivo in vitro. Durante 6 minutos en High en el horno de
microondas (6 min. por cada gramo), y 12 horas en estufa a 35°C.
b. Obtener extracto etandlico, acuoso y cloroférmico. Para hoja, raiz y callo.
con -el fin:de identificar la

Realizar pruebas fitoquimicas preliminares.
presencia o ausencia de alcaloides, saponinas, quinonas y flavonoides.

Fara extracto etandlico:

o Colocar el material bioldgico seco, previamente fragmentado o
molido, en un matraz baldon de fondo plano de boca esmerilada y
adicionarle etanol de 96° hasta cubrir dicho material. Colocar el
refrigerante y mantener en reflujo por una hora. Pasado ese tiempo
filtrar y concentrar + 10 mL por destilacion simple. Transferir a una
capsula de porcelana previamente pesada y terminar de concentrar
a sequedad a baja temperatura, hasta obtener un residuo syruposo.
Pesarlo y tomar 0.5 mL y diluirlo con 50 mL de etanol, para utilizarlo
en las siguientes reacciones de identificacion:

ALCALOQIDES:

< Tomar 5 mL de! extracto etandlico y adicionarie de 5 a 10 mL de
acido clorhidrico al 10% calentar a ebullicion hasta que desaparezca
el olor al etanol, enfriar y adicionar 2 gotas de cloruro de sodio al 1%.
Filtrar. Dividir el filtrado claro, transparente (no incoloro) y colocar 1
mL de extracto en seis tubos de ensayo uno de los cuales servira
como testigo entre los cambios producidos por el extracto acido
original y los tubos en los que se realicen las reacciones:

Tubo 1. Adicionar una gota de reactivo Dragendorff, si el extracto contiene
alcaloides se formara un precipitado naranja.

Tubo 2. Adicionar 1 gota del reactivo de Mayer, se formara un precipitado
blanco o amarillento que indica la presencia de alcaloides.

Tubo 3. Adicionar una gota del reactivo silicotungstico, si hay alcaloides se
formara un precipitado blanco amariliento.

Tubo 4. La adiciéon de una gota del reactivo Sonnenschain da un precipitado
amarillo o azul verde, e indica la presencia de alcaloides.
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Tubo 5. Aniadir una gota del reactivo de Wagner, se formara un precipitadc
café naranja si se encuentran alcaloides presentes.

SAPONINAS:

QUINONAS:

<

< . Reaccion de Liebermann Burchard. Tomar 1 alicuota de 0.5 mL Yy

concentrar hasta ver consistencia de caramelo (syruposa). Adicionar
1 mL de cloroformo ~ metanol 1:1 hasta solubilizar, tomar 2 gotas de
extracto y colocarlas en la placa de muesca, adicionar 1 gota de
anhidrido acético, mezclar con agitador. Dejar resbalar por las
paredes 1 gota de acido sulfirico concentrado. Las saponinas
triterpenoides dan coloraciones rosa, rojo, magenta o violeta.

Reaccion de Rosenthailer. Lievar 1 alicuota de 0.5 mL a una placa de
muesca y concentrar. Adicionar 2 gotas del reactivo de Rosenthaler y
2 gotas de acido sulfurico caliente, concentrado. Si se encuentran
saponinas de tipo triterpenocide se forma una coloracion violeta.

Prueba de altura y estabilidad de la espuma. En un tubo de ensayo
colocar 1 mL del extracto etanodlico y agregarle 1 mL de agua, agitar
vigorosamente, medir a altura de la espuma, si midede 8a 10 mm y
es estable por 30 min. se considera positivo.

En dos capsulas de porcelana colocar 2 mL del extracto etandlico en
cada una y concentrar a sequedad.

Capsula 1. Dejar resbalar por la pared de la capsula, 1 gota de acido
sulfurico concentrado. La presencia de quinonas da una coloracion roja.

Capsula 2. Dejar resbalar por la pared de la capsula,
hidréoxido de sodio al 10 %.

1 gota de
La formaciéon de una coloracion roja indica

la presencia de quinonas.

FLAVONOIDES:

<

Reaccion de Shinoda. Tomar 1 mlL de extracto + 2 mL de acido
clorhidrico concentrado y un trocito de magnesio metalico; observar
cambio de color contra un tubo testigo. Si se observa coloracion
naranja a rojo se trata de flaconas, roja se encuentran flavonoles o

magenta de flavonas.



METODO

Alcaloides

Extracto. +
2 miHCt al
10%
ebullir 5°

Extracto. +

Silicotungstico -

Extracto. +
Dragendorff

Extracto, +
Mayer

Extracto. +
Wagner

Extracto. +
Sonnenschain

Diagrama de flujo paia pruebas fitoquimicas

preliminares para extracto etanédlico

Extracto Etandlico
Planta + Etanol
Reflujo por 1 hr.

Saponinas Quinonas

Extracto. + Extracto. +
Liebermann H;S0,
Burchard
Extracto. +
Extracto. + NaOH at
Rosenthaler 10%
Altura y
estabilidad

de espuma

Flavonoides

Extracto. TmL
+ 2 mL HCI
concentrado +
Mg metdlico
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Fnra extracto acuoso:

o

ALCALOIDES:
<

SAPONINAS:
L%

Colocar el material bioldégico seco, previamente fragmentado o
molido, en un matraz Erlenmeyer que contenga cuerpos de ebullicion
y adicionarle agua hasta cubrir dicho material, mantener a ebullicién
suave durante 20 minutos, con agitacién constante, teniendo
precaucion por la formacion de espuma. Dejar enfriar y filtrar.

Realizar los ensayos para:

Seguir la metodologia que se indica para el extracto etandlico.

indice de Espuma. Reducir a polvo 1 gramo de material vegetal y
transferir a un matraz Erlenmeyer de SO0 mL que contenga 100 mL
de agua en ebullicion. Mantener a ebullicion suave durante 30
minutos. Enfriar y filtrar la muestra en un matraz volumeétrico de 100
mL. Adicionar suficiente agua a través del filtro para llevar al aforo.

Colocar la decoccidén en 10 tubos de ensayo con tapa (16 x 16) en
porciones sucesivas desde 1 mL hasta 10 mL y ajustar el volumen
del liquido en cada tubo con agua hasta 10 mi. Tapar los tubos y
agitar en el sentido del! largo del tubo durante 15 segundos (dos
agitaciones por segundo). Dejar reposar las muestras durante 15
minutos y medir la altura de la espuma.

Si la altura de la espuma en cada tubo es menor de 1 cm, el indice
de espuma es menor que 100.

Si se puede medir la altura de la espuma de 1 cm en algun tubo, el
volumen de la decoccion del material vegetal en ese tubo () se usa
para determinar el indice. Calcular el indice de espuma usando la
siguiente formula: 1000 = a-, donde " es el volumen en mililitros
de la decoccion usada para preparar la dilucién en el tubo donde la
espuma tiene la altura de 1 cm.

Hemolisis: En 10 placas de agar sangre de carnero (5 placas al 5% y
5 placas al 10%), colocar 5 discos de papel filtro de 5 mm de
didmetro en cada una de las placas; impregnados previamente en el
extracto acuoso concentrado. InCubar a una temperatura aproximada
a los 25°C. Observar si existen zonas hemolizadas. y tipo de
hemdlisis a las 24 y 48 horas. Realizar ésta prueba 2 veces mas.



Diagrama de flujo para pruebas fitoquimicas
preliminares para extracto acuoso

Alcaloides

Extracto. +
2 mL HCI
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METODO
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FHEUM
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placa
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,’a ra extracto cloroférmica:

o Colocar el material bioldgico seco, previamente fragmentado o
molido, en un matraz balén de fondo plano de boca esmerilada y
adicionarle cloroformo hasta cubrir dicho material. Colocar el
refrigerante y mantener en reflujo por una hora. Pasado ese tiempo
filtrar y concentrar + 10 mL por destilacién simple.

SAPONINAS:
< Reaccion de Liebermann Burchard. Tomar 1 alicuota de 1 mL del
extracto y colocarlo en la placa de muesca, adicionar 3 gotas de
anhlidrido acético, mezclar con agitador. Dejar resbalar por las
paredes . 1. gota de acido sulfirico concentrado. Las saponinas
triterpenoides dan coloraciones rosa, rojo, magenta o violeta.

Diagramé de fiujo para pruebas fitoguimicas
preliminares para extracto cloroférmico

Extracto Cloroférmico
Planta +cloroformo
Reflujar 1 hr.

Saponinas

Liebermann
Burchard

Extracto. + 3 gotas de
anhidrido acético + 1
gota de H.SO,

TSI

FALLL Ui
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Tabla1.  Caracteristicas fisicas del material ve

S No.de
Intervencién * callvos Respuesta
1 2 -
2 2 1de2
3 2 1de2
|
& 5 5de
5 5  4de5
6 5  S5des

getal de Anredera scandens

obtenido por 10 factoriales de cultivo jn vitro.

FACTORIAL 1 (KIN - AlA)

Contaminacién

1de5

Caracteristicas

No hay respuesta. Siembra de hoja (posicion horizontal) y callo.
Callo pequerio café oscuro, sin raiz, sin tallo. (Sélo crecimiento del

cultivo inicial proveniente de callo). El que no presento respuesta
fue inbculo de hoja (horizontal).

Callo pequefio café oscuro, raiz escasa blanca, sin tallo. (Séio
crecimiento del cultivo inicial proveniente de callo). El que no
presento respuesta fue indculo de hoja (horizontal).

§ callos pequerios café oscuro provenientes de hoja (vertical) de
los cuales:

2 presentaron raiz adventicia €scasa, sin tallo.

3 presentaron raiz café escasa, sin tallo.

4 callos pequefios provenientes de la siembra de hoja (vertical) de
los cuales:

3 presentaron raiz abundante fallo grande y hoja mediana
abundante,

1 presento raiz blanca escasa sin taflo

3 callos pequefios café oscuro, tallo mediano, raiz blanca
abundante y hojas medianas abundantes,

1 callo mediano, tallo mediano abundante, hojas medianas
abundantes, raiz blanca abundante.
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Tabla 1. Caracteristicas fisicas del material vegetal de Anredera scandens

5ded

4deb

5de 3t

0%

obtenido por 10 factoriales de cultivo in vilro.

1de 3t
32259 %

3 callos medianos, café oscuro de los cuales:

2 presentaron raiz gruesa café oscuro sin tallo.

1 presento raiz adventicia, tallo grande, hojas medianas
abundantes.

2 callos oscuros pequedios, suficiente raiz adventicia de los cuales:
1 con hoja grande abundante

1 con hoja pequefia escasa.

2 calios medianas, café oscuro, con granulos claros de los cuales:
1 presento raiz blanca escasa sin tallo

1 no presento ni raiz ni callo.

2 callos pequefios oscuro de los cuales:

1 presento suficiente raiz adventicia, tallo grande, hojas grandes
abundantes

1 presento raiz blanca escasa sin tallo

52



TTVd

RINKAR

.,
!

oy
h

L

NHOTIN

NOJ

Intervencitn

No. de
cultivos

Tabla 1. Caracteristicas fisicas del material vegetal de Anredera scandens
obtenido por 10 factoriales de cultivo in vilro,

Respuesta

1de2

1de2

5¢es

5des

5de5

FACTORIAL 2 (KIN-ANA)

Contaminacién

Caracteristicas

No hay respuesta. Siembra de hoja (posicién harizontal) y callo.
Callo pequeiio café oscuro, presento raiz blanca suficiente sin
tallo. El que no presento respuesta fue inculo de callo.

5 callos pequerios café oscuro provenientes de hoja (vertical) de
los cuales:

2 presentaron escasa raiz adventicia, sin tallo.

3 presentaron escasa raiz café sin tallo.

4 callos grandes provenientes de la siembra de hoja (vertical) de
los cuales:

2 presentaron raiz abundante tallo grande y hoja mediana
abundante

1 presento solo callo abundante.

2 presentaron raiz blanca abundante sin callo, fallo y hojas
medianas abundantes y figera coloracién magenta en el medio (#).

4 callos pequefios café oscuro, tallo mediano, raiz blanca
abundante y hojas medianas abundantes de los cuales:

2 presentaron ligero color magenta en el medio {#).

1 callo mediano, tallo pequeio abundante, hojas pequedias
escasas, raiz blanca escasa.
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Tabla 1. Caracteristicas fisicas de! material vegelal de Anredera scandens
obtenido por 10 factoriales de cuttivo in vitro.

3 callos pequeiios, café oscuro y raiz adventicia de los cuales:
2 presentaron raiz escasa, tallo mediano suficiente y hoja mediana
abundante.
5 5de5 N 1 presento raiz abundante, tallo grande, hojas grandes
abundantes.
2 callos medianos oscuros raiz suficiente pelt ida de los cuales:
1 con tallo mediano suficiente, hoja mediana abundante
1 con tallo mediano escaso, hoja pequefia escasa.

2 callos medianos, café oscuro, con granulos claros de los cuales:
1 presento abundante raiz adventicia, sin tallo
1presento escasa raiz adventicia, sin taflo.
4 callos pequerios oscuro de los cuales:
3 presentaron granulos claros:
2 no presentaron raiz, nitallo (1 presento color en el medio)
1 presento abundante raiz adventicia, tallo mediano y
hojas grandes abundantes
1 presento abundante raiz adventicia, sin granulos clares tallo
abundante y hojas muy grandes abundantes

5 5ded -

T3 ded 1ded
BTO%T%  32259%



Intervencién

No. de
cultivos

Tabla 1. Caracteristicas fisicas del material ve

Respuesta

1de2

1de2

4de5

4de5

getal de Anredera scandens

obtenido por 10 factariales de cultivo in vitro.

FACTORIAL 3 (KIN-1BA)

Contaminacion

Caracteristicas

No hay respuesta. Siembra de hoja (posicion horizontal) y callo.
Callo pequefio café oscuro, sin raiz, sin tallo. (Sélo crecimiento del

Cultivo inicial proveniente de callo). El que no presento respuesta
fue indeulo de hoja (vertical).

Callo pequefio café oscuro, escasa raiz café oscuro, sin tallo. (Sélo
crecimiento del culfivo inicial proveniente de callo). El que no
presento respuesta fue inculo de hoja (vertical).

3 callos pequedios café oscuro (provenientes de la siembra de hoja
(vertical)}, con tallo pequefio de los cuales:

1 presento raiz abundante blanca y hojas pequerias abundantes.

1 presento suficiente raiz blanca y hoja mediana abundante.

1 presento raiz blanca escasa, y hojas medianas escasas.

1 con ausencia de callo, raiz café oscuro abundante y tallo
suficiente con hojas medianas suficientes.

3 callos grandes, café oscuro de los cuales:
2 presentaron abundante raiz gruesa café oscuro, abundante tallo
pequefio:

1.con hoja pequeiia abundantes

1 con hoja mediana escasa
1 presento tallo grande, hojas medianas escasas.

1 callo mediano oscuro, abundante raiz café oscuro con hoja
grande abundante y tallo grande

5



Tabla1.  Caracteristicas fisicas del material vegetal de Anredera scandens
obtenido por 10 factoriales de cultivo in vitro.

3 callos medianos café oscuro de las cuales :
6 5 5des 2des zsgraessaesntaron. tallo grande, raiz blanca escasa y hojas medianas

1 presento tallo grande, hojas medianas abundantes, suficiente
raiz blanca.

2 callos grandes café oscuro de los cuales:
1 presento abundante raiz gruesa café oscuro, sin tallo.
1 presento abundante raiz adventicia, tallo mediano y hojas
7 5 5deb - pequedias y escasas. .
1 callo mediana, con abundante raiz adventicia, tallo grande y
hojas medianas abundantes.
2 callos pequerios café oscuro, con abundante raiz adventicia y
hoja mediana suficiente.
! 5 1 callo grande con abundante raiz gruesa gafé oscuro
| abundante raiz adventicia, tallo grande y hojas medianas
i abundantes.
2 callos medianos café oscuro con abundante raiz gruesa blanca
: de los cuales:
8 i  5des . 1 no presento tallo _ . i
: Tpresenta tallo mediano, hojas pequeias escasas.
: 2 callos pequerios café oscuro de los cuales:
1 no presento raiz, nitallo
1 presento escasa raiz adventicia, tallo mediano y hojas pequefias
y escasas.

T=31  25de3  2dedt
806451%  64515%
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Intervencién

No. de
cultivos

Tabla 1. Caracteristicas fisicas del material vegetal de Anredera scandens
obtenido por 10 factoriales de cultivo in vilro.

Respuesta

1de2

2de?

4ded

5de5

FACTORIAL 4 (BAP-AMA)

Contaminacién

Caracteristicas

No hay respuesta. Siembra de hoja {posicién horizontal) y callo.
Callo pequeio café oscuro, presento raiz blanca suficiente sin tallo
y con figero color magenta en el medio {+). EI que no presento
respuesta fue indculo de callo.

2 callos pequefios café oscuro, con escasa raiz adventicia sin
tallo, y con ligero color magenta en ef medio (+).

2 callos medianos café oscuro provenientes de hoja (vertical) de
los cuales:

1 presento raiz café escasa, tallo grande, hojas medianas
abundantes y color magenta en &l medio (++).

1 no presento raiz, {allo pequefio, hojas medianas suficientes y
color magenta en el medio (++)

1 Callo pequefio café oscuro, presento raiz café oscuro, tallo
pequefio, hojas medianas suficientes y color magenta en el medio
{++).

1 con ausencia de callo, raiz café oscuro abundante y tallo
mediano con hojas medianas suficientes y color magenta en el
medio (++).

2 callos grandes con tallo grande, hoja mediana abundante color
magenta en el medio (+++), provenientes de la siembra de hoja y
callo.

1 callo mediano, suficiente raiz gruesa café oscuro, hoja mediana
abundante, tallo mediano. Color magenta en ¢! medio (++)
2frascos perdidos.
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Tabla 1. Caracteristicas fisicas def malerial vegetal de Anredera scandens
obtenido por 10 factoriales de cultivo invitro.

5 5de§ -
5 5des -
5 . 4de5 -

Tren T Bded T 0dedt

. B3ETo9n 0%

Los resultados anteriores provienen de medio liquido

2 callos grandes café claro, tallo mediano, hojas medianas
abundantes y ligero color magenta en el medio (+),

1 callo mediano café claro sin raiz y Color magenta en e! medio
(++)

7 callos café oscuro, Pequefios, algunos con escasa raiz color café
oscuro, sin taflo, color det medio café clarg por 1 presencia e
particulas de callo.

110 s le tomo lectura.

Los resultados anteriores provienen de medio liquido

3 callos medianos café oscuro de fos cuales:

2 presentaron abundanta raiz gruesa café oscuro sin tallo.

1 presento abundante raiz adventicia, tallo grande y hoja grande
abundante.

2 callos pequefios, café oscuro, abundante raiz adventicia, tallo
mediano de los cuales:

1 presento hoja mediana abundante

1 presento hoja pequeria suficiente

4 callos grandes café oscuro, con grénulos claros, de los cuales;

2 presentaron suficiente raiz gruesa blanca sin tallo

2 no presentaron raiz ni tallo
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Tabla 1. Caracteristicas fisicas def material vegetal de Anredera scandens
obtenido por 10 factoriales ge cuttivo in vitro.

FACTORIAL 5 (8AP-ANA)

Intervencién N°'. de Respuesta  Contaminacién Caracteristicas '
) . Cultivos ]
] 2 - - . . e
No hay respuesta. Siembra de hoja (posicion horizontal) y callo.
2 2 fde2 . 2 Callos pequeiios cafe 0SCUro, sin faiz, sin tallo,
Ambos con color magenta en el medio (++),
2 callos pequefios café oscuro, Sdlo crecimiento del culivo inicial
3 2 2de2 - )
proveniente de callo :
2 callos grandes, sin raiz, sin tallo, color magenta en el medio (+++),
provenientes de la siembra de hoja y callo.
=1 1 calio mediano, sin raiz, sin taflo, color magenta en el medio (++),
EZ 4 5 5des - 2 calios pequefios café 0scuro, color magenta en el medip (+) de
g los cuales:
B 1 no presento raiz ni tallo
o2 1 presento escasa raiz adventicia sin talio.
&3
” ) 2 callos grandes con tallo grande, hoja mediana abundante sin color
E: - en el medio y abundante raiz adventicia,
il w2 5 5 Sdes . 2 callos medianos, suficiente raiz adventicia, hoja mediana
[op] abundante, tallo mediang. Color magenta en el medio (++)
g 1 Callo pequerio café oscuro, presento raiz café oscuro, fallp
e Sep———

pequefio, hojas medianas suficienteg
Los resultados anteriores provienen de medio liquido
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Tabla 1. Caracteristicas fisicas del material vegetal de Anredera scandens
obtenido por 10 factoriales de cultivo in vilro.

1 callo grande cafe claro, tallo mediano, hojas medianas
6 5 5de5 - abundantes y ligero color magenta en el medio (+),

4 callos pequerios, café oscuro con ausencia de tallo y raiz

Los resultados anterioreg provienen de madio liquido

4 callos medianos café oscuro con granulos blancos de los cuales:
1 presento abundante rai; gruesa café oscuro sin tallo y raiz
adventicia.
1 presento abundante raiz adventicia, tallo grande y hoja grande

) abundante.

1 5 Sde$ B 1 presento escasa raiz adventicia, sin tallo

1 presento abundante raiz gruesa blanca con hojas pequerias y
abundantes

1 callo pequerio café oscuro sin tallo, color en el medio (+4), escasa
raiz gruesa café oscuro.
3 callos medianos cafe 0scuro, con granulos claros, sin raiz ni tallo
2 callos café oscuro con grénulos claros, con suficiente raiz gruesa
8 5 4de5 - blanca, sin tallo,
; 1 ejemplar presento ausencia de callo, con raiz blanca adventicia,
) taflo y hojas medianos
L=31  27dedt 0de 31
87.09%7% 0%
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Intervencion

Tabla 1. Caracteristicas fisicas del material vegetal de Anredera scandens
obtenido por 10 factoriales de cultivo in vitro.

No. de

cultivos Respuesta
) -
2
2 2de2
5 4de5
5 4de5
5 5de§

FACTORIAL 6 (BAP - (BA)

Contaminacidn

2de5

1de5

1de$§

Caracteristicas

No hay respuesta, Siembra de hoja (posicién horiionlal) y callo.

No hay respuesta. Siembra de heja (posicion vertical) y callo.

2 Callos pequefios café oscuro, raiz escasa blanca, sin tallo.

2 callos café oscuro medianos, con tallo pequefio, raiz blanca
suficiente hojas pequefias abundantes.

1 callo pequedio con raiz blanca escasa, tallo pequefio con hojas
pequefias escasas.

4 callos grandes café oscuro, con raiz abundante, de los cuales:

2 presentaran tallo pequefio y hoja mediana

2 presentaron tallo grande y abundante, hoja grande.

2 callos medianos, con abundante raiz grande, de los cuales:

2 callos son café oscuro, con tallo mediano y hojas grandes
abundantes, raiz suficiente.

2 calos café claro, con granulos claros, con raiz escasa, tallo
pequedio y hojas chicas escasas.
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Tabla1. Caracteristicas fisicas del material vegetal de Anredera scandens
obtenido por 10 factoriales de cultivo in vitro.

3 callos grandes café oscuro con granulos blancos, raiz gruesa
café, raiz gruesa blanca y abundante raiz adventicia. Tallo
! 5 5de5 1des mediano con hojas chicas y medianas abundantes.
1 callo mediano café oscuro, raiz blanca abundante y raiz
adventicia, tallo grande y hoja grande suficiente.

3 callo grandes con abundantes granulos blancos, de los cuales:
1 no presento raiz, ni tallo
1 presento escasa raiz adventicia, no presento tallo
1 presenta tallo mediano, hojas pequerias escasas y escasa raiz
8 5 5de5 - adventicia.
1 callo mediano con abundantes grénulos blancos y raiz blanca
escasa.
1 callos pequefios café oscuro con abundantes granulos blancos,
con un tubérculo verde, abundante raiz adventicia, tallo pequerio y
) hoja grande escasa
T=31 25deldt 5de 31
80.6451% 16.1290 %
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Intervencién

No. de
cultivos

2
2

Tabla 1. Caracteristicas fisicas de! material vegetal de Anredera scandens
obtenido por 10 factoriales de cuttivo in vitro.

Respuesta

2de2

0de2

4deb

S5deb

5des

FACTORIAL 7 (AIA)

Contaminacion

1de s

1de$

Caracteristicas

‘No hay respuesta. Siembra de hoja (posicion horizontal) y callo.

2 Callos pequeiios café oscuro, sin raiz, sin tallo. (Sélo crecimiento
del cultivo inicial proveniente de callo).

No hay respuesta. Siembra de hoja (posicion horizontal y vertical) y
callo.

3 callos medianos café oscuro provenientes de hoja (vertical) de
los cuales:

2 presentaron raiz café escasa, faflo grande, hojas medianas
abundantes.

1 presento raiz escasa, tallo mediano, hojas medianas suficientes.
1 callo grande, no presento raiz, ni tallo y ligero color magenta en
el medio (+).

2 callos grandes con tallo grande, hoja grande abundante,

faiz blanca gruesa abundante.

1 callo grande color café oscuro, con ligero color magenta en el
medio (+), sin raiz, con tallo mediano y hojas medianas suficientes.
2 callos medianos, abundante raiz gruesa café oscuro, hoja grande
abundante, tallo grande abundante.

3 calios medianos café oscuro, tallo pequeiio, hojas medianas
abundantes, escasa raiz café oscuro gruesa.

§ callos medianos café claro sin raiz ni tallo (provenientes del
indculo de hoja vertical).
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Tabla 1. Caracteristicas fisicas del material vegetal de Anredera scandens
obtenido por 10 factoriales de cu'tivo in vitro.

1 callo café oscuro grande con granulos blancos y 1 tubérculo
verde que a su vez presenta brotes verdes. Hojas grandes
abundantes, raiz adventicia y blanca abundante.
5 5de5 . 1 callo grande hojas abundantes grandes, tallo grande raiz

adventicia y abundante.

1 2 callos medianos café oscuro, abundante raiz, hojas medianas

‘ suficientes.
1 callo pequeio café oscuro, raiz gruesa escasa, sin tallo.

: 4 callos medianos café oscuro, de los cuales:
i 1 presento granutos blancos, raiz blanca suficiente, sin tallo.
5 " 5qes . 1 presento raiz blanca suficiente, hojas medianas suficientes
1 no presento raiz ni tallo.

‘ 1 escasa raiz pell ida, hojas pequeiias suficientes, tallo pequefio.

: ) 2 callos pequedios café oscuro no presentaron raiz nitallo .
UV p=s 0 26e3 20ed

1 T 838T00% | 6.4516%



Intervencion

Tabla1. Caracteristicas fisicas de! material vegetal de Anredera scandens

No. de
alivo Respuesta
2 -
2 -
2 2de?
5 5de5
5 5de§
5 5de5
5 5deb

obtenido por 10 factoriales de cultivo in vitro.

FACTORIAL 8 (ANA)

Contaminacién

1de$5

1ded

1de5

Caracteristicas

-No hay respuesta. Siembra de hoja (posicion horizontal) y callo.

No hay respuesta. Siembra de hoja (posicion horizontal) que se
encontrd seca.

2 callos pequeios café ascuro, con escasa raiz adventicia, Sin tallo.

1 callo muy grande café oscuro, con granulos claros, tallo grande
abundante raiz gruesa blanca y hoja mediana escasa.

2 callos grandes, con raiz blanca escasa, s/ tallo.

1 callo mediano, con tallo pequefio, hojas pequeias y raiz blanca
escasa.

2 callos grandes café oscuro con granulos claros, raiz blanca
abundante, tallo grande, hojas medianas abundantes.

2 callos medianos café oscuro con granulos claros, tallo mediano
raiz blanca abundante, hojas medianas escasas.

3 callos medianos, con raiz blanca escasa, tallo pequefio, hojas
pequefias casas.

1 callo pequefio, raiz escasa, fallo pequefio y hojas grandes
abundantes.

4 callos medianos café oscure con granulos blancos de los cuales:

1 presento abundante raiz gruesa café oscuro sin tallo y raiz 1 callo

grande café oscuro abundante raiz adventicia y raiz blanca gruesa,
hojas medianas abundantes
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Tabla 1. Caracteristicas fisicas del material vegetal de Anredera scandens
obtenido por 10 factoriales de cultivo in vitro.

5 callos pequefios café oscuro, de los cuales:
4 presentaron ligero color magenta en el medio (+}, y no presentaron
raiz, ni tallo

1 presento escasa raiz adventicia tallo mediano y hojas muy grandes
abundantes.

3 callos medianos café oscuro, con granulos claros, de los cuales

2 presentaron abundante raiz adventicia, tallo mediano y hojas
grandes abundantes.

Tuno con escasa raiz blanca, tallo pequefio y hojas pequerias

8 : 5 5des - suficientes.

1 callo pequerio café oscuro con abundante raiz gruesa blanca,

hojas medianas abundantes.

1 callo grande café oscuro, abundante raiz advenficia, tallo pequefio,

) IR hojas pequerias. Suficientes.
CE= o 2Tdedt 3ded

o BTO%B7% . 09.6774%
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Intervencién

No. de
cultivos

Tabla1. Caracteristicas fisicas de! material vegetal de Anredera scandens

Respuesta

2de2

5de5

5deb

2de5

obtenido por 10 factoriales de cultivo in vilro.

FACTORIAL 9 (IBA)

Contaminacion

Caracteristicas

No hay respuesta. Siembra de hoja {posicion horizontal) y callo.

2 Callos medianos café oscuro de los cuales:
1 presento: raiz escasa blanca, sin tallo.
1 no presento raiz i callo.

2 Callos pequeios café oscuro, sin raiz, sin tallo. (Sélo crecimiento
del cultivo inicial proveniente de callo.)

3 callos café oscuro medianos, con tallo pequeiio, raiz blanca
abundante hojas medianas abundantes.

1 callo grande, con raiz blanca escasa, sin tallo

1 callo muy grande con abundante raiz blanca gruesa, sin tallo.

3 callos café oscuro medianos, con tallo mediano, de los cuales:

1 presento raiz peld ida escasa, y hojas medianas suficientes.

2 presentaron hojas medianas escasas y raiz blanca abundante.

2 callos medianos café oscuro, con tallo grande, y hojas medianas
£5¢asas.

2 callos grandes café oscuro, raiz blanca escasa, tallo pequefio, y
hojas pequeias escasas.
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Tabla1.  Caracteristicas fisicas del material vegetal de Anredera scandens
obtenido por 10 factoriales de cultivo in vitro.

5de5

5des

| 2ded

L

0de3t
0%

2 callos grandes café oscuro con granulos blancos, suficiente raiz
adventicia. Tallo mediano con hojas medianas abundantes.

2 callo grande sin raiz ni tallo.

1 callo mediano café oscuro con abundantes granulos blancos, y
presencia de un tubéreulo con protuberancias verdes. abundante
taiz adventicia, tallo grande y hoja grande suficiente.

2 callos grandes con abundantes granulos blancos, de fos cuales:
1 presento abundante raiz gruesa café oscuro, sin tallo.

1 presenta tallo mediano, hojas pequerias escasas y raiz blanca
85casa.

3 callos pequefios café claro con abundantes gréanulos blancos,
escasa raiz blanca, sin tallo
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Intervencion

No. de
cultives

Tabla1. Caracteristicas fisicas del material vegetal de Anredera scandens
obtenido por 10 factoriales de cultivo in vitro.

Respuesta

2de2

2de?

5des

4ded

5de$

FACTORIAL10 (Testigo)

Contaminacion

tdes

Caracteristicas

No hay respuesta. Siembra de hoja {posicion horizontal) y callo.
1 Callo pequefio café oscuro, sin ralz, sin tallo. {Sélo crecimiento
del cultivo inicial proveniente de callo).

1 raiz blanca escasa sin callo, con brote de tallo.

2 Callos pequefios café oscuro, raiz escasa blanca, sintallo.

2 callos pequeios café oscuro, raiz blanca escasa, brote de tallo.

2 callos medianos café oscuro, raiz café abundante, y tallo
peguefio con hojas pequefias y escasas.

1 raiz abundante, blanca, sin callo, con tallo mediano y hojas

_pequerias abundantes.

2 callos medianos café oscuro, con hoja pequena y escasa,
abundante raiz blanca, de los cuales:

1 presento tallo pequefio

1 presento {alo grande y abundante.

2 callos pequefios café oscuro, con abundante raiz blanca, talo
grande y hojas grandes abundantes.

1 callo mediano, con raiz blanca suficiente, tallo mediano, hojas
medianas escasas.

2 callos pequeiios café oscuro, tallo pequedio, raiz escasa y hojas
chicas escasas.

1 raiz suficiente, no hay callo, tallo pequefio, hojas medianas
suficientes.
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Tabla 1. Caracteristicas fisicas def material vegetal de Anredera scandens
obtenido por 10 factoriales de cultivo in vilro.

2 callos medianos, café oscuro de los cuales:
2 presentaron raiz gruesa café oscuro sin tallo.

1 presento raiz adventicia, tallo grande, hojas medianas
abundantes.

5 4deb - 1 callo pequefio oscuro, raiz adventicia y raiz gruesa café oscura
suficiente, tallo mediano, y hoja grande suficiente.
1 sin la presencia e callo, se presento la formacion e un tubérculo
verde a partir de 1a hoja de indeulo, raiz suficiente, color banca, y
sin hojas
§ callos pequefios, café claro con abundante raiz blanca de los
cuales:

5 5de5 - 4 no presentaron tallo

: 1 presento tallo mediano con hojas medianas suficientes.

T3 Bdedt  1ded
© 0 90325%  3.2259%
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Tabla2.  Caracteristicas fisicas del material vegetal de Anredera scandens
obtenidos por el factorial 3 de culivo in vilro,

FACTORIAL 3 (KIN-1BA)

Intervencién  No. de Respuesta  Contaminacion

Caracteristicas
cultivos

Y ausencia de callo, raiz, blanca gruesa, tallo mediano, hojas muy
grandes.
1 callos café oscuro pequefio, de los cuales:
1 s6lo presento tallo de 1 cm de argo, y hojas pequefias, con
suficiente raiz blanca,
2 presentaron escasa raiz blanca, no presentan tallo, donde;
1 de ellos presenta ligera coloracion
magenta en el medio (+)
3 presentaron escasa raiz adventicia sin tallo,
1 no presento raiz ni fallo,
9 presentaron callo café oscuro mediano, de los cuales:
; ' 7 presentaron raiz blanca adventicia, de los cuales :
i 3 con raiz abundante

: 4 con raiz suficiente.
1 | 54 s4dess 1de54 2 presentaron tallo grande y hojas medianas abundantes

i 38 presentaron callo grande café oscuro, de los cuales:
i . 5 No presentaron raiz ni tallo
: 9 presentaron escasa raiz blanca adventicia donde:
4 de éstos presentaron tallo pequefio con

) hojas pequefias y abundantes.
! 5 no presentaron tallo.
i 22 presentaron raiz gruesa café oscura y raiz adventicia donde:
] . 13 de éstos presentaron tallos medianos

‘ con hojas medianas
9 no presentaron tallos.
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Tabla2.  Caracteristicas fisicas del material vegetal de Anvedera scandens

obtenidos por & factorial 3 de cultivo in vitro.

51 52de53

100 98de 100

TTUg=207 T 204de 207

98.5507 %

1de 53

2de 100

4de 207
1.8323%

3 presentaron escasa raiz blanca, sin callo de los cuales:
1 de ellos presento ligero color magenta en el medio (+).
26 presentaron callo pequenio café oscuro, sin tallo, de los cuales:
15 presentaron ligero color magenta en el medio (+).
16 presento raiz blanca escasa
1 presento raiz blanca abundante
13 callos medianos café oscuro, de los cuales.
4 no presentaron raiz nitallo
7 presentaron raiz blanca escasa, donde:
1 presento tallo mediano y hojas pequeiias suficientes.
6 no presentaron tallo.
2 presentaron raiz abundante, tallo grande y hojas medianas
suficientes.
1 callos grandes café oscuro, de los cuales:
1 no presento raiz nifallo,
4 presentaron raiz blanca suficiente, sin tallo
2 presentaron tallo mediano hojas medianas suficientes.
2 con raiz gruesa café oscuro sin callo.
45 callos pequefios, café oscuro, sin tallo, de los cuales:
29 no presentaron raiz.
16 presentaron escasa raiz blanca, donde:
3 presentaron ligero color magenta en el medio {+).
28 callos medianos, café oscuro de los cuales:
16 sin raiz ni taflo
12 con abundante raiz blanca gruesa, donde:
7 de ellos con tallo mediano, hojas
medianas abundantes.
25 callos grandes café oscuro, de los cuales:
9sinraiz, nitallo
5 presentaron escasa raiz blanca, sin tallo
11con abundante raiz blanca y café oscura, con tallo y hoja
pequeria suficiente.
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Figura 1. Material vegetal obtenido del cuitivo in vitro
de Anredera scandens, FACTORIAL 1

i

Figura 2. Malerial vegetal obtenido del cultivo in vitro
de Anredera scandens, FACTORIAL 2




REsuLTADOS

Figura 3. Materal vegetal oblenido del cultivo in vitro
de Anredera scandens, FACTORIAL 3

Figura 4. Maternal vegetal obtenido del cultivo in vitro
de Apredera scandens, FACTORIAL 3

TESIS OV
FALLA DE UniGEN




MARTINEZ CHAVANDO JUANA ITZE

75

Figura 5. Matenal vegetal obtenido del cultivo in vitro
de Anredera scanders, FACTORIAL 4

Figura 6. Matenal vegetal obtenido del cultivo in vitro
de Anredera scandens, FACTORIAL 5



RESULTADOS

Figura 7. Matenal vegetal obtenido del cultivo in vitro
de Arnredera scanderns, FACTORIAL 6

Figura 8. Material vegetal obtenido del cultivo in vitro
de Anredera scandens, FACTORIAL 7
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Figura 9 Matenal vegetal obtenido del cuttivo in vitro
de Anredera scandens, FACTORIAL B

R LN 2 I .._.‘_,.’.1‘-"'»‘ .
Figura 10. Material vegetal obtenido del cultivo /in vitro de Anredera
Scandens, FACTORIAL 9. Donde se observa un tubérculo

roN
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Figura 11. Material vegetal obtenido del cultivo in vitro
de Agredera scandens, FACTORIAL 10

Figura 12. Material vegetal obtenido del cultivo in vitro de Anredera
scandens, FACTORIAL 10. Se observa la presencia de un tubérculo

TESIS COV
FALLA D UHIGEN




79

MARTINEZ CHAVANDO JUANA ITZE

Figura 13. Material vegetal obtenido del cultivo in vitro
de Anredera scandens. FACTORIAL 3

Figura 14, Materiat calloso obtenido del cultivo in vitro
de Anredera scandens, FACTORIAL 3
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Resultados obtenidos del material vegetal, obtenido por el cuitivo

in vitro de Anredera scandens a partir de 10 factoriales
donde se muestra el porcentaje de respuesta

Porcentaje de respuesta

95
90
85
80
75
70

Tabla 3.
PORCENTAJE DE RESPUESTA

i

Factorial ‘| Porcentaje de respue;;!a

1 80.6451
: 87.0967

80.6451

o ] 77.4193
10 i eos22s

Grafica 1

PORCENTAJE DE RESPUESTA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Factorial
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Resultados obtenidos del material vegetal, obtenido por el cultivo
in vitro de Anredera_scandens a partir de 10 factoriales donde
se muestra el porcentaje de contaminacion bacteriana

Tabla 4.
PORCENTAJE DE CONTAMINACION

Factorial | Wl;;:rcentaje de contaminacion

Grafica 2

PORCENTAJE DE CONTAMINACION

Porcentaje de
contaminacion
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1

PESO HUMEDO
1 2
20843 1.7886
17856  1.8532
27072 19182
15136  1.1494
28288  1.9406
10912  1.9658
27552  1.854
25824 10284
1.8403  1.661
1.9632  1.8052
21952 11,7072
1.7376  1.8876
1.6288  1.8639
17222 1.7978
19219  1.1846
2,024 1.87
24032 1,7578
15296 1.8382
25024 1.8705
25984 1.8436
20911 19262
20490 1.8258
17121 1.8326
23821 19592
23760 21494
1.8942
1.8062

Tabla 5.

37128
3.9236
47112
4.4356
3224
3.9048
3.9783
3.1148
4.4494
4.1476
42764
41928
4.1262
3.0888
3.5204
3.8056
4,0976
4.1128
48412
4.1893
3.6292
41028
3.7904
3,626
3.2552

Determinacion de callos himedos sometidos a

10 factoriales con “n” repeticiones

FACTORIALES

22375
2.3475
2.2875
23525
22273
22723
24225
22732
2.5252
2.3073
232

2.505

2.6471

2.3741
2.2275
2.3750
22125
2415

23085
2.3923
2.2221

23572
27473
2.1825
24775
2,125

2.6703
24574
24715
2.4983
2.6082
25218
2.3284
26065
2.3004
2.628
25461
26109
24624
2.6757
25137
2.6676

2538 -

24921
25353
2.6102
25697
2.3301
23436
2.6217
2.5524
2376
24813

3.2265
27095
2.943
2574
2.466
2.7585
3.924
3.582
29475
2.9555
2817
24345
2916
2812
3.6585
375
38103
2.993
2.3895
3.3075
40905
4.1805
36156
3.6695
2.984

7

1.7
1.7277
17371
1.7104
1.6936
1.6891
1.7688
1.8364
1.7676
1.6996
1.8202
1.7931
1.7404
1.8012
1.7601
1.7822
1.7447
1.8829
1.7828
1.7594
1.0735
1.8772
17898
1.7195
1.7081
1.7404

1.6258
16312
1.7648
17532
1.6552
1.7074
15516
1.6492
1.7334
1.5696
1.5976
1.7334
1.5921
1.6902
1.6272
1.6443
1.7244
1.6156
1.6816
1.6254
1.6431
1.4958
1.6182
1.6413
1.6444
1.6596
1.6272

1.4263
1.1152
1.6137
1.5423
1.6218
1.6354
1.6014
1.4518
1.3566
1.4272
13617
1.5639
1.5753
1.5374
1.5419
1.5864
1.4909
1.5218
1.5538
1.4268
1.5558
1.5759

1.0716
1.0848
1.0788
1.1532
1074
1.0392
1.0056
11112
1.0296
1.0932
1.038
1.0776
1.0404
1.0884
1.0488
0.9996
1.2001
10368
1.1532
1.0008
1.0848
1.0728
0.948
1.0428
1.0836
118
1.0956

82
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Resultados obtenidos de material calloso obtenido por el cultivo in vitro de
Anredera scandens a partir de 10 factoriales donde se muestra la X (g) y el C.V. (%)

Tabla 6. PESO HUMEDO

Factorial X (@) C.V. (%)
1 2.0410 24.4453
2 1.7770 14.3001
3 3.9302 11.7991
4 2.3515 _6.0529
5 2.5191 4.3502
6 3.1823 16.9093
7 1.7340 8.3233
8 1.6482 3.7670
| 8 1.5037 7.9046
10 1.0709 5.2488
Grafica 3. PESO HUMEDO
5
4
g -
£
) H I I J ’ ” l lﬂﬂ D
o T

i‘actonal

Grafica 4. COEFICIENTE DE VARIACION

CV. (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Factorial
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RESULTADOS

Resultados del Analisis de varianza (ANDEVA) del Peso HUMEDO
del material calloso obtenido por el cultivo in vitro de Anredera scandens
a partir de 10 factoriales con disefio de 1 factor completamente al azar

Ho: No hay diferencia significativa entre tratamientos
Ha: Si hay diferencia significativa entre tratamientos

o = 0.01

F caiculaga = 214.0842

F tedrica (0.99, 9, 248) = 3.10

Grafica de distribucién de F

T Region de rechazo

Regién de aceptacion
o . 3.10

Se rechaza Ho .. se concluye que si existe diferencia significativa entre

tratamientos.
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PESO SECO

03775
03234
0.4905
0.2740
05126
0.1973
04992
0.4678
03324
0.1745
0.3976
03146
0.2955
03120
0.3472
0.3667
0.4352
0.2771
04534
04710
03779
03813
03102
04326
04305

0.3340
0.3464
0.3587
02146
0.2149
0.3676
0.3465
0.1924
03124
0.3349
03193
0.3536
0.3475
0.3364
02218
0.3497
0.3284
0.3426
0.3499
0.3444
0.3600
03414
0.3425
0.3653
0.4022
0.3542
0.3376

Tabla7.

0.4122
0.4355
05126
0.4927
03572
04334
0.4415
0.3456
0.4937
0.4604
04747
0.4655
04578
0.3430
03910
04226
0.4547
0.4564
05384
0.4652
04030
04545
0.4208
0.4025
03613

Determinacion de callos secos somefidos a

10 factoriales con “n” repeticiones

FACTORIALES

0.3562
0.3743
0.3645
0.3750
0.3545
03623
0.3862
0.3624
0.4023
0.3676
03697
0.3993
0.4221
0.3782
0.3561
03785
0.3527
0.3526
0.3678
03814
0.3540
0.3753
04376
0.3465
03247
0.3385

5

0.3519
0.3237
0.3258
0.3303
0.3438
0.3326
0.3070
0.3435
0.3032
0.3465
03355
0.3442
0.3246
0.3527
0.3316
0.3517
0.3343
0.3285
03277
0.3440
0.3385
0.3070
0.3086
0.3454
0.3362
03133
0.3268

6

0.3673
0.3090
03357
0.2934
0.2815
03147
0.4476
0.4089
0.3365
0.3363
03219
0.2765
0.3376
0.3203
04170
04272
04341
03415
0.2723
03761
0.4663
04746
04123
04184
0.3402

0.3297
0.3331
0.3352
03297
0.3265
0.3255
0.3412
0.3541
0.3410
0.3269
03512
0.3403
0.3357
0.3475
0.3390
03433
0.3356
0.3632
0.3437
0.3393
0.2071
0.3622
0.3452
03316
0.3432
0.3357

0.2985
0.3003
0.3252
0.3233
0.3054
0.3150
0.286!
0.3043
03178
0.2886
0.2945
03182
0.2937
03118
0.3002
0.3031
03172
0.2982
03103
0.2989
0.303%
0.2759
0.2985
0.3027
0.3034
0.3062
0.3000

0.2670
02110
0.3053
0.2920
0.3070
0.3090
0.3031
0.2738
0.2565
0.2702
0.2570
0.2963
0.2981
0.2912
0.2818
0.3001
0.2823
0.2890
0.2942
0.2700
02945
0.2983

00984
0.0962
0.0990
0.1059
0.0986
0.0954
0.0923
0.1020
0.0945
0.1004
0.0853
0.0989
0.0955
0.0999
0.0963
00818
0.1102
00952
0.1058
00819
00996
0.0985
00870
0.0957
0.0995
0.1093
0.1006
0.0960
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Resultados obtenidos de material calloso seco proveniente del cultivo in vitro de Anredera
scandens a partir de 10 factoriales donde se muestralaX (g) y el C.V. (%)

Tabla 8. PESO SECO

Factorial X () C.V. (%)
1 0.37008 24.4637
2 0.32663 15.9407
3 0.43584 11.6763
4 0.3734 6.1689
5 0.3318 4.3606
6 0.36268 16.8761
7 0.33487 8.3250
8 0.3037 3.7235
9 0.28398 7.9644
10 0.0982 5.2749

Grafica 5. PESO SECO

0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Media (g)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Factorial

Grafica 6. COEFICIENTE DE VARIACION

1 2 3 4 s 6 7 8 9 10
Factorial
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Resuitados del Analisis de varianza (ANDEVA) del PEsSO SECO
del material calloso obtenido por el cultivo in vitro de Anredera scandens
a partir de 10 factoriales con disefio de 1 factor completamente al azar

Ho: No hay diferencia significativa entre tratamientos
Ha: ST hay diferencia significativa entre tratamientos

« = 0.01

F caiculaga = 113.32

F tesrica (0.99. 9, 248) = 3.10

Grafica de distribuciéon de F

T Regidén de rechazo
3.10

Region de aceptacion

Se rechaza Ho .. se concluye que si existe diferencia significativa entre

tratamientos
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RESULTADOS

Porcentaje de humedad obtenido del peso seco y el peso
himedo de material calloso de Anredera scandens
para los 10 factoriales

Tabla 9. Porcentaje de humedad

' FACTORIAL |_PORCENTAJE DE HUMEDAD

_ 18.3812_

_.1oe8es .
_ 158817 !

Grafica 7. PORCENTAJE DE HUMEDAD

N
-]

-
(]

[*]

Porcentaje de humedad
-
-]

-]

Factorial
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Tabla 10. Resumen de resultados obtenidos en los 10 factoriales
donde se muestran valores sobre el material calloso

Factorial

ONOAWN -

0

Numero
de cultivos

hdmedo y seco de Anredera scandens

¥ peso 3 peso seco x de peso X de peso
homedo (g) (9) hiamedao (g) seco (g)

51.0254 2.2520 2.0410 0.3700 1

_Menorde 100

-

 Menorde 100 . |

% de
humedad

8.1321

25
27. 47.9792 8 192 1.7770 0.3266 18.3812
25 28.2568 0.8962 3.9302 0.4358 11.0895
26 61.1414 9.7103 2.3515 0.3734 15.8817
27 68.0176 8.9589 2.5191 0.3180 13.1714
25 79.5599 2.0672 3.1823 0.3626 11.3970
26 45,0858 8.7067 1.7340 0.3348 19.3114
27 44.5029 8.2008 1.6482 0.3037 18.4275
22 33.0833 6.2477 1.5037 0.2839 18.8847
28 29,9877 2.7498 1.0709 0.0982 9.1700
r= 258
204 518.8003 62.1564 2.5431 ©0.3046 11.9808
Tabla 11. Resuitados de pruebas fitoquimicas preliminares
| FacToRmAL | —_INDICE DE EsPUMA |
1 Menor de 1 OQ_‘R__,_~_!
.2 ! .. Menorde 100 B 2
L3 N __ 100 R
.4 i Menor de 1 OO e .
) s e . __Menorde 100 1
= i Menor de 100
——__ 7 J . Menorgeioco |
8 J ... Menorde 100 __ __|
=) J
o J
i
2

W
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RESULTADOS

Tabla 11.

Deteccidn de:
Alcaloides

Saponinas

Quinonas

Flavonoides

indice de

espuma
Hemodlisis
en

placa

(+)
)

Prueba
fitoquimica
preliminar

HClal 10 %
Dragendorff
Mayer
Silicotangstico
Sonnenschain
Wagner

Liebermann
Bouchard
Rosenthaler
Espuma,
estabilidad de.

H2S0a4
NaOH

Shinoda

= reaccién positiva
= reaccidén negativa

Resultados de pruebas fitoquimicas preliminares

Extracto Extracto Acuoso Extracto
Etandlico Cloroférmico
+ +.
+ +
+ +
+ -
+ +
+
-+ -+
100
24 hrs, +
Con halos de
14 mm.
48 hrs. +
agar

completamente
hemolizado
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ANALISIS DE RESULTADOS:

Como consecuencia de la aplicacion de la Biotecnologia para obtener
clonas de Anredera scandens, se tiene que en los resultados de caracteristicas
fisicas, de cada factorial se observa, la influencia de los reguladores de
crecimiento vegetal de acuerdo con los siguientes criterios evaluados:

Pequenria (auxina)
Tamario de hoja Mediana (sinergismo)
Grande (citocinina)

Presencia (auxinas)
Tallo, tanto presencia o Ausencia (citocinina)
ausencia y tamarfio Mediano (sinergismo)

Grande (auxina)

Café (auxina)
Raiz, color Blanca o adventicia (citocinina)

Chico (auxina)
Callo Mediano (sinergismo)
Grande (citosina o sinergismo)

En relacion a la micropropagacion de ejemplares de Anredera scandens se
produjeron ejemplares libres de contaminantes inherentes al s de colecta, por
medio de la reproduccion in vitro, bajo condiciones fisicas, quimicas y asépticas
controladas; de manera que se obtuvo un alto porcentaje de respuesta que es
representativo de acuerdo al nimero de muestras sanas obtenidas. en ensayos

repetidos.

Sin embargo no fue posible controlar en su totalidad la contaminacion
inherente al explante proveniente de la planta donadora, ya que éste tipo de
contaminacion se encuentra en la zona vascularizada de la misma; por lo que los
desinfectantes superficiales utilizados en la desinfestacion no penetran en dicha

area.
15.14_40

Asi también se encontré que el factorial numero 3 (Kin-IBA) promueve la
produccion de saponinas siendo evidente, en la determinacién del indice de
espuma con un valor de 100. Ademas cabe resaltar que fue el factorial que

proporciond mayor cantidad de material calloso (tabla 10).
14, 18. 19



ANALISIS DE RESULTADOS

En cuanto al porcentaje de humedad se tiehen valores que van del 9.17 5 al
19.3114 % (tabla 9, grafica 7), esto por 2 causas:
1. en el cultivo  in- vitfo‘ ‘se - da la micropropagacién - en altas
concentraciones de humedad. .
las auxinas son responsables del aimento en la permeabilidad en la

2.
- pared celular, y del aumento en la presiéon osmética.

14, 40,

.Con respecto al coeficiente de variacion tanto en peso himedo como en
peso seco se observa una gran dispersion relativa del factorial niUmero 1 (Kin-AlA),
como consecuencia de los reguladores de crecimiento vegetal.

(tablas 6 y 8)

En referencia a los resultados ANDEVA, para peso humedo y peso seco, se
tiene que se rechaza Ho al obtener una F calculada de 214.084 con una F teérica
de 3.10 para peso humedo, asi como una F calculada de 113.32 con una F
tedrica de 3.10 para peso seco. Afirmandose que existe diferencia entre ilos

tratamientos. (paginas 84, 87)
Asimismo al obtener ejemplares en condiciones o6ptimas fue posible

determinar la presencia de:

Saponinas

Alcaloides
Hemolisis en placa positivo a las 24 y 48 hrs.

indice de espuma, estabilidad de espuma.
Asi como la ausencia de:

Quinonas
Filavonoides.

A partir de pruebas fitoquimicas preliminares de los extractos:

Etandlico
Acuoso
Cloroférmico.
(tabla 11)
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CONCLUSIONES:

Al aplicar el cultivo in vitro como método biotecnoidgico para Ia
micropropagacion masiva de Anredera scandens, se tiene que se obtuvieron
clonas libres de contaminantes inherentes al sitio de colecta silvestre, que a su vez
se vieron influenciadas por el uso de un disefio factorial de reguladores de
crecimiento vegetal, que alteraron la cantidad obtenida de material calloso y la
concentraciéon de saponinas como metabolito secundario de interés microbiologico
y farmaceéutico.

Dado que se obtuvieron clonas sanas en condiciones optimas fue posible
determinar la presencia o ausencia de: saponinas, alcaloides, hemdlisis en placa,
indice de espuma, qumonas y flavonoldes

Por lo que se concluye que para obtener ejemplares sanos de Anredera
scandens por medio del:cultivo /n vitro, y a su vez estimular la produccion de
saponinas, se requ i :

Medio basal Murashige y Skoog (MS)

Kin (6-furfurilamino purina) (0.2 mg /7 mL),
IBA (Acido naftalenacético) (2 mg/ mL)

Reguladores del crecifniémd vegetal: K
Temperatura:. 26 °C = 2°C
Fotoperiodo: 16 horas luz / 8 horas de oscuridad
Luz: Blanca (lamparas fluorescentes)

Tiempo: 1.5 meses

PROPUESTAS:

Con la finalidad de dar seguimiento a ésta investigacién se propone, a partir
de la micropropagacion in vitro de Anredera scandens:

v Extraer y caracterizar las saponinas presentes.
v~ Realizar bioensayos con cepas bacterianas.

v' Determinar la presencia de betalainas.
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ANEXO A
Preparacion de solugiones stock y medio basal MS para el cultivo in vitro

Soluciones stock MS

Componentes | Concentracidén final (mg/L) 2 L
MS Mayor

MgSO.7H,0 ) 370 7.400
NH(NO; 1650 33.00
KNO, 1900 38.00
KH2PO, 170 - 3.400
MS Menor \
HiBO; 6.2 - ) 0.124
ZNSOs7HO 8.5.; - 0.172
CuSO45HO 0.025 0.0005
Kt 0.88. | 0.0176
CoCl-6H,O ~-0.025 0.0005
Na:MoO.-2H,0 0.25 0.0005
MNSO.-4H0 : 16.9 0.338
MS Vitaminas

Glicina 2 0.04
Acido nicotinico 05 . . 0.01
Piridoxina-HCI 0.5 0.01
Tiamina-HCI 1.0 0.02
Myo-inositol 100 2

Esta solucién debe guardarse a4°C.

r'rcpar;-cién de soluciones stock MS de hiero y calcio

Solucién de: [ Compuesto | Cantidad en gramos | Vol. en mL
Fe *? FeSO.7H0. 0.695 250
- NaEDTA 0.9325 250
Ca*? CacCl, 8.305 250

Estas soluciones se almacenan a 4 °C.

95
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Composicion quimica total del medio basal MS por litro.

Componentes Cantidad por L

MS Mayor 100 mL
MS Menor 100 mL
MS Vitaminas 100 mbL
Fe .EDTA 10 mk
cacl, 10 mL
Sacarosa ~30g
Aforar a 1L y ajustarelpH a 5.8 £ 0.1

8g

Agar bacteriologico

Verter 20 mL del medio basal en los reclPientes de cultivo (frascos gerber con
tapa) y esterilizarlo en autoclave a 15 Ib 7/ in® (121 °C ) por 20 minutos.

Cuando finalice el proceso de ésterilizacién. dejar enfriar el material para que el
medio adquiera una textura gelatinosa.

En caso de trabajar con medio liquido, no se debe anadir agar.

En éste ensayo en el que se comparan diferentes factoriales, se debe preparar
primero una solucidn basal que contenga los ingredientes en comun.
Posteriormente se repartird ésta solucidn basal en tantos matraces como
tratamientos por ensayar existan, posteriormente se agregaran las hormonas por

probar a las siguientes concentraciones:
Auxinas 2 mg / ml y citocinas 0.2 mg / ml

Finalmente se reparten en los recipientes de cultivo.
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ANEXO B

Preparacién de reactivos para andlisis fitoquimico

Alcaloides:

o

Saponinas:

o

Reactivo de Dragendorff. _Se disuelven 4.0 g de Bi(NO3); - 5H>0 en
10 ml de HNOj3 al 30%,; aparte se disuelven 13.6 gramos de de Kl en
25 ml de agua. Se mezclan ambas soluciones y se dejan reposar 24
hrs. Se decanta la solucién y se afora con agua hasta 50 mi.

Reactivo ebMayer. Se disuelven 1.36 g de HgClz en 60 m! de agua
y 5 g de Kl en 10 m! de agua. Se unen ambas soluciones y se afora

hasta 100 ml.

Reactivo del acido silicotingstico. Se disuelven 5.0 g de acido
silicotangstico (4 H20 . SO; - 12 WO;3 - 22 H;O) en HSOs 6 N,
necesario para formar 100ml de solucion.

Reactivo de Sonnenschein (acido fosfomolibdico). Se prepara una
solucién acuosa, saturada de molibdato de amonio y se ariade
lentamente a una solucién saturada de fosfato disddico (Na:HPO,)
que esta a unos 40°C hasta que no se forme mas precipitado. Se
recoge el precipitado por filtracion, se lava con bastante agua, luego
se pasa a un vaso donde se le mezcla con una solucion concentrada
de carbonato de sodio. La solucion se calienta hasta que se disuelve
hasta que se disuelve todo el precipitado. Después la solucion se
contintia calentando en bafo Maria hasta llevarla a sequedad y que
se haya desprendido todo el amoniaco. E! residuo se humedece con
acido nitrico y vuelve a secarse. El nuevo residuo se disuelve en una
solucion 1:9 v/v de acido nitrico y agua. Se filtra la solucion y se
guarda para su uso.

Reactivo de Wagner. Se disuelven 1.27 g de yodo (resublimado) y 2
g de yoduro de potasio en 20 m! de agua; la solucion se afora con

100 m! de agua.

Reactivo de Lieberman — Burchard. Se mezcla una solucién 1:1 v/v
de cloroformo — anhidrido acético y se afade una gota de acido
sulfarico al extracto etandlico. Otra técnica, afade al extracto
clorofdrmico de la muestra, 3 gotas de anhidrido acético con una
gota de acido sulfarico.
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o Reactivo de Rosenthaler. Solucién de vainiilina al 1 % en etanol.

Preparacion de ASC al5 %y al 10%
Pesar 13.2 g de base para ASC: y verterlos en un matraz erlenmeyer de
500mil. y .
Disolverlos en 330 mi ,d'e‘ agua célienytle' destilada, con agitacién constante.

21 ~5C’) por Zdvminutos

Esterilizar' eh ut oclave

‘Agregar la sangre de manera aséptica, resbalando por las paredes del
matraz -
Homogemzar. 'y verter de manera aséptica 20 m! de medio en cada caja

petrl

Dejar solidificar.

Las cantidades aqui mencionadas contemplan un 10 % por pérdida por
evaporacion.
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