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INTRODUCCION

e e e e e e -

La Biotecnologia ha sido considerada en la década pasada como una
de las alternativas de mayor atractivo potencial en la soluci6n de proble
mas de alimentacibn, salud, energia y contaminacibf, cuya complejidad y -
magnitud crecen dia con dia.-

Los microorganismos, células vegetales y animales son entes muy -
versitiles con los cuales es posible concebir que a través de técnicas de
fermentacién se pueden suministrar al hombre algunos de los productos que
requiere para cubrir sus necesidades como: firmacos, alimentos, agentes -
saborizantes y suspensores, compuestos quimicos de gran uso, asi como --
energéticos.

El cultivo "in vitro' de células, tejidos y 6rganos de plantas es
una de las ramas de la Biotecnologia de la que México y otros paises del
tercer mundo podrian obtener grandes beneficios a corto y a largo plazo.

En Mexico las actividades en este campo se iniciaron en 1970 a -- ~
rajz de la firma de un Convenio de Colaboracién Cientifica entre México y
Japén . Como ya se mencionf para nuestro pais y para otros en situacifn
econdmica parecida, el empleo de éstas técnicas puede aplicarse en la agri
cultura siendo muy importante en tres aspectos fundamentales :
a) Micropropagacién de cultivos
b) Preservacion de germoplasma agrontmico y silvestre
¢) Mejoramiento genstico de especies.

El cultivo de Tejidos también contempla aplicaciones dentro de la
Industria Quimica, contando con una Industria Farmaceftica en desarrollo
que puede obtener beneficios econémicos con la biosintesis o biotransfor-
macién de metabolitos secundarios por células cultivadas 'in vitro" , --
siendo esta area la que atafie a este trabajo.se pretende implementar un mo
delo que permita el Jominio de dicha tecnologia en la obtencifn de glucé
sidos cardiacos. . '



Motive por el cual sera necesario un cuidadoso analisis de las pers
" pectivas y de los problemas prioritarios as{ como la creacifn de un sistema
- que coordine la investigacibn y optimice esfuerzos.

Es fundamental que una Tecnologia potencialmente importante como lo
es el cultivo de células vegetales, esté intimamente ligads a la realidad
social y econbmica del paiss.



1.0 FUNDAMENTACION

1.1  HISTORIA

La principal fuente de obtencifn de los gluc6sidos cardiacos es
el género Digitalis, de las especies Digitalis lanata y Digitalis purpu-

rea ( la primera originaria de los Balcanes y la segunda de la Peninsula
Iberica), desgrita por primera vez en el Dioscédrides , en el cual se ha-
cian juicios respecto a su accibn terapeittica, se sabia que era venenosa
pero se le utilizaba como panacea para curar desde un catarro y hasta se
decia que servia para curar tuberculosis. Hieronymus Tragus la denominb
digitalis del género digitus ( que significa dedo ) en Estraburgo en ---

1539, Es en 1775, que el Dr. William Whithering practica con digitalis y '

se dice que una hechicera de Stanford Inglaterra es.la que le ensefia a -
utilizarla efectivamente .16

La Digital consta de un gran talle con preciosas flores, en forma
de dedal y sus hojas parecen lenguas de dragn fig. 1, Ila digital depen
diendo de su especie varia en color y forma pero muy ligeramente. La di-
gital nativa de Buropa, se tenia como planta ornamental por su gran be--
lleza en casi todos los jardines y como tal entrd al nuevo mundo.

Después de haber sido enviada como regalo, se escapd de los jardi

nes y ahora crece libremente por todes los Estados Unidos de Norteaméri-
16
ca.

1.2 CLASIFICACION, FUENTES Y DISTRIBUCION DEL GENERO DIGITALIS
1.2.1 CLASIFICACION
Digitalis purpurea es una planta bienal que florece de mayo a ju-

nio , a veces perennizante , en el primer afo crece un rosetbn de hojas -
a raz del suelo y cuvo diametro llega a medir hasts 70 cm dependiendo de

la regibn, entallece al segundo afic y echa un véstago que puede crecer -
hasta cerca de Zm. Sus hojas estan sostenidas por un rabillo que se acor-
ta hasta desaparecer en las superiores, las cuales pueden escurrirse a lo

:
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largo del tallo y tienen forma variable, generalmente entre aovada y lan
ceolada o mas anchq con la enervadura saltada al enves ,posée vellosida:
des y es de color blanco, por el mismo.

La flor mide de 3 a 5 om y es aventricuclada en el centro con mo-
titas negras en su interior. Sus semillas son tan pequefias que apenas mi
den unos milimetros y estén contenidas en un fruto muy pequefio, el cual
produce cientos de ellas

La Digitalis lanata es roja y sus flores son mas pequefias, pero -
tambien tienen forma de dedal. La clasificacibn boténica de Digitalis pur-
purea es la siguiente :

REINO Vegetal - N
DIVISION Espermatophyta ’

SUBDIVISION  Angiospermeae

CLASE Dycotiledoneae

ORDEN Tubifloreae

SUBORDEN Solalineae

FAMILIA Crophulariaceae

GENERO Digitalis

ESPECIE  Digitalis purpurea

Digitalis tiene um mayor contenido de glucbsidos cardiacos que
otros géneros, es por esto que se Siguen extrayendo del mismo, variando -
el contenido dentro de sus mismas especies como se observa en la tabla I.

México cuenta con una alternativa en la obtencién de gluchsidos
cardiacos, en el género Thevetia que se encuentra de manera silvestre y -
distribuido ampliamente en todo el pais. Al respecto se han realizado es-
tudios en donde Syntex y ENEP Zaragoza ‘evaluan la obtencibn de digi
toxigenina a partir de semillas de Thevetia.

1.2.3 DISTRIBUCIN

La Digitalis habita en regiones boscosas altas, con clima Hime



TABLA 1.~ % GLUCOSIDOS CARDIACOS EN DISTINTAS ESPECIES DE Digitalis

D. lutea Subesp.Australis __ 30 glucdsidos
D. dubia 31

D. davisiana 13

D. grandiflora 23

D. viridiflora 22

D. leavigata 24

D. ferruginea Schiskinii 33

D. cariensis lamarckii 39

D. purpurea

identificados 2 no identi-

0.47%
0.15%
9.26%
0.19%
- 0.14%
0.40%
0.63%

0.5%

ficados.

1 no identi~
ficado.

5 no identi-
ficados.
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do pero soleado; de suelos siliceos o descalcificados. Generalemente cre-
ce acompafiando a los robles y abetos, arraigando en las fisuras de las ro-
cas y pefiascos desde el nivel del mar hasta unos 1000 m de altura.

México cuenta con una especie aloctona en los estados de Puebla, --
Hidalgo y Sur de Veracruz de Digitalis purpurea, de la cual se extraen los
gluc6sidos cardiacos, y desafortunadamente no se han realizado estudios pa
ra la domesticacion de su cultivo. Motivo por el cual es importante reali-

zar investigaciones al respecto, ademis de montar procesos de extraccibn -
y separacién de los glucbsidos cardiacos.

1.3 COMPOSICION QUIMICA

Los glucbsidos cardiacos aislados de fuentes naturales estén consti
tuidos estructuralmente por un nicleo esteroidal (anillo del ciclopentano-
perhidro fenantreno), conocido como aglucona o genina, la cual en el C-3,

se encuentra unida por medio de un enlace glucosidico a un monosicarido,-
0 a una cadena de éstos y cuya estructura (I) es la siguiente:

CH;

OH

GENINA (I)

Los cardenélidos como suele denominarseles también com

tienen C-23 ya que en el C-17 el esteroide estf unido a un anillo de lac
tona. insaturado. Existe otro tipo de glucbsidos, denominados bufadienblidos
cuya estructura es similar a la de los cardenflidos, éstos poseen en el --



6

C-17 una lactona de seis miembros, una & -pirona o hexadienélido, y por
consiguiente se convierte en una estructura de C-24 (II):

0\_;0

/

OH
HO

o - pirona ., o© hexadienélido (II)

La digitoxigenina (III) es la aglucona mas sencilla aisla-
da hasta el momento de fuentes naturales, con accién cardioténica, sin --
embargo la utilizada es la digoxina (IV); su diferencia radica en que es-
ta posee un grupe OH, unido en el C-14, la estructura es la siguiente:

D

digitoxigenina (111)



digoxina (IV)

La digitoxigenina (II1), se puede aislar también en forma
prictica a partir de la nerifolina(V) y de la 2'-acetilnerifolina (VI) que
se encuentran contenidos en lasemilla de Thevetia, seglin estudios reali-

zados en Syntex y ENEP Zzn‘agoza“'.3 8

0
N—0
' ™
CHyn
o
OH
OH
c 0 : o]
| I Y7
nerifolina V) ’ 5<
CHy ‘
0
COCH H
H .
CHS 0

2'-acetilnerifolina (VI)




1.4 METODOS SINTETICOS

Los intentos de sintesis han sido en vano y la Gnica que se ha podi
do realizar es a partir de 3 - -acetoxi-5- -androstan-17-ona Y donde
obtener el 14- -hidroxi-20-oxisteroide es dificil y por lo tanto no es -
costeable, la sintesis fué llevada a cabo por Sondheimer y se puede apre
ciar en la fig. 2.

1.5  FARMACOLOGIA
La accibn farmacolégica de digitalis se puede resumir como sigue:

a) Aumento de la contractilidad del mlisculo cardiaco (actividad inotrépi
ca)
b) Prolonga el periodo refractario del nbédulo atrioventricular y del Haz

de Hiss disminuyendo la frecuencia cardiaca.
c) Aumenta la sensibilidad del nodulo sinoatrial al control del vago.

Su accibn a nivel celular no esti definida s6lo la que ejerce en -
el misculo cardfaco anormal y no en el normal. Se sabe que inhibe el trans
porte de sodio y potasio a través de la membrana del eritrocito y existen
evidencias de que posiblemente esta accidn s6lo se ejerza en la distribu-
citn de potasio.

1.6 ASPECTOS SOCIOECONGMICOS
1.6.1 INCIDENCIA DE ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

Seglin estad{sticas recientes del Instituto Nacional de Cardiologia,7
México se encuetra dentro de los dier primeros lugares con un mayor indice
de mortalidad por enfermedades cardiovasculares a nivel mundial, esto -
se puede apreciar claramente en la fig. 4. Al mismo tiempo la mortalidad -
por enfermedades cardiovasculares en la Repliblica Mexicana también ocupa
los primeros lugares, la cual comprende ambos sexos y a todas las edades -
revelando que adquieren importancia desde muy temprana edad; aunque la mor
bilidad en estas enfermedades e¢s mavor que el porcentaje de mortalidad; --
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E también es importante mencionar que estos indices se incrementan en personas
mayores de 30 afios. Por otra parte la tasa de mortalidad hasta el afio pasado
- por enfermedades del coraz6n y tumores malignos ha crecido significativamen-
te. '

En la Repblica Mexicana, se observa que el fndice aumenta en las --
grandes ciudades como Monterrey, Guadalajara y el Distrito Federal, tal vez
debido al agitado ritmo de vida que se lleva en ésas ciudades por su alta in
dustrializacién como se observa en la tabla II

Por lo anterior puede decirse que la tendencia de mortalidad cardio-
vascular es a ir en aumento; va evolucionando con el desarrollo, ya que como
observamos las tasas mas altas pertenecen a paises industrializados. Por tan
to debe ponerse mayor atencién al diagnosticar los padecimientos, para poder
erradicarlos poco a poco, y un estudio de la mortalidad d un dato muy obje
tivo de ello

1.6.2 PRODUCCION Y CQMERCIO

- La mayoria de las hojas de digital del comercio se obtenia de plantas
silvestres de -Oregon, Washington, Nueva York y Europa. Pero los glucfsidos -
de digital son muy lébiles y para asegurar un potencial uniforme S.B. Penick
§ Co , ( que es la que produce mas de las tres cuartas partes de la digital -
en E.U.) empez6 a cultivarla en campos de Meadow Springs en Oley, Pennsylva--
nia, Ellos hacen crecer a la digital worada o Digitalis purpurea, de retofios

nuevos cada afio, ya que s6lo usan las hojas del primer aiio; Se recogen a mano
en otofio, se secan en bandejas y en hornos especiales que contrclan el conte
nido de humedad y de ahi se empacan en tambores herméticos. .

En Europa Meer Corporation y Burroughs Wellcome proporcionan la espe
" cie griega D. lanata . El prim:ipél problema radica en calibrar su potencia
con respecto ‘a un patron de medida. Dependiendo de la especieé de digital el
contenido de glucbsidos es diferente en cada umo de ellos.

Los gluchsidos cardfacos en especial digoxina y digitoxina son los -
firmacos de primera eleccién en el tratamiento de éstas enfermedades afin a -
pesar de su estrecho margen de seguridad. Estos activos son importados en su
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TABLA II. MORTALIDAD POR ORDEN DE IMPORTANCIA EN LA
~ REPUBLICA MEXICANA POR ENFERMEDADES CAR--
DIOVASCULARES

COMPRENDE CINCO ZONAS QUE SON:

ZONAS ~ DE INCIDENCIA ESTADOS QUE COMPREMDEN
1 28,1 BON, SON, SIN, DG), TA'PS.
2 - 25.0 lP‘IL, NICH, COAH, VER, YUC- -

JAYJ HGL TABI WPI PDRI =

3 3y : JAL, 0L, ZAC, SLP, CHIS, -
| MS: Q R(D; Em- TEX

4 | 94 ORO, PUE, BCS

5 S &0,
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totalidad, son introducidos como Acetilgigoxina y Lanatésido C, segin repor-
: :j»tes del Instituto de Comercio. Exterior , Suiza es el principal abastecedor
de éstos como se puede observar en las figuras 5y 6.

Mexico, cuenta con una especie aloctona de D. purpurea de la cual
su cultivo no ha sido domesticado por 1o que se considera necesario realizar
estudios al respecto.
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1.7 CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES
1.7.1 ANTECEDENTES

Antes de 1930 los intentos por cultivar células vegetales o tejidos
aislados, como una alternativa para la propagacién de les mismos "in vitro"
habfan fracasado y fué hasta esta fecha que algunos invescigadores aporta--
ron técnicas adecuadas para el cultivo de raices de alzunas plantas. En --
1938 un cultive de tejido tumoral de un hibrido de tabaco y callos de Zana-
horia contribuyeron favorablemente al desarrollo de esta técnica.ll

A partir de 1960, la metodologia se ha venido desarrollando notablemen-
te, hasta culminar en técnicas . altamente especializadas, que se han dado -
a lo largo de la década pasada, en la cual se ha visualizado un panorama im
portante en la variedad de vegetales, que se contemplan en el campo de ali-
mentos y medicamentos. 5.7,9.30

A El desarrollo de estas técnicas no se habia propiciado, por lo que 1los
dos grupos que tradicionalmente han estudiado este tipo de metodologia lo
utilizaban con diferentes enfoques, asi a los quimicos solo les interesaban
los cultivos de células para estudios biosintéticos como una alternativa pa
ra poder sintetizar en el laboratorio dichos compuestos. En cambio, a los
fisiflogos vegetales les intersaban los mecanismos que intervienen en la --
fomaci&n de productos secundarios. Por el contrario la actual integracién
de grupos miltidisciplinarios ha logrado grandes avances en la Ingenieria -
Genética, han venido a revolucionar estos campos ya que con su ayuda se ha
logrado obtener selectivamente y en cantidades considerables compuestos ---
especificos mediante la técnica de cultivo de células vegetales. 31

El Cultivo de Tejidos vegetales (CVT) es la técnica de hacer crecer cé.
lulas, Tejidosy-6rganos vegetales en un medio definido y en la ausencia de
microorganismos.

Los cultivos de células vegetales pueden efectuarse con diversas par--
tes db-1a planta por lo que mencionan las siguientes :
a) Cultivo de Organos .- se aislan los 4rganos, incluyendo cultivos de ex--
plantes de rafz, tallo, hojas, partes inmaduras de
flores y frutos.’
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b} Cultivo de emb;iones .~ este se realiza a partir de embriones inmaduros
, aislados.
¢) Cultivo de callos .- Es la proliferacitn de celulas desorganizadé a par
tir de explantes de drganos. los callos crecen --
usualmente comouna masa sobre un medio sblido.
d) Cultivo en suspensibn .- Pequefios agregados de células se dispersan en -
un medio de cultivo liquido y con agitacifn.

Para poder realizar el cultivo de células vegetales hay que tomar enconside
racidn los siguientes aspectos.

1.7.2  FUENTE VEGETAL PARA CULTIVO DE TEJIDOS
El éxito de la técnica de cultive, depende de las condiciones en que

se encusntra la fuente vegetal. Hay una variabilidad considerable asociada
con el genotipo de las plantas usadas como méwlos, de aqui que sea impor-

-tante considerar los siguientes factores :

1.7.2.1 Seleccitén del Organo / tejido

Debe elegirsc el mis apto para el cultivo de tejido, por lo que se

deben realizar forzosam:nte y para cada 6rgano, estudios sistemiticos, para

comparar cual es el mis adecuado.
Aunque se ha considerado que las células vegetales son totipotemcia
les, se ha observado que existen limitaciones en algunos tipos de células.

1.7.2.2 Fase de desarrollo del tejido

Se ha observado que las plantas jovenes o en crecimiento son las --
que poseen mayor regeneracidn en explante, a diferencia de las plantas adul
tas,. En la fase joven el desarrollo vegetativo es vigoroso y la fase repro
ductiva es vigorosa y 1a de crecimiento es lenta en las plantas adultas; am
bas son ficilmente distinguibles y pueden estar presentes al mismo tiempo -
en la planta.

1.7.2.3 Tratamiento de 1a fuente vegetal
Es necesario mantener condiciones estandar , para evitar diferen--
cias en el cultivo y mantener la mayor uniformidad posible, para lograrlo -
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es necesario tener en cuenta los siguientes requerimentos :

a) Requerimentos Estacionales .- Dependiendo de la estacién del afo, las dife
rencias en la regeneracién de la planta no son notables, los requerimentos
climiticos son por ejemplo: fotoperiodo o temperatura.

b) Requerimentos mutricionales.- Afectan el establecimiento del cultivo vege-
tal., .

c) Etiolacién .- Se refiere a los cambios de intensidad de luz sobre la fuen-

' _te vegetal, en la que ésta puede provocar una respuesta favorable o no.

d) Tratamiento con reguladores de crecimiento .- Estos pueden mejorar las res
‘puestas de 1 os explantes en las condciones de cultivo.

1.7.2.4 Tamafio del explante

Se sabe que entre mayor es el explante, mayor es la posibilidad de
‘contaminacién, por lo que éste debe ser de un tamafio minimo, pero suficiente
para inducir el aultivo vegetal.

1.7.2.5 Desinfestacién del explante

Es necesario eliminar todos los microorganismos del tejido antes de
ser cultivado, ya que éstos pueden destruir el tejido. La presencia de micro
organismos en el cultivo provoca competencia metabblica por los sustratos, -
1o cual afecta las condiciones del cultivo; los desinfestantes utilizados --
pueden ser etanol, hipoclorito de calcio o sodio, peréxido de hidrégeno, una
vez desinfestado el tejido todas las subsecuentes manipulaciones deben rea--
lizarse en condiciones estériles.

:1,7.3  CONTROLES DEL MEDIO AMBIENTE

1.7.3.1 Condiciones mutricionales

Para el desarrrollo de los cultivos, asi como el funcionamiento 6p
timo de los mismos, es necesario que los medios de cultivo contengan canti-
dades adecuadas de sales de los siguientes elementos :
a) Micronutrientes : estin presentes en pequefias cantidades en los vegetales
ysomI,B ,2n ,M ,M ,Co ,Al ,Ni
b) Macromutrientes : Son esenciales para el desarrollo normal de la planta,
como : C, N ,P04,H ,OZ,S,Ca , M ,K, Fe .

Los macromitrientes son importantes ya que la concentraci6n de sus -
jones regula la presibn osmética y el pH. Asi mismo los micromutrientes ac---
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tlian como elementos catalfticos en las reacciones metab6licos de éxido-reduc
cién de las plantas, su funcién es como cofactores de sistemas enzimiticos,

1.7.3.2 Fuente de Carbono

Las fuentes de carbono que mejores resultados han dado son mono y disa-
ciridos. Dentro de los primeros se encuentran glucosa y fructosa que dan ex
celentes resultados v como disacdridos es la sacarosa la representativa y --
mis importante, ésta fuente es esencial para la produccibn de metabolitos se
cundarios. En estudjos realizados para la produccién de gluc6sidos cardfa--
cos la fuente $ptima es sacarosa en una concentracidn del 3%.

1.7,3,5  Fuente de Nitrégeno

Generalmente los medios de cultivo contienen nitratos y sales de amonio,
las cuales son las fuentes de nitrdgeno para el crecimiento de planta dando
buenos resultados por si solas, pero la combinacién de ellas da un balance -
adecuado para el desarrollo del cultivo de tejidos. E1 nitr6geno asimilado
es utilizado para la sintesis de aminifcidos, 4dcidos mucleicos y es también
importante para la produccifn de metabolitos secundarios.

1.7.3.4  Fuente de fésforo

El1 f6sforo es irportante para la produccién de ATP siendo los fosfatos
la fuente tipica en el cultivo de tejidos vegetales, aln los estudios reali-
zados para la produccibn de metabolitos secundarios, no muestran que partici
pen de manera importante. '

1.7.3.% Vitaninas

Estas sustancias no pueden ser producidas por s{ mismas en el cultivo de
tejido vegetal por ello que sea importante introducirlas. Las vitaminas mds
utilizadas en medios de cultivo son: tiamina, &cido nicotfnico, clorhidrato
de piridoxina y 4cido pantoténico, ya que éstos tienen la ventaja de favore-
cer la respuesta del explante. -

1.72.3.6 % Reguladores de Crecimiento
Las hormonas vegetales es el término usado por los fisidlogos vegetales
y la definen como una sustancia producida en estructuras a tejidos de 1la plan
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ta la cual es transferida a otras partes para ejercer su influencia en un -
proceso fisioldgico especifico. Existen varias sustancias sintéticas, las
cuales son capaces de causar o provocar efectos similares que las sustan---
cias sintetizadas por la planta. Por ello que en la actualidad se ha prefe
rido denominar como 'regulador de crecimiento'' a aquella sustancia natural
sintética capaz de provocar una respuesta fisiolfgica y morfolégica a cual-
quier estadfo ontogénico de la planta siendo éstas: auxina, citocininas, gi
berelinas, 4cido absicico y etileno.

AUXINAS

Las auxinas en mixima concentracién se encuentran en las yemas, 4
pices de crecimiento de ramas, hojas y rafces.

Las auxinas estimulan el enraizamiento y formacién de brotes. Las
auxinas incrementan la plasticidad de la pared celular permitiendo la entra-
da y salida de agua; al mismo tiempo estimula la actividad enzimitica. ---
Van der Wonde (1972) evalfia que las auxinas exdgenas en cultivo vegetal incre
menta la sintesis y la actividad de la enzima glucano sintetasa. La elonga-
cién se produce por incremento en la permeabilidad de la célula, provocando
reducci6n de la pared celular. El orden creciente de potencia de las auxi--
nas es el siguiente: 2,4-D CPA ANA AIB AIA.

" La auxina natural es el 4cido indol-3-acético (ATA)(VII). Los com
puestos de origen sintético con actividad de auxina son: 4cido naftalenacé--
tico (NAA) (IX) y el 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)(XI}, el 4cido --
indol-3-butrfco (AIB) (VIII), el &cido paraclorofenoxiacético (CPA} (X).

La relacién estructural de todos éstos compuestos que poseen un -
nicleo insaturado plano que puede ser bencemo, indol, naftaleno con una ca--
dena lateral que posee un grupo carboxilo, Sus estructuras aparecen en la -
figura 7. '

CITOCININAS

Intervienen en la muitiplicacién celular, ademis de estar involu-
cradas en procesos de iniciacién y proliferacién de brotes, alargamiento y -
elongacién celular, retardacién del envejecimiento, rompimiento de la dor---
mancia de las semillas , partenocarpia y floracién. También estimuilan la --
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sfntesis de protefnas especificas que estén involucradas en la metafase y
por lo tanto dicha fase se prolonga y en consecuencia la profase'nd se ve
afectada; esto sucede en estas etapas de la reproduccién celular.

La primera sustancia aislada con esa actividad fue la cinetina  --
(6 furfurilaminopurina) (XII}, las citocininas poseen ura estructura bdsica
de anillo de purina,de las mas conocidas son: cinetina (XII), benciladenina
(BA) XIII), 6-bencilaminopurina, zeatina (XIV), y cuyas estructuras se obser
van en la figura 8.

GIBERELINAS (CA)

Estimlan el crecimiento del brote principalmente acelerando las tasas
de elongacin y entre las células en la regifn subapical del meristemo donde
se estan desarrollando los entremudos jévenes, también se les atribuye la in
duccibn a 1la sintesis de enzimas hidroliticas del tipo de las amilasas y pro
teasas durante la gemminacién de cereales.

Son diterpenos y se han aislado de hongos y plantas, hasta 1979 se cono
cieron 33. Los m4s abundantes son: GA, GA; GA, y GA,.
s

ETILENO = . -

Lo produce la misma planta en situaciones de estress y sus efectos son
negativos. El etileno es un compuesto gaseoso, que regula el crecimiento ve
getal sus efectos téxicos sin inhibidores en su mayorfa produciendo achapa--

rramiento, hinchazén lateral de los tallos, inhibe el transporte de auxinas,
causando pérdida del comportamiento geotipico normal.

- ACIDO ABSICICO

Se identifica en 1965, es aislado de frutos de algodén, estimula la --
absicién, causa dommancia, acelera 1a cafda de las hojas y del fruto, inhibe
1a floracién de plantas inhibe la sintesis de las enzimas producidas por el
GA en la germinacién. ‘

‘1,7.3.7 PRECURSORES.-

La adicién de una sustancia que forma parte de la biosintesis



FIGURA

(XI1)
CINETINA

8

g
- AN N
P

ESTRUCTURAS  DE CITOCINIﬂAS

(X111 )y
BENCILADEN INA

H CH,CH

-

( X1V )
ZEATIHA

23



24

de un producto deteminade puede ser téxica o favorable al medio de cultivo,
ademas de que puede incrementar la produccibén del metabolito secundario.

1.7.3.8 Factores fisicos

La luz es el factor mis importante en la produccién de metaboli--
tos secundarios ya que su efecto tiene un papel importante, de lo anterior
existen una gran variedad de estudios al respecto.

La temperatura en la que generalmente crecen y aesarrollan bien -
los cultivos est4 en el intervalo de 25-27°C. la humedad y las condiciones -
atmosféricas, dependerin de las condiciones del cuarto de crecimiento de los
cultivos y se recomienda que sean siempre las mismas,

1.8 CONTROLES BIOLOGICOS
1.8.1 Crecimiento

La actividad biosintetica de los cultivos de células vegetales g
generalmente varia con el crecimiento y formacién de productos que son esencia
les para la produccidn - metabolitos secundarios.

Datos experimentales sobre la produccién de metabolitos secaumnda-
rios con respecto al tiempo ( ya que se tienen pocas evidencias acerca de la
interreliacién entre la velocidad de formacién del producto y la edad de las

- células individuales en el cultivo de células vegetales), indican que los pa

trones de produccifn-crecimiento pueden ser representados por los sipuientes
comportamientos.
1.- La produccibn ocurre paralelamente con el crecimiento celular
o 2.- La formacién del producto se retrasz hasta que el crecimiento celular de
clina o cesa.

Con el £in de incrementar la eficiencia de produccibn del meta-
bolito, se considera la posibilidad de acortar la fase 'lag", que es una eta
pa anterior a la iniciacién de la sintesis del producto, sin embargo los es-
tudios realizados al respecto son muy pocos.



1.8.2 Morfogénesis de células en cultivo

En las plantas superiores, hay ciertos compuestos los cuales son sin-
tetizados o acumlados sblo en 6rganos o tejidos particulares, de aqui que -
la diferenciacién morfolégica sea necesaria para la obtencibn de metabolitos
secundarios.

. La fommacién de estructuras especializadas se puede dividir en cuatro
grupos, dichos fenémenos morfogenéticos presentan algunos problemas los cua-
les deben ser resueltos antes de usar estas respuestas libremente, para que
sean de utilidad en las aplicaciones en que participan.

Bajo ciertas condiciones , los callos., las células en suspensién ob-
tenidas de tejido vegetal diferenciado o algunas células aisladas de proto--
plastos pueden modificarse para inducir la formacién de gran cantidad de rai
ces , brotes o estructuras semejantes a embriones (embrioides).

Los fenomenos morfogenéticos se dividen en:

a) Formacién de raices .- Es el tipo mis frecuente de morfogenésis que se -
puede observar en el cultivo de células. Muchos -
cultivos muestran formacién de raices, pero esta
organogenésis es tan esporidica que no ofrece mu-
cha esperanza para determinar las condiciones bio
quimicas requeridas para la induccibn de este fe-
némeno.

b)‘ Formacién de brotes .- Los cultivos pueden dar origen a un mmere grande
de pléntulas las cuales pueden originarse por for
macién de yemas o brotes mediante el proceso dg -
embriogénesis. La capacidad es diferente de espe-

. cie a especie.

¢) Diferenciacién celular.- Los estudios con cuitivos de callos han llevado
al conocimiento de algunos factores que son impor
tantes para la detenpinaci6n del patrén de dife--
renciacién vascular.

Los cultivos de células vegetales ofrecen un buen material para el es-
tudio de la diferenciacién celular y de la biosintesis de productos secunda--




26

rios, los estudios realizados hasta la fecha nos indican que a semejanza de
lo que ocurre en la planta, el producto secundario se foma em mayor canti--
dad en cierta fase del ciclo celular y se ve influida frecuentemente por la
relacién hormonal.

1.8.3 Variaci6n biosintetica por productos secunaaarios

La variaci6n celular es otro factor, el cual puede regular el metabolis
mo secundario, ya que posee un alto potencial respecto al mejoramiento de la
capacidad biosintética de linegs celulares sumamente productoras de un meta-
bolito secundario espec{fico. Mediante el conocimiento de génetica y por me-
dio de técnicas adecuadas de seleccion celular, se realiza el mejoramiento -
de lineas celulares ya sea por :

a) Pusién sématica

b) Transformaci6on

c) Mutagénesis

d) Obtencién de haploides

La implementacion de dichas técnicas seri de gran importancia en el -
campo de cultivo de células vegetales para la produccion de metabélitos se-
cundarios.

1.8.4 INDUCCION DE TEJIDO CALLOSO

Dependiendo del tejido, el callo se puede obtener de la corteza , cam-
bium, florema secundario o xilema parenquimatoso, el Gnico requisito que --
se necesita, es que el explante del cual se va a inducir callo estée previa-
mente desinfestado para sembrarlo en condiciones estériles en un medio de --
cultivo sélido. El tiempo requerido de crecimiento es de 3-5 semanas, duran-
te las ciales alcanza un tamafio adecuado para subcultivarlo, se toman peque-
fias porciones del callo y se colocan en medio fresco hasta obtener la canti
dad adecuada para los experimentos necesarios. La temperatura de incubacion
es de 25-27 °C. El efecto de la luz tendrd  que ser evaluado para el caso -
con que se esté trabajando, ya que es especifico.

1.8.5 Morfologia y Citologia

Los cultivos de callos se pueden definir como tejido que prolifera -
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continuamente de manera desorganizada dando lugar a una masa amorfa de célu
las. Dentro de esta definicién entran un gran mimero de tipos morfologicos
los cuales varian en apariencia exterior, textura y composicién celular.

Algunos consisten de un teiido compacto v durc constituido por célu--
las miy pequefias y mly juntas, mientras que otros consisten de tejido sua-
ve con minimo contacto celular. La pigmentacién del callo tambitn es variz
ble ain entre los callos aislados de la misma éspecie vegetal; muchos de -
ellos carecen de coloracién, mientras que otros son de color verde claro -
(clorofila), los hay amarillos (carotencides, flavonoides), o pirpuras, la
clase y el grado de pigmentacién no se ve afectado garndemente por factores
mutricionales v ambientales como la exposicién a la luz.

La diversidad celular que los constituven varia de acuerdo a diferen-
tes factores inciuvendo el origen v la edad de los cultives, asi como la -
composicifn del medio. Los cultivos que crecen activamente contienen una -
gran proporcion de células vacucladas que se parecen al parénquima y otros
grupos de células pequefias ; las células altamente vacuoladas tienen muy -
diversas formas que van desde esféricas hasta filamentosas.Estos cultivos
contienen algunas veces tejidos que se parecen al floema, xilema, o cambjium,
la presencia de estos tinos de células estd dirigida por la composicién -
del medio v la edad del cultivo.

.

Altas concentraciones de auxina o tiempos de aultivo prolongados favo
recen la formacion de células parecidas a traqueidas que provocan cambios
en el micleo de las células, polipliodia y dismimucién del mimerc de cro--
mosomas, rompimiento y rearreglo son los mas frecuentes , éstos suceden al
incrementarse la edad el cultivo.

Como se ha podido observar el cultivo de células es muy importante hoy
en dia, mas ain cuando es posible realizar biotransformacicnes en moléculas
que no es facil sustituir por medio de reacciones quimicas y que por otra
parte son bastante sencillas para los microorganismos o para las celulas, -
que pueden acumilarlo como yun metabolito secundario.



28

1.8.6 CONSERVACION: DZ CELULAS VEGETALES

Para la conservaci6n de células vegetales sin que presentes divi-
sién celular, es necesario inmovilizarlas metabblicamente lo mis que sea po
sible. Con este objetive se han desarrollado varios métodos de acuerdo a --
los propdsitos para los que se requiere cultivo. Los principales métodos --
son : conservacibn a temperatura de refrigeracién (0-10°C), recubrimiento -
con aceite mineral y almacenamiento a temperaturas criogénicas. La primera
técnica solo es Gtil para prolongar un poco el periodo de subcultivo que --
com(mmente es de 1-2 meses.

En el recubrimiento con aceite mineral el medio de cultivo se cu-
bre con una capa de 5-40 mm de espesor. La velocidad de crecimiento en estas
condiciones es constante pero mucho mis lenta con respecto a las condicio-
nes de cultivo normales.

El tercer método se basa en que la cindtica de las reacciones qui
micas de los sistemas biolbgicos indican que mientras mds baja es la tempe-~
ratura,menor es la velocidad de reaccién. Las temperaturas usadas para el -
almacenamiento criogénico de células son: nitrégeno liquido (-196°C) o la
de vapor ‘de nitrbgeno liquido (-14Q°C). Estas temperturas se usan por tres
razones;

a) La temperatura que se alaanza es adecuada para el almacenamiento prolon-
gado de las células (1-5 afios);

b) El nitrégens liquido y sus contenedores se encuentran comgrcialmente dis-
ponibles y '

c) La reactividad del nitrdgeno liquido es muy baja comparada con la del --
oxigeno liquido.

La viabilidad de las células después del tratamiento para el alma
cenamiento criogénico, estd influenciada por el tipo de células, naturale-
za y concentracién de la sustancia crioprotectora, la velocidad de congela-
cién, velocidad de desccngelacibn y los métodos para determinar la viabili-
dad celular.
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1.8.3  OBTENCION, BIOTECNOLOGICA DE GLUCOSIDOS CARDIACOS POR CULTIVO DE CE
LULAS VEGETALES. '

La técnica de cultivo de células vegetales se ha usado en los Glti
mos afios para la obtencibn biotecnolégica de férmacos ya sea por biosinte-
sis, que involucra la sintesis de NOVO de algfin compuesto orgénico por las
células del medio de cultivo, o mediante transformaciones de sustancias co-
mo los glucbsidos cardiacos , usando principalmente géneros de Digitalis y
menos frecuentemente de Thevetia . Estudios sobre los requerimentos nutri
cionales para el cultivo de D. lanata y D. purpurea indican que el hidroli-
zado enzimitico de caseina inhibe el crecimiento el cual es mejor cuando -

se utiliza un medio suplementado con auxinas. Algunos investigadores mencio
nan el establecimiento de cultivos de callds: o células de Thevetia en sus-

pensién, pero no detallan la técnica que usaron para e11078,46

Varios investigadores han estudiado la sintesis de gluchsidos car-
diacos usando cultivos de células vegetales en los: (iltimos afios, pero otros
no han sido detectados en cultivos , y en otros casos sélo se han encontra
do cantidades muy pequefias. De los estudios anteriores los que utilizan
6rganos diferenciados han obtenido mejores cantidades de estas sustanciasi9.2},
27, 45, S51.

Se han realizado estudios sobre los efectos de las auxinas en la -
produccibn de glucésidos cardiacos3® con el fin de encontrar las concentra-
ciones adecuadas de estas sustancias para la biosintesis de los primeros.
En estos, se ha encontrado que la adicién' de algunos precursores de los --
glucésidos cardiacos , unido al efecto de las auxinas, aumentan la produc--
cién , aunque algunos de dichos precursores puede resultar ser téxico para
el cultivo.38

Otros investigadores evaluaron el efecto de los cloroplastos (obte
nidos por exposici6n del cultivo a la luz ) y de algunas sustancias regula_
doras del crecimiento , en tejidos de D. purpurea encontraron que los cloro
plastos no son esenciales en la produccitn de glucbsidos cardiacos usando -
benciladenina (0.01 ppm) , &cido naftalenacético (0.1 ppm) y 4cido 2,4-di--
clofenoxiacético (0.01 ppm), concluyendo que eran las concentraciones épti-
mas de las hormonas antes mencionadas?l,31
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También se ha observado que 1z edad de los cultivos es muy impor-
tante para la produccién de gluctsidos cardiacos, ya que al parecer dismimi-
lye con respecto al tiempo, e inclusive puede llegar a desaparecer mientras
que en otros casos pucde aumentar con el tiempo si los cultivos se suplemen

" tan con algunas homonas de crecimiento. >*
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2.0 PLANTEl.{\MIENTO DEL PROBLEMA.

En muestro pa{s las enfermedades cardiovasculares van =n aumento dia
con dia, segin estadisticas recientes del Instituto Nacicnal de Cardiologia.
El grupo de firmacos mis importante en la terapia de insuficiencia cardiaca,
son los gluc6sidos cardiacos los cuales forman parte del cuadro bdsico de me
dicamentos del pafs8.- y su principal fuente de origen es Digitalis (planta
herbAcea originaria de Europa, con un alto contenido de glucésides cardiacos);
sin embargo uno de los graves problemas es el abastecimiento de estas fuentes,
por las condiciones de clima, suelo,necesarias para su desarrollo y por el -
ataque de plagas que sufre el cultivo.

De aqui que la Biotecnologia se ha enfocado a la resolucién de tales
problemas y en una de sus miltiples aplicaciones; como'lo es la téecnica de -
cultivo "in vitro" de tejidos vegetales, y en condiciones de laboratorio es
capaz de obtener productos de interés FarmaceGtico a corto plazo, por medio
de la acumulacién de metabolitos secundarios o la utilizacién de células ve-
getales como catalizadores enzimaticos para la realizacién de biotransforma-
ciones.

Debido a que México importa la totalidad de cardioténicos que consu-
me, segdn reportes del Instiutto Mexicano de Comercio Exterior (IMCE)“, el
presente trabajo pretende utilizar la técnica de cultivo de tejidos vegeta--
les, para la especie Digitalis purpiirea recolectada en Hiauchinango, Puebla
y en un principio se pretende realizar la propagacién '"in vitro" de sus semi
llas para poder obtener plintulas a partir de las cuales obtendremos tejido
calloso, evaluando el efecto de la luz y balance hommonal (Auxina/Citocinina)

sobre la proliferacién del mismo.

En una etapa posterior se procurarid que sirva de base para efectuar
estudios de acuwmilacién y/o biotransformacién de glucbsidos. cardfacos con el
fin de efectuar un estudic comparativo con el proceso de obtencién de los --

mismos.
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El primer paso para la obtencitn de células viables, capaces de efec-
tuar la biotransformacitn de la molécula de digitoxina a digoxina medjante
la introduccién de un grupo OH en el carbono nfmere 14 del micleo esteroidal,
es necesario inducir la gemminacibn 'in vitro de semillas de  -~--e--m---
Digitalis purplirca y posteriommente la proliferacifn del tejido calloso, ob-
tenido éste se pasa a un cultivo en suspensibén y finalmente se llega a la -
implementacibén del bioreactor vegetal, que es el rgsponsable de que se lleve
a cabo la biotransformacién. Aqui sblo se plantea la posibilidad de llegar
a la obtencién del tejido calloso de plintulas de Digitalis purpdrea.
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L 3.0. OBJETIVO

- Determinar la concentraci6n y tipo de desinfestante en semillas
de Digitalis purplrea.

- Evaluar el efecto del balance hormonal Auxina/Citocinina en la
induccién y mantenimiento de callos de Digitalis purpirea.

- Evaluar el efecto de luz y oscuridad en la inducci6bn de tejido
calloso.



4.0 HIPOTESTIS

Mediante un balance hormonal adecuado asi como condiciones de ----
luz/oscuridad se obtendrin las condicones id6neas para la produc--
¢ién y mantenimiento del tejido calloso en semillas germinadas de
Digitalis purpirea.




5.0 MATERIAL Y METODOS
S 5.1 MATERTAL
5.1.1. EQUIPO

Autoclave vertical marca AESA Mod. 300; 127 VCA

Campana de flujo laminar marca VECO

Balanza analitica marca BOSCH § 2000 capac. 200g Sensibilidad 0.1 mg
Refrigerador marca FRILATIC Mod. RF 200 serie 8505-334

Estufa con temperatura controlada CASA RIOS marca en tr&mite 127 volts
Agitado; magnético MAGNESTIR

Potenciémetro CONDUCTRONIC pH 20

Agitador V6rtex SUPERMIXER 1290 LAB-LINE Imstruments

Rotavapor Marca Bilchi 133833

Balanza granataria OHAUS Capac. 2160 g

-5.1,2 . MATERIAL

Material de vidrio de laboratorio’marca PYREX '
Frascos de .gerber con tapa de pléstico
Bisturi / navajas X-ACTO 24
Pinzas de diseccién
Algodén
. Gasa
- Extractor Soxhlet marca PYREX
Cromatofolios Pl de gel de silice 60 FZSd MERCK

5.1.3 REACTIVOS

Cloruro de ¢alcio dihidratado R.A. marca BAKER J.T.

Nitrato de aminio R.A. marca BAKER J.T.
Nitrato de potasio R.A, marca BAKER J.T.
Ioduro de potasio R.A. marca SCOTT REACTIVO

Cloruro de cobalto hexahidratado R.A. marca BAKER J.T.
Fosfato dibésico de potasio R.A. marca BAKER J.T.
Acido Bbrico R.A. marca TECNICA QUIMICA
Tetramolibdato de amonio dihidratado RA marca BAKER J.T.



Sulfato de magnesio heptahidratado R.A. BAKER J.T.
Sulfato de manganeso tetrahidratado R.A. BAKER J.T.

Sulfato de cobre pentahidratado R.A, BAKER J.T.
Sulfato de Zinc heptahidratado R.A. BAKER J.T.
Sulfato ferroso heptahidratado R.A. BAKER J.T.
Etilendiamintetracetato de sodio R.A BAKER J.T.
Glicina R.A. MERCK

Acido nicotinico R.A. SIGMA CHEM

Mio-inositol R.A. MERCK

Clorhidrato de piridoxina R.A. MERCK 7527
Clorhidrato de tiamina R.A. MERCK 7527

Agar libre de inhibidores MERCK

Acido tricloroacético R.A. MERCK

Cloramina T SIQA CHEM

Hidréxido de sodio R.A. BAKER J.T.

Acido clothidrico concentrado BAXER J.T.

Acido sulflirico concentrado R.A. TECNICA QUIMICA
Hipoclorito de sodio comercial “'CLORALEX"
Per6xido de hidrégeno 30% R.A. MERCK

Sales cuaternarias de amonio SIBRON

36
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5.2. METODOS

-5.2.1. RECOLECCION DE MATERIAL BIOLOGICO

TLas semillas utilizadas se recolectan en Huauchinango, Puebla, en el
Km. 37 de la carretera Tulancingo-Poza Rica sobre el puente Totolapa en junio
de 1984.

5.2.2. PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

El medio del cultivo que se emplea es el de Murashigue y Skoog (1962),
suplementado con vitaminas, la preparaci6n del mismo es el siguiente:

SOLUCION CONCENTRACION  (g/100 m1)

Ar CaCl, . 2H,0 " 4.4

B: MANO; 16.5
KNO3 19.0

C: KI : 0.0083
CoCl, . 6 H,0 . : 0.00025

D: KH,P0, ' 1.7
H3B03 0.062 }
Nazi\1004 .2 HZO 0.0025.

E:r MgSO, . 7 HO : , 3.7
Ml’xSO4 .4 Hzo ‘ ’ 0.223
CuSo, . 5 H,0 . ' 0.25
ZnSo4 .7 HZO : : 0.086

F: FeSO4 .7 HZO . ‘ 0.278
NaZHJTA : 0.373

VITAMINAS * .

G: Glicina : 0.020
Ac. nicotinico : 0.025
Mio-inositol ‘ 1.0

H: Clorhidrato piridoxina ) 0.005
Clorhidrato de tiamina k 0.010

* Concentraciones propuestas por Haginnrizz (1980) para cultivo de
Digitalis .
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PROCEDIMIENTO

Se pesan todos los componentes, se disuelven en agua destilada y  --
~desionizada. Se transfiere a un matraz volumétrico y se afora a wn litro.

la solucién F se prepara de la siguiente forma: se disuelve primera--
mente el EDTA, en agua caliente y se mantiene en agitacién constante, poste
riommente se adiciona lentamente el sulfato ferroso hasta que la solucién --
tome una coloraci6bn amarillo cristalina y se deja a ebullicién por unos mim
tos hasta la completa formacién del complejo. En caso de que la solucién sea
turbia o si existe un precipitado, se recomienda volver a prepdrarse..

Los reguladores de crecimiento empleados fueron 2,4-0 y cinetina.

Auxina: Pesar 10 mg del 4cido 2,4-D y disolverlo en un volumen de -- .
10 ml de una solucién de alcohol al 30% v/v. Pasar la solucibn a un matraz
aforado de 50 ml. y llevar al volumen con la misma mezcla. La concentracibn
final es de 200 mg/l.

Citocinina: Pesar 10 mg de cinetina y disolverla en la minima canti-
dad de &cido clorhidrico 0.5N, con ligero calentamiento. Dejar enfriar la -
solucién y pasaria a un matraz aforada de 50 ml. Llevar al aforo con agua -
destilada y desionizada. La concentraci6n final es de 200 mg/1.

Las solucicnes deben mantenerse en refrigeracidn a excepcién de la so
lucibn B y E, ya que debido a su alta concentracién precipitan a bajas tempe
raturas. Las soluciones de hommonas deben usarse recien preparadas aunque -
pueden prepararse cada quince dias, debido a que éstas se descomponeh cuando
son almacenadas por tiempus prolongados. Las soluciones G Y H (vitaminas) ,
se preparan cada 20 dias éstas se conservan por poco tiempo cuando estén en
solucién y son susceptibles a contaminacidn micrebiana.
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De las solucionmes anteriormente mencionadas se tomaron los siguien--

-tes vol@menes para preparar un litro de medio:

" Solucibn

A 10 ml
B Im
C 10 ml
Y 1ml
E 1 ml
F 10 ml
G 10 ml
H 10 ml

Se colocan aproximadamente 800 ml de agua destilada y desionizada en un ma

traz de un litro, después se adicionan los volimenes antes mencionados, --
as{ como 1a sducidn de hommonas, posteriormente se adicionan 30 g de az(-

car y-se ajusta a pH 5.4 a 5.8,

Se adiciona el agar en concentracién 0.6% con agitacién contima para evi-
tar la formacién de grumos.

Se completa a 1000 ml vy .e disuelve el agar por calentamiento.
El medjo se vacia con una probeta 20 ml de medio a cada frasco de gerber.

Tapar el frasco y esterilizar a 115°C (15 1bs) por 15 minutos.



5.2.3, PROCESO DE DESINFESTACION DE SEMILLAS Y PLANTULAS*

+ Las semillas se colocan en un frasco con tapén de baquelita (éstas deben -
estar libres de residuos de hoja y paja).

- Se les adiciona solucién de etanol al 70% y se dejan reposar durante 20 se
gundos.

- Se enjuagan con agua estéril dos veces, ésto se logra mediante la extrac--
cibn de 1a misma con una jeringa estéril.

- Las semillas son sometidas al desinfestante (hipoclorito de sodio dil 1:5
durante 10 minutos de exposicién).

- Se enjuagan.tres o cuatro veces con agua destilada estéril.

- Se extrae la mayor cantidad de agua para dejar las semillas lo mas secas -
posible.

5.2.4, PROCESO DE SIEMBRA DE LAS SEMILLAS.

- Se toman las semillas con unas pinzas, evitando arrastrar agua.
'

- Con las pinzas se toman unas pocas semillas y se esparcen sobre el medio.
- las bocas de los frascos son flameados** y se tapan.

- Después de que se ha tapado el frasco, el contorno de la tapa se cubre con
papel Parafilm,

NOTA: Todas las manipulaciones se realizan en condiciones de asepsia, para -
lo cual se requiere de un cuarto aséptico, campana de flujo laminar, -
gorro, guantes, bata blanca y cubrebocas, todo el material ‘(utilizado
debe esterilizarse, ya sea por calor seco o calor himedo, seglin ses el
caso,

* Para las plintulas se si gule el mismo procedimiento, estas se obtienen ger-.

minando a las semillas sobre un algodén hiimedo sin condiciones de asepsia.

** Cada vez que se tomen semillas y/o se depositen en el medio las bocas de -
los frascos:deben flamearse.
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5.2.5. PARA 1A INDUCCION DE CALLO

- En la campana de flujo laminar y condiciones estériles al hipocotilo que -
se obtiene a los 12 dias de haberse puesto a gemminar las semillas, se le
toma con la pinza estéril y fria,

- . Se coloca en una caja de petri que contiene un disco de papel filtro esté-
ril.

- Con el bisturia estéril se realiza el corte; en el cual solo se elimina --
una porcién de raiz.

- El explante se deposita en el medio en forma horizontal como lo muestra el
siguiente esquema:

T—»@@—» 5

- Posteriomente el frasco se flamea, se tapa y éste se cubre con papel Para
film.

5.2.6. INCUBACION
Para la germinacibén las condiciones de incubacifn son las siguientes:

a) Temperatura de incubacifén 28°C B
b) Condiciones de luz: Luz contimia (24 horas)
¢) Periodo de incubacibn: 9 a 12 dias

Para la inducci6n de tejido calldso:
a) Temperatura de incubacibén: 28°C T
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b) Condicones de luz:
Luz continua (24 horas)
Oscuridad (24 horas) )
Fotoperiodo (16 horas luz / 8 horas oscﬁridad)

$.2.7. PARAMETROS DE CRECIMIENTO DEL TEJIDO CALLOSO
5.2.7.1. EVALUACION DE PESO FRESCO.

- Se toma el frasco con el tejido cultivado a las cuatro semanas.

- Se extrae el callo con unas pinzas estériles y se coloca sobre el papel --
glassine previamente pesado.

- El callo se pesa en balanza analitica.

- Determinar el indice de peso fresco mediante la siguiente férmula:

PFF - PFI*

IPF = BET

" ponde:

PFF= Peso del callo después de cuatro semanas de incubacién.

PFI= Peso del explante incial (hipocotilo)

IPEa I:ldice de peso fresco

El PFI se determina pesando al hipocotilo de 12 misma forma como se hize con
el callo. (s6lo que se hicieron varias determinaciones y se obtuvo un estén-
dar de peso por lo dificil de su manipulaci6n en condiciones estériles). -

5.2.7.2. EVALUACION DE PESO SECO

- El callo se extrae del frasco después de cuatro semanas.
- Se coloca en un pesafiltro a peso constante.

- El pesafiltro se coloca en una de las tapas de la caja de petri.
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- Se introduce a la estufa durante 24 horas a una temperatura de 60°C.
. Después de éste tiempo se saca, se deja enfriar y se pesa.

- El indice de peso seco se detemina por diferencia.

IPS= % S
PCI

Donde:

PCI= - Peso del callo inicialmente
PMF= Peso del callo seco
IPS= Indice del peso seco.

5.2.2.3. DISPERSABILIDAD CELULAR

- Para realizar esta determinacifn se toma el callo y se deposita en un tubo
de ensayo que contiene 5 ml de agua destilada estéril,

- Posteriormente se introduce una barra magnética de 0.5 cm de longitud

- Se agita por diez mirutos y se observa si hay total dispersién del callo
52.8. EXTRACCION DE GLUCOSIDOS CARDIACOS DE PLANTULAS Y TEJINO CALLOSO.

- Se toma aproximadamente 1 g de tejido

- Se macera con 5 ml de una mezcla cloroformo:metanol (1:1) en el homogeniza
dor.

- Se agita posteriomente durante 2 horas en un agitador magnético.

- El extracto se concentra casi a sequedad a una temperatura no mayor de 60°C

NOTA: Se trabaja tejido fresco y tejido seco y pulverizado. (la temperatura
de secado no debe superar los 60°C)




44
5.3 METODOS DE IDENTIFICACION DE LOS GLUCOSIDOS CARDIACOS.
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.

- Se utilizan placas de sflica gel 60 F254MERCK
- El sistema de elucibén que se utilizé fué una mezcla cloroformo:etanol (9:1)

- Como revelador se utilizé 4cido sulfdrico concentrado y mezcla cloramina T+(1%)-
fcido Tricloroacético (25%) cn proporcién (8:2)

- Se utilizan como esténdares de referencia digoxina y digitoxina.
5.4 RESIEMBRA

- Después de cuatro semanas de haber inducido el tejido calloso, se resiembra

en las mismas condiciones asépticas de la siguiente forma:

- El tejido calloso se toma con pinza estéril. )

- Se coloca sobre una caja de petri que contiene un disco de papel filtro
estérily

- Con el bisturi se realizan varios cortes transversales.

- Cada corte se deposita en medio mievo, con la concentracién hormonal en
que fué inducido.

6.0 DESARROLLO EXPERIMENTAL

. En 1la figura 10 se encuentra de manera esquematizada el desarrolio ex
perimental, que siguib el presente trabajo de investigacién.

6.1 EVALUACION DE LA VIABILIAD DE LAS SEMILLAS DE Digitalis purpurea

Se cuentan 100 semillas y se depositan en un frasco que contiene un -
algodbn himedo, se ponen a germinar y se cbserva el nfimero de pléntulas obte-
nidas y se calcula el porciento obtenido,



FIGURA 10. ESQUEMA  GENERAL.

PROCESO DE DESINFESTAC HN

(PLANTULAS Y SEMILIAS) l

DE  TRABAJO
PROPAGACTON "in vitro" ELECCION DEL 1XPLANTE
D Digitalis purpurea ADECUADO PARA “THITDO
CALLOSO
EEECTD DE LA CONCENTRACTON DETECCTION DKL GLUCOSTNO
HORMONAL EN LA GERMINACTON CARDIACO BN PLANTULAS,

DE SIMILLAS.

DETECCION DE GLUQOSINOS CARDIACOS
EN TBJIDO CALLOSO POR CROMATOGRA-
PIA N CAPA FINA,

EFECTO DE LA CONCENTRACION
TORMONAL Y CONDICIONES DE
LUZ BN TA INDUCCION DEL TR
JID0 CALLOSO.

Sy
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6.2 GERMINACION DE LAS SEMILLAS.

a) Medio no controlado.- Las semillas se ponen a germinar sobre un algodén -
hfmedo cubierto por una bolsa de plistico.

b) Medio controlado.- Las semillas se ponen sobre medio basal Murashigue y --
Skoog, después se someten a balance hommonal, evaiuando el efecto auxina/
citocinina en la gemninacién de las mismas.

6.3. ELECCICN DEL TIPO Y CONCENTRACION DEL DESINFESTANTE.

La metodologia de desinfestacibn es la misma tanto para semillas como pa
ra pléntulas, obtenidas de cultivo no controlado.

Los desinfestantes probados fueron:

- Hipoclorito de sodio a las siguientes diluciones: 1:2, 1l:4, 1.5,

- Sales cuaternarias de amonio al 0.2% y 0.5%

- Perfxido de hidrfgeno al 30% , los tiempos probados para los agentes desin
festantes es 10 y 15 minutos.

6.4 ELECCION DEL EXPLANTE PARA LA INDUCCION DE TEJIDO CALLOSO.

Los explantes probades fueron raiz, tallo, hoja de pldntula de 7 sema
nas de edad e hipocotilo de 9 dias. Las pléntulas se obtuvieron en medio ba-
sal de Mirashigue y Skoog va que de esta forma se tiene un explante homg---
géneo.

Los cortes que se realizan son los siguientes; figura 11 -

a) Pléntula (raiz, tallo, hoja)
b) Hipocotilo (se elimina una porcifn de la rafiz)



FIGRA 9. - TEJIDO CALLOSO D€ Digitalis purpures
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FIGURA 12

MATRIZ 2PERIMENTAL

ACIDO 2,4 DICLOROFENOXIACETICO ( mg/1 )

¢
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* SE REFIERE AL NUMERO DE TRATAMIENTO



FIGRA 3. PROCESD IE EXTRACCION IE LOS GLUCDSITOS CADIACDS
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7.0 RESULTADOS Y DISCUSION

Las semillas utilizadas en este experimento fueron re
colectadas en Huauchinango, Puebla, Fué necesario evaluar el
porciento de viabilidad de las semillas y este es del 80% y -
el tiempo requerido para obtener el explante adecuado es de -
9 a 12 dfas.

7.1 GERMINACION NO CONTROLADA

Las semillas germihan en un perfodo de 15 dfas sobre al-
godén héimedo, las pléntulas obtenidas se sometieron al proceso
de desinfestacién y los resultados se encuentran en la tabla -
III. La tabla muestra el porciento de contamiancién a las dos
semanas después de incubarse a 28°C en luz contfnua y oscuri--
dad, adn después de seis semanas las pléntulas no dan respues-
ta.

En cuanto a los desiﬁfestantes probados, se observa que
el menor porcentaje de contaminacién se obtiene con el peréxi-
do de hidrégeno, pero necrosa al tejido, éunque también con hi

~poclorito de sodio los porcentajes son menores del 50% no se -

selecciond a ninguno puesto que las pléntulas no dan respuesta,
ahora en la germinacién controlada se trabaja con las semillas
que al parecer resisten mds el tratamiento.



TABLA III.

PORCIENTO DE CONTAMIMACION DESPUES
DE 2 SEMANAS DE INCUBACION A 28°C,

 EH LUZ CONTINUA B PLANTULAS

D, purpurea
TIEMPO DE
DESINFESTANTE CONCENTRACION EXPOSICION
dilu--
cibn. 10min. 15min.
5.65% 1:2 40% 20
HIPOCLORITO DE " 1:4 40% 40
SODIO
" 1:5 40% 40
clave
. 912 0.3% 40 40
SALES DE
AMONIO (S/Ny* 60 60
(s/N) 0.9% 40 60
912 60 40
PEROXIDO DE
HIDROGENO 30% 18

*Esta sal de amonio no posee clave
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7.2 GERMINACION CONTROLADA

Los desinfestantes probadbs para las semillas fueron los que se
muestran en la tabla IV, de los cuales se eligibé al hipoclorito de sodio --
con una dilucién 1:5 y con un tiempo de exposicifn de 10 mirn, Nuevamente el
hipoclorito y el peréxido son los que dan mejores resultados, aunque no po-
demos dejar de mencionar a la sal de amonio clave 912, que también dismimu-
ye la contaminacion de las semillas en el medio. Se elige al hipoclorito por
varias causas, las ventajas y desventajas de los desinfestantes probados se
muestran en la tabla V., De lo anterior podemos decir que se prefiere traba- .
jar con las semillas que se obtienen de germinacién controlada, porque las
pléntulas que se obtienen estan libres de microorganismos y las semillas --
resisten mas al proceso de desinfestaci6n.

7.3 EFECTO DEL BALANCE HORMONAL EN LA GERMINACION

En la germinacién controlada de semillas de Digitalis purpurea
se pudo evaluar que el efecto proporcionade por el balance hormonal df re-

sultados muy heterogéneos y no atribuibles 2 un efecto especifico de las -
hormonas evaluadas, presentando en algunos casos plintulas pequefias con, -
hojas grandes o ccn fojas pequefias, que en ocasiones presentaban un color
amarillento, por lo que se decidi6 obtener los explantes en un medio con--
t;olado en ausencia de hormonas.

7.4 ELECCION DEL EXPLANTE MAS ADECUADO PARA INDUCIR CALLO

Para elegir el explante mis adecuado se utilizaron plantulas de
9 dfas y de 7 semanas de edad. Los resultados obtenidos se muestran en la -
tabla VI - , en la. cual se observa que todos los explantes inducen ~-
callo a diferentes tiempo's a excepcién del tallo que regenera la planta,

De los cortes realizados se eligié el hipocotilo (Hc), ya que in
duce el tejido calloso a 1a segunda semana y no promeve diferenciacién, sin
embargo presenta la desventaja que para obtener la raiz, se requiere de 7 se
manas y para el Hc de 9 dias. En relacibn a las investigaciones realizadas -



TABLA 1V. PORCIENTO DE CONTAMINACION DESPUES DE 2 SEMANAS
DE INCUBACION A 28°C EN LUZ CONTINUA PARA SEME--

LASDE D, purpurea

CONCINTRA ™~ DILU TIEMPO DE EX PERIODO DE --
DESINFESTANTE CION. CION. POSICION, GERMINACTON,
10min.  15min.
5.65% 1:2 40 9 dias
HIPOCLORITO DB
SODIO " 1:4 - -
" 1:5 -
clave
912 0.3% 20 20 20 dias
SALES DE
AMONTO S/N 40 40
912 0.5% - -
S/N 40 40
IPEROXIDO DE
{IDROGENO 30% - - 30 dias *

* las semillas oscurecen (se oxidan)
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TABLA V. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LOS AGENTES DESI!
PROBAGOS PARA

D, purpurea

34

{FESTANTES

INFESTANTE VETAJAS DESVEHTAJAS
*

HIPOCLORITO DE SODIO TIBMPO DE EXPOSICION
CORTO.
SEMILLAS GERMINAN EN
9 DIAS.
LAS DILUCIONES NO --
AFECTAN NINGUNA
BARATO

PEROXIDO DE HIDROGENO NO HAY CONTAMINACION OXIDA LAS -

\ SEMILLAS.
TIBMPO DE EXPOSICION GERMINAN DES
CORTO. PUES DE 30 =
DIAS.

SALES DE AMONIO NO HAY OXIDACION APRE SON CARAS.
CIABLE. CONCENTRACIO
CONCENTRACION 0.5% -- NES ALTAS. —
gcs)&lmum LA CONTAMI- CERMINAN A -

. A LOS 20 ---
DIAS,

* Elegido para la desinfestacién de las semillas.




TABLA VI,  ELECCION DEL EXPLANTE I'AS ADECUADO BN LA IHDUCCION
DE TEJIDO CALLOSO DE D, purpurea , INCUBANO EN LIZ

Y OSCURIDAD A 28°C.

EXPLANTE
TIEPO DE INDUCCION PLANTULA HIPOCOTILO
SEMANAS RAIZ TALLO HOJA

ny

callo

rorte corte
redonddcuadra-
do.

Reg

Reg

Reg

Reg

callo

callo -

" callo

callo

35
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por Vogel (1981}, el cual observa que al trabajar con cultivos dife
renciados tanto de brotes como raiziel contenido mayor de glucésidos
cardiacos se encontrb en el cultivo de brotes y en el de raiz sblo -
habia trazas de ellos.>®

7.5 PARAMETROS DE CRECIMIENTO
7.5.1 EVALUACION DE PESO SECO

Respecto a éste parametro Los resultados se encuentran en las
tablas VIIy VIIL, en las cuales se encontrd que si hay efecto del ba
lance hormonal y de fotocondiciones. Tratando de representar los re--
sultados obtenidos de tal forma que se aprecie claramente el efecto -
de la relacién hormonal, en la fig. 13, se puede observar que existe
una interrelacién del balance hormonal respecto a peso seco. bn el ---
rango evaluado se logré establecer miximos de respuesta en las relacio
nes hormonales: 3.0/0.0; 3.0/0.1; 3.0/0.5; 3.0/1.0; 1.0/2.0 de donde -
se elige el 3.0/0.0 para oscuridad. Para luz los valores de 1.0/0.0;
1.0/1.0; 1.0/2.0 y 5.0/2.0 muestran un comportamiento ciclico por lo -
que noresulta predecible, sin embargo el maximo crecimiento se tiene
en la relacién hormonal 1.0/1.0

Por otro lado conviene mmencionar que el efecto proporcionado --
por la cinetina en ausencia de auxinano induce tejido calloso, sino --
que regenera la planta.

7.5.2 EVALUACION DE PESO FRESCO

En éste parffietro también se observa que existe efecto por balan
ce hormonal y fotécondiciones, encontréndose exactamente las mismas re
laciones hormonales que dan méximo crecimiento celular en peso seco y
cuyos resultados estin en las tablasIX y X. En este punto cabe men--
cionar que los callos cbtenidos tienen un alto contenido de agua, to--
dos los valores oscilan entre el 90 y 95% con respecto a su peso.

7.5.3 CURVA DE CRECIMIENTO

De la matriz experimental probada, se selecciond el mejor indi-
ce de peso seco, incubado en luz para evaluar su curva de crecimiento,



Z M 3 Mmoo H 0

(mg/1)

Z H 0

P Z mMoH M

(me/1)

-1

TABLA VI1. IIDICE DE PES) SECD PARA CALLOS DE D, purpurea A LAS 4
SEWNAS INCUBADOS EN OSCURIDAD A 28°C,

aCIDO 2,4-D (mg/1)

0 1 3 5
o] * 0.04787 0.1266 0.0965
0.1 * 0.0525 0.111¢6 0.0682
0.5 * 0.0699 0.0814 0.0190
1 * 0.0784 0.0776 0.08164
2 P 0.2063 0.0940 0.0917

* El explante se regenera

TABLA VIII. INDICE DE PESO SECO PARA CALIOS DE D.purpurea A LAS 4

SEAAS INCUBADGS EN LUZ CONTINUA A 22°C.

ACIDO 2,4-D (mg/l)

0 1 3 5
o . 0.0956 0.0610 0.0459
0.1 * 0.0328 0.0289 0.0300
b.s £ 0.0332 0.0400 ' 0.0164
1 . 0.1017 0.0760 0.04955
2 * 0.1007 0.0585 0.0960

* No induce callo, el explante se regenera.



FIGURA 14,

Peso seco (mg)

~ INTERRELACION DE BALANCE HORMOMAL AUXINA/CITOCININA

(O RESPECTO A PESO SECO,

*

aer

AN
’:

Peso ‘Sec.:oo (mg)

USCURIDAD

LUZ CONTIRUA
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TABLA IX. INDICE PESO FRESCO PARA CALLOS DE D.purpurea A LAS 4 SEMA
MAS INCUBADOS EN LLIZ CONTINUA A 28°C

WUZ CONTIHUA
ACIDO 2,4-D (mg/1)
' l 0 1 3 5
c 0 * 0.9910 0.6877 0.5216
I
N 0.1 * 0,4102 0.3528 0.3160
E
T 0.5 » 0.3894 0.4881 0.2155
I
Bl Sl * 1.2090 0.8763 0.5744
A
(ng1/1) z * 0.9970 0.7418 1.0392

TABLA X, INDICE PESO FRESCO PARA CALLOS DE L, purpurea A LAS 4 SE
f{AS INCUBADOS EN OSCURIDAD A 28°C

ACIDO 2,4~D  (mg/l) OSCURIDAD
0 1 3 5

e 0 * 0.5313 1.4071 1.1098
I
N 0.1 * 0.6648 1.2135 0.7186
E
T 0.5 * 0.7780 0.9400 0.2651
I
N © 1 * X 0.8243 0.9887 1.1592
a

.2 * 1.1197 1.1586 1.0671

{mg/1) :
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la cual se muestra en la fig. 15 y de la cual se puede decir que a las
cuatro semanas se obtiene el miximo crecimiento del callo, ya que des-
pués de &ste tiempo el tejido tiende a perder agua y deshidratarse, es
por esto que se decide resemnbrar en este tiempo y no a las 6 u 8 sema -
nas.

El comportamiento seguido por las células vegetales se asemeja al
de microorganismoscon la difrencia de que el crecimiento vegetal es
muy lento , se sabe que el tiempo de 30 a 60 horassg, por lo que el
tiempo recomendado para la toma de muestras es de cada dos semanas, se
gln se recomienda en varias public:acionc—:s.59

7.6 EFECTO DEL BALANCE HORMONAL EN LA INDUCCION DEL CALLO

Los resultados obtenidos en esta fase se presentan en las tablas
XI y XII encontrandose que cuando se utiliza (nicamente cinetina no se
induce el tejido calloso y si la regeneracibn de la pléntula, mientras
que para concentraciones de auxina sola, asi como la combinacién con -
cinetina se obtiene tejido calloso. En este caso el explante utiliza-
does el hipocotilo, evaluando también el efecto de la luz en la in--
duccién del mismo. B

7.7 EFECTO DEL FOTOPERIODO-EN LA INDUCCION DE TEJIDO CALLOSO

Después de haber comprobado que la luz tiene un efecto importante
se decide trabajar con una matriz de 2X3 con el 4cido 2,4-D / cinetina
y una matriz de 4X5 de AIA / cinetina, en fotoperiodo (16 horas luz/ 8
horas oscuridad). En la tabla XIII se presentan los resultados, encon
trindose que se logra mayor induccién en las relaciones hormonales :
3.0/0.5; 5.0/0.5; 5.0/1.0 para 4cido 2,4-D/cinetina.

Por lo que respecta a la matriz con 4cido AIA, los resultados se
muestran en la tabla XIV, observando que se presenta un mayor porcenta
je de induccibn en las concentraciones 3.0 / 2.0 y 5.0/2.0 para AIA/ci
netina. Sin embargo el AIA induce el callo mas fficilmente que acido -
2,4-D, tal aseveracién es en base al tiempo que tarda en inducirlo y
el cual es para 4c. 2,4-D de 16 a 20 dias y para AIA de 8 a 10 dias.
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FIGURA I5.  CURVA DE CRECIMIENTO PARA HIPOCOTILO COH BALANCE HORIOMNAL
1.0/1,0 (ma/1) DE ACIDO 2,4-D/CINETINA INCLBADOS A 28°C -
B LZ CONTIRGA

fresco ( mg )
—
ur
(=)
o

Peso
193]
[=]
c

tiempo (semanas)



TRLA XI. PORCIENTD DE INDUCCIOH DE TEJIDO CALLOSO (%) A LAS 2 SEPRIAS
- INCUBADOS A 28°C B LLZ CONTINUA '

Acido 2,4 D (mg/l>.. ..

62

m—r 0 1 3 5
C 0 * 100 100 100
1 -
N 0.1 * 100 100 100
E
T 0.5 * 100 100 100
I
N 1 * 100 100 100
A
(mg/1) 2 * 100 100 100

TABLA X1, PORCIENTO DE INDUCCION DE TEJIDO CALLOSO (%) A LAS 2 SEMANAS
INCUBADOS A 28°C EN OSCURIDAD

Acido 2,4-D (mg/1)

T ! :

5
C 0 » 100 100 100
I
N 0.1 . 100 - 100
E .
T 0.5 . 100 : 100 100 -
I .
‘ i 1 . 100 100 100
(mg/1) 2 * 100 100 100




TABLA XIIT,  PORCIENTO DE IMDUCCION DE TEJIDO CALLOSO A LAS

- 2 SHWAS A 26°C EN FUTOPERIODO PARA
AC. 2.4-D/CINETIHA,

AC. 2,4-D (mg/1)
3 5
0 g0 g 80 3
< 0.3 100 g+ 100 7%
w
= 1.0 90 7 100 ¢
° |
{mg/1)

(apariencia) *color café
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TABLA XIV. PORCIENTO DE INDUCCION DE TEJIDO CAUOSO A LAS -
2 SEMANAS A 28°C EM FOTOPERIODO PARA AIA/CINETINA.

AC. INDOLACETICO (mg/1)

c 0 1 3 3
I 0 v 20 60 60
N
E 0.1 * 35 - 70
T
I 0.5 * 15 95 90
N
A 1 * 20 50 30

{mg/1)

2 * 20 100 100
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7.8 EVALUACION DEL PORCIENTO DE DIFERENCIACION

Considerando como diferenciacién la formacién de brotes, rajces u
hojas presentes en el tejido, de la matriz experimental evaluada para
fotoperiodo la tabla XV, se refiere al porciento de diferenciacién de
callos de D. purpurea, encontrando que el balance 5.0 /0.0 de AIA /ei
netina presenta una mayor diferenciacibn, con respecto a la matriz -
evaluada para el acido 2,4_D donde se puede observar que el callo per
manece indiferenciado.

Tomando en cuenta lo anterior, se decide elepir al 4cido 2,4-D --
como hormona mAs adecuada para inducir el tejido calloso, ya que man--
tiene al tejido calloso indiferenciado tanto en fotoperiodo como en --
luz y oscuridad a pesar de requerir un periodo mis largo en la induc--
cién del mismo.

7.9 DISGREGACION CELULAR

Este parimetro es importante para el paso de células del medio -
s6lido a un cultivo en suspensibn , éste parimetro se evalua cualita-
tivamente observinlose que el callo obtenidode hipocotilo es el més
friable por la facilidad de dispersin de sus células en una sclu----
cién acuosa. Los callos obtenidos de raiz también son friables a di-
ferencia de los que se obtienen de hoja.

Como estos Tesultados solo fueron cualitativos no se pudieron ta
bular, solamente se estimd que se requiere de un lapso de diez minutos
para dispersar el callo de hipacotilo y raiz. La dispersabilidad ce
lular fue adecuada para las matrices” experiméntales probadas.

8.0 DETECCICN DE GLUCOSIDOS CARDIACOS

La mezcla de glucésidos cardiacos se evalub por medio de cromato
grafia en capa fina, tanto para plantula como para callo a diferentes
edades como se observa en los resultados de 1la tabla XVI.:

Sin embargo en tejido calloso los gluchsidos no se pudieron detec
tar por éste método y se considera necesario usar un wétodo mas sensible.



CINETINA

TABLA XV, PORCIENTO DE DIFERENCIACION PARA CALLOS DE

D, purpurea _ A LAS 4 SETNAS,

. 1A

3 5
0 30 % 103
0.5 0% 10%
1,0 0% 0%

ParA EL AC. 2,4~D NO HAY DIFERENCIACIGN,
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TABLA XVI.  DETECCICM DE GLUCOSIDOS CARDIACOS TANTO EM PLANTULA
COD EN CALLD #.  DIFERENTES EDADES,

TIEFO
PLANTULA (SETPNAS) CARDIOTONICO

2 -

4 -

7 +

10 +

12 +

; 14 +
| CALLO 2 -
| y -
? 5 -
i 8 -

(FASE IDVIL CLOROFORMD:ETANOL  (9:1) (-) AUSENCIA: (+) PRESENCIA)
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9.0 CONDICIONES MAS ADECUADAS PARA 1A INDUCCION DE TEJIDO CALLOSO
En la tabla XVII, se pueden observar las condiciones nis adecua
das para la induccién de tejido calloso de explantes de Digitalis-----
Dichas condicones son el resultado de la recpilacion de todos los pard
metros evaluados asi como 1a condiciones en que se llevaron a cabo.

TABLA WVII. CONDICIONES MAS  ADECUADAS  PARA LA INDUCCION: DE

TEJIDO  CALLOSO DE D. PURPQREAs

.
5

i

VARIABLE Ti1EMPO EXPLANTE BALANCE HORMONAL FOTOCONDICIONES

2.4-DICINETINA

HirocoTILO
INDICE PESQ 4 se- . " . 31/8 0SCURIDAD
SECO MANAS 171 . Luz
INDICE PESO .. .. 3740 OSCURIDAD
FRESCO . ’ t/1 Luz
FRIABILIDAD .. " TonAs LUZ, OSCURIDAD,

BUENA FOTOPERODO
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10,0, CONCLUSIONES

Tanto el balance hormonal como las fotocondiciones tiene
un efecto importante sobre la cinftica de crecimiento.

Se encontrb que las condicones mas adecuadas se consiguen
a balance hormonal 3.0/0.0 de ac. 2,4-D / Cinetina para -
oscuridad y a 1.0/ 1.0 de 4c. 2,4-D / Cinetina para luz
por lo que la presencia del giuchsido , marcard la pauta
en la eleccibn de la relacion hormonal mas adecuada para

el cultivo en suspensién de Digitalis purpurea.

Respecto a la friabilidad fué adecuada para todas las re-
laciones hormonales evaluadas, lo cual es de suma importan

cia para el cultivo en suspensifn.

La resiembra del callo se realiza a las cuatro semanas. Des
pués de ocho semanas de resembrado el callo en las mismas -

condiciones este no se diferencia.
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1.0 . RECOMENDACIONES

Probar mediante Radic;inmmoensayo- y HPLC la detaccibéh y
cuantificacion del glucésido en tejido calloso de Digi-
talis a diferentes edades.

De las concentraciones hormonales elegidas llevar el cul
tivo en suspensién , evaluando la cinética de crecimien-
to y produccién de los glucésidos cardiacos para tejide

calloso de Digitalis purpurea

Determinar la curva de cercimiento celular de Tejide callo

so usando la hormona AIA, tratando de evaluar su cinética.

Probar al 4c. Giberélico para elongar mds el talluelo del
hipecotilo que se obtiene a los 9 dias después de germinar

las semillas.
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