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INTRODUCCION 

1.1 Historia de la Biotecnología Vegetal: 

El cultivo de células de plantas y de tejidos vegetales en los Últimos quince años 
ha tenido una evolución favorable, IC) que ha conducido algunas veces a su 
explotación comercial. Las técnicas dell cultivo de células se han desarrollado en 
muchas áreas en las que interviene la biotecnología, como son: la agricultura, la 
silvicultura, la horticultura y en la induslria famacéutica. 

A continuación se da un cronogramai histórico de las técnicas del cultivo de 
células (Schmauder y Doebel, 1990): 

Daucus, Picea y Phaseolus 

Especie 1 Resultado 
Tradescantia I Primeros experimentos de cultivo con 

.--. . 
Primeros cultivos en suspensión de 
célula simples 6 agregados celulares, 
1Q.U  

... 
I I aislamiento de células de Dlantas, 

Cymbidium 

Nicotian y Datura 

Nicotiana 

Nicotiana 

Nicotiana 

Solanum tuberosum y Lycopersimn 
esculenturn. 

Daucus 

Primeros cultivos en masa de células 
de plantas en suspensión, 1959 y 
1960. 
Multiplicación clonal de plantas para 
horticultura en cultivos de tejidos, 
1963. 
Producción in Vitro de plantas 
haploides de polen inmaduro en cultivo 
de anteras, 1967. 
Aislamiento de mutantes auxotróficas 
de de cultivo de células, 1970. 
Regeneración de plantas de cultivo de 
protoplastos, 1971. 
1 er. cuerpo híbrido interespecifico de 
plantas fusionando protoplastos, 1972. 
1 er. cuerpo somático híbrido 
intergenetico de plantas por fusión de 
protoplastos, 1978. 

.-- .. 
Cultivos de cuerpos embrionarios en 
tejidos, 1958. 

Obtención de células donadas en 

de protoplastos de tejidos de plantas, 
Lympersimn 



Litkspermum - lera xoducción industrial de 
metarslitos secundarios de plantas 
(derii ?dos de la Shikonina), 1982. 

Pars mayor infzmacion de la historia ide la BiEscnología ver anexo. 

EstaSlecimientc de Cultivos de Tejidos y de Ceulas de Plantas. 

El alt ivo de ?%idos y Células de plantas se inicia seleccionando el material 
vegetal para cx inicio a la formaciión de callos, tomando además el origen 
genético del raterial vegetal (difermcias en el número de cromosomas). El 
material vegetal y la formación de callos in vüm son generalmente cultivados en 
superficies de war. Los callos son obtenidos de tejidos diferenciados mediante 
una proliferación acelerada, contínuai y desordenada dando origen a una masa 
amotfa de tejido. Tienen ma apariencia compacta, dura y esponjosa; el color que 
presentan es verde, amarillo, rojo, café y sin color. Los estudios microscópicos 
indican una gran diversidad celular debido al origen de las células, edad de los 
cul t i is  y la conposición de los medios. La caíacteristica más importante del callo 
es la totipotem5alidad de sus células ya que con un manejo adecuado de las 
condicones riLmicionales, hormonales y ambientales tienen la capacidad de 
desarollar brotes, raíces y hasta formar plantas completas. Aunque éstas pueden 
llega a pres-r diferencias morfolijgicas con la planta de la misma especie. 
Para obtener un buen udtivo de callos se mplean plantas jovenes con gran 
a d i a d  de crecimiento siendo el inóculo (de 5.0 a 10.0 mm por lado). 
Generalmente se lleva de tres a ocho semanas para alcanzar el tamaño suficiente 
y poder transferido (50 a 150 mg) a uin medio nuevo y sin que este contaminado. 
El aittivo de calbs se divide en las ét;ipas sigtientes: 

' 

Inducción: comienzan las célules su credmiento tanto en número como en 
tamaño. 

Proliferación: el tejido calloso aumenta su masa celular al máximo. 

Inducción de la diferenciaciónl: se obtienen meristemos tanto apicales y 
radiculares a partir de la masa 'del callo. 

Envejecimiento: es la pérdida de la capacidad de crecimiento acelerado. 
(Hurtado y Merino, 1987). 

1.2 y 1.3 Medios de Cultivo y Regulado'res: 

Se deben contrdar las condiciones de los medios de cultivo, para que los datos y 
observaciones Sean mas comparables. El cuitivo de células está regido por el 
origen del material vegetal y al medio de cultiva En general los tejidos de raíces ó 
brotes ofrecen )os mejores materiales para la producción de callos. En cuanto al 
medio de cultivo su composición es un factor importante y determinante en el 
crecimiento, as¡ White (193). empleó con exito un medio con los nutrientes 
requeridos para el cultivo de células de plantas y de raíces, sin embargo, no le 
resultó para el crecimiento de callos y células en suspensión. Debido a que no se 
puede sostener el crecimiento con las cantidades de potasio y nitrógeno que se 
utilizo, ésta se compensó usando extractos de levadura, proteínas hidrolizadas, 
aminoácidos etc Hoy se eraentran medios más adecuados que ofrecen mejores 
condiciones experimentales y sin la adición de sustancias complejas como el de 
Murashige y Skoog (1962). Este presenta m a  proporción de nutrientes bien 



balanceada, con contenidos altos de nitratos, potasio y amonio. Además se puede 
agregar vitaminas, hormGnas y otros :suplementos (Gamborg et ai., 1976). 

En los estudios de cultivo de tejidos de Vicia faba L., los callos se presentan 
principalmente en el tejido provascular, aquí las células se expanden mostrando 
núcleos largos y actividad meristemática la cual resulta en la formación de callos. 
Estos alcanzan su crecimiento máximo a los 45 días, por lo que se tienen que 
resembrar en medios frescos. Después de seis meses el callo se desorganiza 
internamente, enegreciendose los tejidos. Se determinó que el efecto más 
sobresaliente sobre el crecimiento ,fué cuando se usó extracto de levadura y 
cuando se resiembra por períodos largos, produciendo una gran actividad en los 
tejidos de callos Venketeswaron, (1962). Para regular el crecimiento se debe 
tomar en cuenta la acción biológica y fisiológica de las sustancias en el 
crecimiento y formación de orgános, especialmente en la formación de brotes en 
tejidos de plantas cultivadas in vitro. Las auxinas se han usado para acelerar el 
desarrollo de las células y como reguladores en la división celular, por eso se les 
han llamado cinetinas. Por otro laclo, inhiben el elongamiento de la raíz y el 
desarrrollo de brotes. De los estudios llevados por Miller (1956) se dedujo que el 
crecimiento de tallos en medios que lleven auxinas, sales y nutrientes en solución, 
éstos muestran un incremento en la formación de la raíz; pero un decremento en 
la formación de brotes laterales. Si se emplean qoluciones con cinetina, estas 9 

favorecen el desarrollo de brotes peiro retardan el desarrrollo de la raíz. Skoog y 
Miller (1956). 

Por ello, el medio nutriente que se nscesita debe ser específico. Algunos de ellos 
son: Murashige-Skoog, (1962), Schenk-Hildebrandt, (1972), Gamborg et a/., 
(1976), Linsmaier y Skoog (1975). IEl medio de cultivo de una manera general 
contiene: 

I Macronutrientes ejem.: K’, Na’. Cl-, POb, NO;, SO,*, NH, 

2 Micronutrientes ejem.: Co”, B+3, Mn”, Al? etc. 

3 Una fuente de carbono, ejem: sacarosa, glucosa. 

4 Reguladores de crecimiento ejem.: Auxinas, Kinetinas, Acido giberélico. 

Para más información ver anexo de reguladores y medios de cultivo. 

El cultivo de callos aumenta las poblaciones de células que son usadas para 
seleccionar variantes genéticas, experimentos de regeneración, manipulaciones 
genéticas diversas y para la síntesis de productos metabólicos. 

El medio de Murashige y Skoog es adecuado para muchas especies y diferentes 
partes de la planta por tener gran cantidad de macronutrientes y altas 
concentraciones de nitrogen0 en forrna de nitrato de amonio y de potasio. 

Para preparar un litro de medio, se emplea: 

4.4 g de medio (Murashige-Skoog) 
30 g de sacarosa 
1 mg üe cinetina 
8 g de agar 



0.4 rng de 2 4-D 
Agua desionizada c.b.p. 1 litro {Hurtado y Merino, 1987). 

Célula 

I L Cultivo de üejidos: 

La aplicación de células de plantas y sus cultivos de tejidos se a aplicado en dos 
áreas de la biotecnología: 

1. Propagación de plantas in Mero y reproducción in vitro. 
2. Prodiicción in vitro de productos Secundarios de plantas. 

Propagación de Plantas in vitro y Reproducción de Plantas in vitro : 

La biotecnología en la agricultura tiene un gran interés económico debido a la 
propagación in vitro de especies de plantas superiores que rápidamente 
aunentan su biomasa bajo condiciomts controladas. Así son usadas las técnicas 
de propagación in vitro para aplicarlas en horticultura por ejemplo: la producción 
m e r c i a l  de orquídeas, especies de kulbos y en la reforestación. La reforestación 
se puede hacer de cualquier parte da la planta como: tallos, hojas y rakes. Los 
tejidos de callos también pueden surgir de las estructuras meristemáticas 
profundas semejantes a los embrioness. Estos cuerpos son las semillas capaces 
de desamollar plantas completamente normales, el más reciente desarrrollo en 
este campo es la producción artificial de semillas que son cuerpos embrionarios 
encápsuiados en una gel y colocados directamente dentro del terreno. La 
producción in vitro de plantas maneja iécnicas para manipulaciones genéticas. 

Producción in Vitro de Productos Secundarios de Plantas: 

El cultivo de células de plantas se aplica para desarrollar las técnicas para una 
mejor explotación de sus recursos naturales y se apliquen como: aditivos en 
alimentos, excipientes en los cosméticos, excipientes y fármacos en la industria 
fmacéutica y como conservadores, colorantes etc., en la industria química. 

Una de las áreas que actualmente ije le da énfasis al cultivo de callos es la 
sintesis y extracción de productos naturales (Hurtado y Merino, 1987). 

A continuación se da una tabla dle los productos secundarios de plantas 
producidos de los cultivos de células (Schmauder y Doebel, 1990): 

f 

Contenido (s4 
(% en peso) 

Componente 

Antraquinonas 

Verbascosidos - 

Panax ginseng 
Lithospermum 

11.4 

b 



Acido rosmarínico I Coleus blumei L I 25 

Bencilisoquinolei- 
na 

Alcaloides 

Coptis japonica 
Berberis 
stolonifera L 

Macleaya 
I microcatpa L I 

CinamoilDutresci- I Nicotiana tabacum I 2.1 

- 

Nicotina 
Benzofenantre- 

nas ( L  I 
Diosgenina I Dioscorea I 7.2 

Nicotiana 
deltoidea L 

Eschschdtua 
dinas I californica L 
Alcaloides I Catharanthus 11.4 

I Nicotiana 
indólicos I roseaus L 
Ubiquinina 

5,6 

0.9-2.7 

o. 1 

0.23 

o. 1 
0.15 

0.05 

Selección de Estrategias 

Una de ellas es la disposición genéiica, por ejemplo los productos coloreados se 
pueden usar por su facilidad de cuaritificación y detección. Así las shikoninas son 
rojas y amarillas las cuáles muestréin una selección visual en las líneas de las 
celulas. Otra selección para conocer los componentes son las propiedades de 
fluorescencia, cuando se irradia luz UV. (ejemplo alcaloides indólicos). Para los 
demás productos secundarios son usadas las técnicas de cromatografía en capa 
fina y en líquidos. Para tener líneas con mayor producción de metabolitos se 
deben seleccionar continuamente éstas líneas a través de períodos de 
su bcultivos. 

producción de Metabolitos Secundarios: 

Por muchos años la producción de inetaboiitos secundarios tomó la dirección de 
alcaloides, pigmentos y compuestos arómaticos. Desafortunadamente la 
producción ha bajado por: la baja estabilidad de los cultivos de células, la 
tendencia a formar otros componeintes y la diferenciación de las células. De 
alguna manera se han controlado con iluminación específica, concentraciones 
diferentes de fitohormonas y la regulación de gases en las fases. Esto se muestra 
con la producción de shikoninas y sus derivados por las Industrias Petroquímicas 
Mitsui LTD. Primero emplearon nitrógeno amoniacal para que las células se 
desarrollen hasta el noveno día, después cambian a nitrato y se producen los 
metabolitos de shikonina. 

Inmovilización de Células de Plantas: 

El cultivo de células habilita la producción secundaria de productos o la 
transformación de diferentos componentes y también el transporte de sustratos y 
productos entre el medio y la c.élula y éstas células muestran suficiente 
estabilidad por largo tiempo. Para la inmovilización depende de las propiedades 
específicas de las células siendo iiecesario en cada caso probar un método 



crpecífico Debidc a que los agentes requeriozs para inmovilizar pueden daiíar 
i 3una función retabólica y las Gluias ossen colocarse en medios que 
czntengan: alginabs, carragenatos agares. Estos sistemas se continúan con 
t b i c a s  de recircslaciones con!inuais y en lote Hasta ahora 12 inmovilización a 
sdo ejecutada con  células intactas, agregados celulares, células permeables y 
p-otoplastos. 
Aslamiento y Purificación de Productix: 

L3 localización de los productos dentro de las células ofrece el problema de sus 
atos costos y además la purificación es un camino largo y complicado. 

EI la siguiente tabia se dan algunos tqemplos de aislamiento: 

m d i m i e n t o s  específicos para el aislamiento de productos de las 
fermentaciones en supensión (Schmanider y Doebet, 1990): 

~ 

Técnica Acid0 

Fermentación de 
32 I de medio, 

cbtenci -Muri6n de y 152.3 
poductos de las 

Calentamiento de 
I células con agua 
a p H 3 y 8 0  
gados, 
centtifugación y 146.2 
mcentración de 

Rosmarínico (al - 

células. - 

(XAD-2) ua- 

Concentración a 
metano1 2 % VN. 

la capa de agua. I - 
Cromatoarafía de I 

117.8 
- 

intercamijio iónico I 

agua,lavado y 

vacío, 
aistalizacion con I 103.7 

100 20 

I 
65 97 

I 

Aspéctos Económicos y el Rumbo Fuluro de la Explotación: 

La aplicación de cultivos en el campo de la medicina quedan aún sin resolver y el 
mltivo de plantas con aceites esenciales tiene gandes perspectivas económicas, 
sin embargo sus altos costos hacen que los métodos biotecnológicos con 
terpenoides aún no se apliquen. Las tknicas de cultivo in vitro es posible aplicar 
a cultivos con crecimiento pequefio y que RO necesiten gran demanda de 
componentes. 

Las siguientes líneas de células ser& en un Muro el centro de investigación y 
desarrrollo : 



Producción de productos naturales. farmacéuticos, aceites esenciales y 
colorantes, u través de síntesis nuevas, biotransformación. técnicas de 
inmovilización, etc. 
Además usendo la tecnología de cultivo de células en !a producción al servicio de 
la agricultura y la horticultura, La producción económica es posible: si el costo de 
los productos esta en el rango de !§1000/Kg y si la producción es de 10gll de 
suspensión de cultivo. Un cambio en la tecnología puede ser causado por: 
Trabajar con altas densidades de &Mas y disminuyendo costos. 

ANTECEDENTES 

11.1 Artemisia absinthium L 

La malaria es una enfermedad tropical la cual provoca una alta mortalidad, 
principalmente infantil, causando uri desequilibrio económico sobretodo en los 
pueblos africanos. En China se usó desde hace mucho tiempo una planta con 
actividad para bajar la fiebre, hierba a la que llamaron Qinghao (Artemisia annua 
L.). De ella se ais16 una droga natural a la que se llamó artemisina Ó quimghasou 
(QHS) con actividad antimalarial, de! rápida acción y efectiva contra el parásito 
malarial, pertenece al grupo de las sesquiterpenlactonas. Sin embargo, el 
contenido bajo de artemisina en Arfemisia annua ha sido un factor limitante para * 
su uso clínico, además la síntesis de la molécula no es económicamente factible. 
La aplicación de la biotecnología por medio del cultivo de células y tejidos puede 
proporcionar una mayor cantidad potemial de metabolitos secundarios y además 
que éstos tengan aplicación en la industria farmacéutica por lo que su 
investigación se ha intensificado. Esto se ha aplicado en la producción de 
artemisina de plántulas derivadas de hojas Ó del cultivo de callos (Tawfiq y 

Artemisia douglasiana L crece en Cuyo, Argentina y es utilizada por la gente como 
agente antiulcerante de ahí su imporl:ancia en Fitoquímica y en Farmacología. En 
un análisis fitoquímico se identificti la dihidroleucodina (DHL) y en estudios 
recientes de farmacología se investiigó el efecto citoprotectivo contra la ulcera 
péptica inducida químicamente en ratas. En este trabajo, su objetivo fue la 
selección de (DHL) producida en las líneas de Artemisia douglasiana a partir de 
callos germinados en diferentes rriedios, la (DHL) se extrajo con metanol, 
separado por CC y analizada por HPLC (Pestchanker et al., 1989). En una 
investigación subsecuente con An!emisia douglasiana, los mismos autores 
describieron la distribución de DHI. en diferentes partes de la planta. Esta 
distribución de la producción de DHL. se determinó en material fresco y seco, de 
raíces, tallos, flores y hojas de especímenes adultos (fig. 1). (Pestchanker et al., 
1990). 

col., 1989). 
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Fig. 1.  Prochción de IIHL en Artemisia douglasiana 

En el cultivo de plántulas de Artemisi,? annua L en un biorreactor usando carbono 
simple y nitrógeno como fuente energética, se produce una variedad de plantas 
desarrolladas en el laboratorio y un método rápido para uniformizar la 
propagación en el campo. Para ello se ha desarrollado la recombinación de DNA, 
en la tecnología del cultivo de plantas. Esto es un paso en la producción de la 
ingeniería genética de las plantas, obteniendo plantas resistentes a insecticidas y 
a heladas. Una misma variedad de plantas es desarrollada en el laboratorio y de 
esta manera se uniformiza la propagación y es llevada como testigo al campo. Así 
la rnicropropagación es controlada y facilita el desarrollo para transferir las 
plantas del laboratorio hacia el campo. De esta forma queda establecida la 
micropropagación de un número de especies de plantas para la producción por 
medio de técnicas de cultivo. (Park et a/., 1989). 

En el estudio de micropropagación de Artemisia granatensis L originaria de la 
Sierra Nevada de Granada, Espaiia también llamada manzanilla real, esta 
especie esta catalogada en peligro 'de extinción con muy poca probabilidad de 
supervivencia en la nahraleza. Por eso se aplicó en ella, la técnica de 
micropropagación. La propagación ocurre por semillas (Clemente et al., 1991). 

La acumulación de poliacetilenos representa características biogenéticas típicas 
dentro de las Asteraceae (compuestas). Estos componentes abundan en las tribus 
Hellianteae, Cynareae, Anthemideae. Para ello se analizó la presencia de 
diferentes tipos de acetilenos en lun gran número de especies del género 
Artemisia lo que dio como resultado que esta distribución proporciona el género 



Artemisia un significado químico taxcsnómico especial. Basándose en los datos 
disponibles de Artemisia vulgaris L. se pone en evidencia que existe una relación 
muy estrecha de ésta con respecto a las demás especies del grupo Vulgares 
provenientes del este de Asia y de Norteamérica, presentando una abundante 
cantidad de poliacetilenos y en ocasiones una gran acumulación. Esto es por que 
hay deformación de fenotipos en muchos miembros del grupo Vulgares mostrando 
una amplia diversidad morfológica. Ulna investigación comparativa reciente sobre 
las características de los poliacetilenos representativos, del grupo Vulgares 
muestra como los poliacetilenos pueden agruparse de una manera natural 
(Wallnofer et al., 1989). 

Tanacetum parthenium L es reconociida en la medicina popular como un remedio 
eficaz contra la migraña y dolores relacionados. El principal principio activo es la 
sesquiterpenlactona pathernolida. Se' establecieron líneas de cultivo de células 
para producir éste componente en mayor proporción a los otros metabolitos 
producidos en el orgáno floral. Se establecieron líneas de callos entre dos 
miembros de la tribu Anthemidae de las compuestas, estas dos son Tanacetum 
vulgare L. y Artemisia vulgaris L para fines comparativos, estas dos Últimas 
especies son conocidas por prodiiar monoterpenos con una variedad de 
esqueletos típicos. Se establecieron sus líneas de callos, junto con las 
investigaciones de metabolitos secundarios de T. vulgare (Banthorpe y Brown., 
1989). Sin embargo, en el cultivo de 13stos géneros no se obtienen los productos 
característicos de sus congéneres y las líneas de callos de todos estos géneros 
producen repentinamente derivados coumarínicos (Banthorpe y Brown, 1989). 

El extenso género Artemisia L. es conocido por la apiimción medicinal de muchas 
de sus especies. A. caerulescens L. subs. gargantae Valles-Xirau et Seoane- 
Camba; es una especie que se describió recientemente y que puede ser 
localizada en ciertas áreas del norte de España. Se colectó en la vecindad de 
Alcarrás,, Lerida, España. La planta se secó y molió, después se sometió a 
extracción, desengrasado y purificación; de la que se obtuvo por cristalización 
algunos compuestos, de los cuales ?a llegó a determinar la estructura de dos 
sesquiterpenlactonas: Gargantólida y 'I -epigargantólida (Sanz y Marco, 1989). 

Las sesquiterpenlactonas son los metisbolitos secundarios más característicos de 
muchas especies del extenso género Artemisia (compuestas, tribu Anthemidae). 
Artemisia herba-alba Assu. Subsp. Valentina Lam. muestra primeramente que 
contiene lactonas con esqueleto tipo eudesmano. En esta investigación se 
trabajaron con dos quimiotipos de estéis especies que crecen en Villena, Alicante, 
España (tipo I ) ,  y en los alrededores de las provincias de Valencia y Teruel 
España (tipo 2). Ambas plantas fueron sujetas a los mismos tratamientos de sus 
partes aereas: secadas, molidas, maceradas, desengrasadas, separadas por CC 
y purificadas por HPLC y TLC preparativa. Para obtener 11 nuevos 
eudesmanólidos oxígenados y dos nuevas sesquiterpenlactonas. (Marco, e; al. , 
1990). 

Posteriormente, estos mismos autores indicaron una corrección en las estructuras 
de la torrentina y 1 l-epitorrentina aislladas de Artemisia herba-alba Also subsp. 
Val ntina Lam. (Asteraceae), tomando1 en cuenta los resultados de los espectros 

Recientemente, se reportó el aislainiento de grasas, aceites esenciales y 
sesquiterpenlactonas de Artemisia herba-alba Asco Subsp. Valentina Lam. Un 
estudio posterior sobre los especímeines de la misma planta colectada en la 

* 

de 'i H nmr y los análisis cristalográficoic de rayos X (Marco y Sanz, 1992). 
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vecindad de Yillena (Alicmte Espafie), indica la presencia de nuevos terpenoides. 
El material vegetal es seiado, molid«. extraido, desengrasado, purificado por CC, 
HPLC y TLC presarativa. Aislando nuevas sesquiterpenlactonas, 
eudesmanolidos, triterpenos como ergosterol, beta-sitosterol y otros componentes 
(Sanz et al., 1989). 

Artemisia herba-alba Asso. Subsp. Valentina Lam. es una de las dos subespecies 
de Artemisia herba-alba. Durante once años se han venido investigando un 
quimiotipo de la planta, donde se han determinado grasas, aceites esenciales, 
tres sesquitetpenlactonas con e:jqueleto tipo eudesmano; asi como el 
establecimiento de la estructura de la torrentina. Otro quimiotipo de la misma 
subespecie se ha investigado y de esta forma se han aislado siete nuevas 
sesquiterpenlactonas con esqueleto tipo eudesmano y germacrano y un nuevo 
éster e,udesmano. Así se establecein los resultados de tres quimiotipos de A. 
herba-alba subespecie valentina, de la que se aislaron cuatro nuevos 
eudesmanólidos, un ácido eudesmiinólido. torrentina y sus epímeros, artesina, 
taurina y sus epímeros. Para ello la planta se colectó en los alrededores de las 
provincias de Valencia y Teniel, España. La planta es secada, molida, extraída, 
desengrasada, fraccionada y finalmente purificada por CCD preparativa.(Sanz et 
ai., 1990). 

A partir de los estudios anteriores de inducción y crecimiento de callos sobre 
fragmentos de hoja de Aitemisia absinthium con diferentes reguladores de 
crecimiento vegetal y sacarosa. Se determinó usar para éste trabajo el medio de 
cultivo denominado MS-3. El que coritiene 0.4 mg de 2,4-D, I mg. de cinetina y 30 
g de sacarosa. Por obtener una mejor inducción de callos en exglantes de hojas, 
un mayor peco fresco debido a la ihducción del 100 % de callos y por que al 
sustituir la fuente de carbono por gllucosa. se obtienen resultados semejantes al 
usar el MS-3, Lechuga y Col. (1992). 

Se continuó con la revisión bibliográfica del género Artemisia, siendo la mayoría 
de los artículos consultados referentes a estudios fitoquímicos y a síntesis de 
metabolitos. 

La investigación del principio amargo de Artemisia absinthium L se basó en un 
estudio sistemático de los precursores del Chamazuleno, ya que se conoce que 
en la familia de las compuestas estas substancias dan esta propiedad a este 
grupo de plantas. La Absintina y la Anabsintina son dos lactonas sesquiterpénicas 
que con típicas de A. absnthium, la primera se encuentra presente como tal en la 
planta, y la segunda parece ser que! se forma durante su aislamiento a partir de 
otro componente con la misma propiedad amarga; que puede ser la Absintina. Por 
lo tanto la Anabsintina se puede considerar como un artefacto de extracción y 
esta se aislo en forma cristalina a partir de extractos de éter de petróleo y de 
etanol, los cristales obtenidos de ,metano1 6 etanol son de color naranja. AI 
realizar la cristalización se obtienen cristales solvatados. Los resultados 
claramente muestran la composición de 15 carbonos con 5 moléculas de agua de 
solvatación obteniéndose con solvenltes de punto de ebullición alto y la sustancia 
con punto de fusión elevado, por su!$ constantes físicas se concluye que se trata 
de Anabsintina. Estructuralmente la Absintina es diferente a la Anabsintina ya que 
esta es un proazuleno natural (Sorm y Col., 1955). 

Los azulenos son compuestos de! tipo acetilénico y se considera que se 
caracterizan porque en un destilado de manzanilla dan coloración azul. En la 
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familia .de las compuestas se tienen dos subgrupos, en el Tubliflorae se 
encuentran los azulenos. 
Los géneros Artemisia y Tanacetum pertenecen al subgrupo Tubliflorae, en donde 
se han encontrado muchas lactonas sesquiterpénicas de varios tipos: 
Eudesmanólidos (Santonina), Germacranólidos y Pceudoguayanólidos (Trease y 
Evans, 1987). 
Artemisia judaica L, cuyo nombre en Arabe es Shih-&lady se extiende 
ampliamente en Egipto en la zonas ccisteras, en el desierto, cerca de los ríos y en 
la península del Sinai. Esta especie se ha usado durante mucho tiempo como 
hierba medicinal y esta siendo estudiada por varios grupos, los que han 
enriquecido la química del género el adicionar una serie de eudesmanólidos, 
monoterpenos y compuestos aromlticos. Una reinvestigación de las partes 
polares del extracto de A. judaica L, trabajando Únicamente sus partes aéreas, ha 
aportado nuevas sesquiterpenlactonas, eudesmanóiidos y glaucólidos. Las partes 
aéreas de ésta planta fueron colectadas en Egipto, se secaron a temperatura 
ambiente y fueron extraídas con etanol al 95%. El extracto se concentró con vacío 
y se adicionó ácido acético para dejairse tres horas a la obsm-dad. Se formó un 
depósito verde el cual se separó de la solución, ésta se extrajo con éter de 
petróleo, cloroformo, acetato de etilo y n-butanol. Las fracciones amargas de los 
tres primeros disolventes se juntaron y se concentran hasta dejar un residuo que 
pesó 33 g. El residuo se aplicó a una columna matográfica, la que se eluyó 
con disolventes y de las fracciones que salieron con tetraclmro de carbono y 
clorofomo se obtuvieron 2.5 g de judaicina (Khafagy y col., 1988). 

Artemisia afra L, es una de las especies de éste género que solo se ha 
encontrado en el sur de Africa, contiene un aceite esencial y se conoce poco de 
los componentes no volátiles. Las raiices contienen acetilenos típicos, presentes 
en otras especies de Artemisia. La planta crece en la estación experimental de la 
Universidad de For Hase. El material es secado al aire para ser extraído con 
metanol-éter-éter de petróleo. Se obtiene un extracto de las raíces con un peso de 
230 g, el que es purificado por aromatografía en columna y en capa fina 
obteniéndose acetilenos, humulenci, beta-fameseno y esaialeno. De las 
fracciones más polares se obtiene isofraxidina, entre otros compuestos. El 
extracto de las partes aéreas también es purificado por cromatografía en columna 
y después por cromatografía en capa fina obteniendo alfa y beta-thujona, 
ascaridol y alcanfor (Jakupovik y col., 1988). 

La estructura propuesta para una Flavona aislada de Artemisia lanata L, es 
revisada al compararla con los datcis espectrales obtenidos para otra flavona 
similar. La estructura del producto natural aislado denominado Artementina, 
difiere de la otra flavona que es sintéltica, por sus datos espectrales (Tukunaro y 
col., 1989). 

Continuando con los estudios de sesquiterpenladonas de las especies de 
Artemisia, se investigaron las partes aéreas de Artemisia monfana L., de donde 
dos nuevas sesquiterpenlactonas del! tipo Guayanólido: la Neoezoguainina y la 
Ezoyomoginina son aisladas junto coin otras cinco ya conocidas. Sus estructuras 
son determinadas por 'HNMR, e identificando los componentes ya conocidos por 
comparación Con muestras auténticas. Las partes aéreas de la planta son 
extraídas con cloroformo, para separar los componentes se aplica cromatografía 
en columna y en capa fina para postieriormente cristalizarse algunas f;accciones 
con éter etílico y acetato de etilo y a otras se aplica de nuevo la columna 
(Masahiko y col., 1989). 



El vasto ger,ero Artemisia perteneciente a la tribu Antbernidae, contiene gran 
cantidad de sesquiterpenlactonas de tipo eudesmanólido. AI parecer los estud'ios 
químicos de este genero se secciorian, dando resultados insuficientes pero con 
una clara imagen. Artemisia krash es una especie que se localiza en Iran. La 
planta se colectó a 60 Km al norte de Teheran y se depositó un espechen en el 
herbario del Departamento de Botsinica de la Shalid Beheshty Universidad de 
Teheran. Esta es secada, molida y extraída con éter-metanol-petróleo. El extracto 
desengrasado con metanol es separado por cromatografia en columna, 
obteniendo varias fraccciones. De lla fracción No. 1 por capa fina se obtiene: 
fluoroacetofenona, cicloartenona y pinocarveol, las demás fracciones fueron 
separadas por HPLC (Rustaigan y ccil.: 1989). 

Altemisia herba-alba var. asso, es una planta muy usada en la medicina popular, 
esta especie se distribuye en una diversidad de quimiotipos en España. En esta 
investigación se realizó una comparación de los constituyentes fitoquímicos con 
las especies de Israel. Así las especies de Espaib contienen grandes cantidades 
de los aceites cineol0 y bornano a diferencia de la Israelí y Marroquí que no los 
tienen. En cambio éstas contienen rmoterpenos que son característicos de las 
de Israel y la davanona Ó acetato de cixrisantenil de las Marrroquies. La potencia 
antibacterial de los aceites Españoles, fue investigada junto con las de Israel y es 
notable para ambas la inhibición del crecimiento de Shigela sunnei, pero no hubo f 

inhibición en Escherichia coli. El aceite es extraído de la planta por destilación con 
arrastre de vapor (Feuerstein y col., 11 988). 

Artemisia hispanica Lam. non Weber ex Stechrn. es un arbusto de hojas gris 
parduzco y marcadamente aromático, con ligero olor acre. Se encuentran sus 
poblaciones dispersas por las zonais áridas de Espatia y es conocida con el 
sinhitno de Alfemisia reptans c. Sm, ex. Linkin. Busch. Las partes aéreas de A. 
hispanica son secadas y molidas, para ser extraídas con metanol al 80% y al 50%. 
Se juntan los extractos y se concentran. para después extraerse con una mezcla 
de hexano-éter y acetato de etilo. El de hexano no se trabajó, a diferencia de los 
otros extractos a los que se aplicó en cromatografías en columna y en capa fina 
para aislar los flavonoides (Marco y col. 1988). 

Artemisia ahrescens L, fue una plainta usada por los antiguos Griegos y Arabes 
para propósitos anticoncéptivos. Como ya es sabido el género contiene gran 
cantidad de sesquiterpenlactonas y em ésta investigación de las partes aéreas de 
la planta se encontró una nueva sesquiterpen-lactona. 
Para ello se percoló una cantidad de planta ceca y molida con acetona, 
obteniéndose un extracto que se disolvió con metanol y agua, la solución es 
lavada con hexano y después con cloroformo. La clorofórmica es separada por 
columna y una de sus fracciones se volvió a someter a la cromatografía en 
columna para separar la sesquiterpenlactona (Granduiini y col., 1988). 

La Artemisina (Quinghaousu), Única cesquiterpenlactona con una función 
endoperóxido aislada de Artemisia annua L (compuestas). Es una planta 
medicinal que en China se utiliza corno antimalarico, en ésta investigación se ha 
preparado la dihidroartemisina (mezda diastereoisomérica), con mayor actividad 
antimalárica. (Vishwakarma, 1990). 

En otro estudio, Artemisia annua L (Asteraceae), es cosechada en loa Estados 
Unidos para la producción de la drcga antimalaria artemisina. Sin embargo su 
baja concentración en las plantas cultivadas en el Nuevo Mundo y en Europa, ha 
sido un factor limitante para el aislamiento de la sustancia a gran escala y la 



síntesis de la molécula no es ?conomicamente factible. Acton y COL 19E  
utilzaron la técnica de HPLC y la detección electroquimica, un método que utiliza 
EDTA en la fase móvil y electrodo:; de plata y mercurio, muy selectivo para 
artermisina, por ser el único constituylente del extracto que d2 un pico significativ3 
en el cromatograma. Para este estudio se reporta el método de Acton con urd 
alternativa, usando un electrodo de carbon-vidrio sin EDTA en la fase móvil y asi 
se encontró una relativa distribucióri de artemisina en la planta. Para ello s 
trabajó con plantas enteras cultivalas de 8 a 13 semanas, la planta se dividió en 
tres partes: la parte superior, de 50 am; la de en medio, de 50 cm y la inferior, do 
50 cm. Todas las partes son secadas y molidas, para ser extraidas en soxhlet 
usando éter de petróleo durante 48 horas a 45OC. Se concluyó que la distribucih 
de artemisina esta en mayor canticiadl en las hojas que estan en la parte supericr 
arriba de 50 cm, le siguen las que estan en medio a 50 cm y por Último las que 
estan abajo de 50 un. En tallos y raíces no se encontró y las semillas tienen u1 
bajo contenido (Denys y col., 1990). 

Artemisia monosperma L.(tribu Anihemideae), fue investigada anteriormente 
encontrando flavonoides, acetilenos, coumarinas y otros. Recientemente se 
reportó un componente acetilénico con actividad insecticida y dos nuevos 
derivados del ácido paracoumárim. La planta colectada entre El Cairo y 
Alejandria fue secada, molida y extraída con éter de petróleo, éter etílico y 
metanol. El extracto es desengrasado y se obtienen 10 g de residuo, el que es 
purificado por cromatografia en columna y capa fina para obtener flavonoides. 
derivados paracoumarínicos, dos amponentes acetilénicos y derivados de la 
para-hidróxiacetofenona (Abdel-Mogib y col., 1990). 

Cinco flavonoides y un derivado de acetofenona son aislados de Aftemisia 
campeshis subsp. maritima, incluyendo una nueva flavona. Para ello las partes 
aéreas que crecen en forma silvestre en las arenas de la Bahía cerca de Cabo 
Espichel, son secadas, molidas y se extrajeron con cloroformo. El extracto es 
purificado por cromatografia en columna y capa fina preparativa (Rauter y cd., 
1989). 

Derivados sustituidos de alcoholes cinnamicos, especialmente coniferyl y sinapyl 
se encuentran extensamente distribuidos en el reino de las plantas. Juegan tm 
importante papel en la biosíntesis de! lignina. Se ha observado que la liberación 
de estos alcoholes y fenoles monomericos durante los procesos digestivos o 
durante el fumar, tiene impiicsiciones y molestias en humanos por 
despolimerización de la lignina. Tries aíios después se aislo un nuevo fenil 
propanoide de las raíces de Attemisia assoana Wilk. Basándose en los datas 
espectroscópicos de NMR, se asignó al producto la estructura del alcohol 
diisovalerato de sinapyl. El aislamiento de los derivados del alcohol cinnamico 
como isovaleroyl Ó residuos de ádos de diversas plantas de las compuestas son 
buenos predecesores para la síntesis del alcohol diisovalerato de sinapyl por 
acilación (Sanz y col., 1990). 

Artemisia sacrorum Ledeb (compuestas), se le encuentra distribuida en el distrito 
noroeste de China, se conoce que en la medicina tradicional de este pais, se 
utiliza para el tratamiento de hepatitis. Como un resultado de las investigaciones 
realizadas con esta planta, se logró aislar tres componentes diterpénicos. 
incluyendo tres glicósidos. Las paites aéreas fueron secadas, molidas y se 
extrajeron con ocho litros de agua ai ebullición. La capa acuosa se concentró a 
vacío hasta tener un residuo de tres litros. Se adicionaron nueve litros de etand, 
obteniendo un precipitado que es separado. El liquido se vuelve a concentrar a 
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OELJETIVOS 

111.1 Objetivos generales: 

Aplicar las técnicas de la biotecnología vegetal para la obtención de metabolitos 

111.2 Objetivos particulares: 

Obtención de cultivo de callos de raplido crecimiento y con capacidad biosíntetica 
mediante el medio mineral de Murashige Skoog (1962), al cual se agregan 
otros componentes. 

El aislamiento y purificación de los rnetabolitos secundarios provenientes de los 
cultivos de callos; empleando las técnicas cromatográficas. 

Determinación de la estructura molécular de los compuestos aislados, mediante 
técnicas espectroscópicas. 

secundarios de orígen vegetal. 

111.3 Metas 

Obtener el diploma de Especiallización en Biotecnología. 

Presentar los resultados en un congreso internacional. 

Publicar los resultados en una revista de investigación especializada. 

. 



HIPOTECIS 

Artemisia absintium L biosintetiza metabolitos secundarios in vivo, bajo las 
condiciones in vitro es posible que la planta manifieste esta propiedad e incluso 
bajo condiciones controladas incrementa su productividad. 

MEliODOLOGlA 

Técnicas empleadas durante el cultivo: 

Desinfección 
Preparación de medios de cultivo (MS. B5) 
Esterilización del medio de cultivo v del material vegetal 
Colocación en el medio de cultivo 
lncubación 
Resiembra 

Técnicas de aislamiento: 
Extracción con disolventes 
Purificación 
Separación por técnicas crom,atográficas 

Técnicas para determinar la estructura: 

Identificación de los metabolitos obtenidos por métodos espectroscópicos. 

V.l Métodos de cultivo 

Técnicas para la preparación del ciiltiv~ de callos de Artemisia absinthiwn L. in 
vitro . 

Se emplean plantas jóvenes de Artemisa absinthium (ajenjo), las hojas de la 
planta se cortan para ser desinfectadas superficialmente; primeramente con 
etanol absoluto durante 20 segundos y posteriormente se sumergen en una 
solución de hipoclorito de sodio diluido al 10% durante 10 minutos. Para eliminar 
el desinfectante se lavan cuatro veces am agua destilada esterilizada. Los 
fragmentos de hojas se pasan en condiciones asépticas al medio de cultivo 
previamente preparado y esterilizada en autoclave; se ajusta el pH del medio 
basal de (Murashige-Skoog,l962), el cual se modificó en su composición de 
reguladores de crecimiento y suplerrientado con 3 % de sacarosa y 0.8 % de agar 
bacteriológico. Los cultivos se incublan en la obscuridad y con iluminación a una 
temperatura de 25 grados centígradlos. Se van resembrando de 4 a 6 semanas, 
hasta obtener 4 generaciones Ó más (Ver cuadro A). 

V.2 Métodos de extracción y purificación 

Técnicas de separación y purificaciih aplicadas a los metabolitos del cultivo de 
callos de Artemisia absinthium: 

y 



Los callos de la primera a la cuarta generación son secados al medio ambiente, 
molidos y extraidoc con metanol. Posteriormente se concentra a vacío e1 
disolvente y se extrae con una mezcla de hexano-agua. Se separan las fracciones 
y a la acuosa se extrae con cloroformo. Las dos fracciones orgánicas son 
concentradas a vacío y la acuosa se seca a alto vacío (Ver cuadro 1A y 1 B). 

La purificación se comienza con cromatografía en columna, usando como soporte 
sílica gel Merk F m  y la elución es llevada a cabo con disolventes de menor a 
mayor polaridad (hexano, cloroformo, acetato de etilo y metanol). Las fracciones 
son analizadas por cromatografía en capa fina, para que de esta manera se junten 
las fracciones equivalentes y posteriormente trabajarlas nuevamente en 
cromatografía en columna o en cromatografía preparativa (Ver cuadro 2). 

Preparación del explante 

111 PARTE EXPERIMENTAL 
En el siguiente cuadro se resume el trabajo correspondiente a las técnicas de 
cultivo vegetal: r 

Preparación del medio de cultivo 

1. Lavado con agua y jabón a las 
hojas 
2. En área limpia desinfección con 
etanol 
3. Desinfección con cloralex 

1. Pesar el medio de cultivo 

2. Disolver en agua desionizada 

3. Agregar auxina, citocinina y 
sacarosa 
4. Aforar, agregar agar y disolver 
5. Vaciar a los frascos de cultivo 

6. Esterilizar en autoclave 

7. Pasarlos al área limpia para la 
siembra 

8. 30. subcultivo ( 3a. generación de 

Los pasos en la preparación del explante como en la preparación del medio, se 
llevaron a cabo cada vez que se preparaba un lote nuevo. Además los frascos 
que se contaminaron ó que el explanle se seco y no formo callo fueron separados 
y esterilizados. 



En el siguiente cuadro se resme el fxceso fitoquímico aplicado a los callos: 

1. Se fueron guarda-do los ~cíllos de la l a .  generación y 
subsecuente 
2. Fueron secados z> ambienx 
3.Fueron molidos 1's callos 
4. Los callos molida se extrqeron con metanol a 
temperatura ambiene hasta ser agotados 
5. Fueron filtrados its extractos etanólicos y se mcentraron 
a vacío en rotavapor 
6. De esta manera s= va obteniendo un residuo metanólico 
7. File aplicado al residuo alcohólico pruebas preliminares 
fitoquímicac para el ensayo de terpenos, alcaloides, 
flavonoides etc. Además se aplicó una cromatografía en 
capa delgada 

La extracción se aplicó con dos litros de metanol dejandose tres días 
macerandose con el polvo de los cal180s, Ilevandose hasta siete extracciones. Para 
llevar a cabo las pruebas preliminares se prepararon los reactivos de Wagner, 
Hager, DragendortT, Fehling A y B, solución de ácido clorhídrico y de Guinard. 

En el siguiente cuadro se resume el 1 m s o  de separación y purificación aplicado 
al residuo metanólico: 

en columna usando -~ silica gel 

de etilo 9:1, 
8:2, 7:3, 6:4, 5:s 2.5: 7.5. 

~ 4. Se continuo la eIuci6r-i con acetato de etilo 100 % 
~ 5. Finalmente se eluyo con metalol 100% 
6. Para cada fracción cbtenidai se aplicó cromatografías en capa 
delgada 
7 Se cristalizo la f r a d n  15 a 18 obteniendo un comwnente 

1 

La columna fué empacada en :;ecO. agregandose primero el extracto y 
eluyendose con solventes de menor a mayor polaridad. Se obtienen de dos a tres 
fracciones de 200 a 300 mililitros por día, conforme salian se concentraban en 
rotavapor y por cada seis se aplicó tmnatografíac en capa fina. De esta forma se 
juntó las fracciones similares, para realizarles pruebas preliminares y a los 
cristales obtenidos en la framón quince a dieciocho se purificarón con hexano. 



Finalmente a los cristales se les realizaron cromatografia en capa delgada con 
dos sistemas de solventes diferentes, para checar su pureza y se les determinó el 
punto de fusión. Los cristales se Ilev,aron a estudios de análisis espectrales en el 
Instituto de Química de la UNAM (Resonancia Magnética Nuclear y 
Espectrometrla de Masas). 

r 
RESULTADOS 

En la siguiente tabla se dan los resultados de los cultivos de callo colocados en 
la iluminación en el trimestre septiembre a noviembre de 1992: 

*cantidad obtenida de frascos con callo hasta el 25 de noviembre de 1992. 
& se agrego cloro a los callos antes de resembrarlos, pero los resultados no 
fueron satisfactorios ya que los callo.; c sesecaron. 



Resultados ca los L-. vos de callo en oscuridac durante e .:!mestre sptiembre a 
noviembre de 1992 

Cantidad camdad 
comlenzada contaminóda obtenida 

15 
9' 

Lote 

5 
Primera 11 z nov. 

I 
14 16 

- 
primera 26 3- oct. 1 16' 

resiembra 
6 

resiembra 
Segunda 24 3- nov. 16 
resiembra 
7 2 & x t .  28 
Primera 26 E oct. 7 
resimbra 
Segunda 24 x nov. 7 
resiembra 
8 25 01 oct. 20 
Primera 24 o- nov. 8 
' resiembra 
Primera 29 o- oct. 17 
siembra 
Primera 3 & IOV. 20 
siembra 

' Primera 11 ce nov. 18 
siembra 
'cantidad obtenida 01 frascos con cal 

Resukdos del lote 9 al 17 en iluminación y oscuridad 
'cantidad obtenida 01 frascos con calllc 
-- 

Lote 

9 
9a 
9b 
10 

1 Oa 
11 

1 l a  

l l h  

12 

12a 

FechaSm 
b. 
29-sep-32 
1 -nov-2 

3-nov--2 

3-nov-c;! 

21-diC-2 

1 -dic-E 

2dic-22 

21-dic-c;! 

5-nov-92 

2-nov-92 

No.frascos 

17 
25 
7 

20 
4 
20 

11 

5 

17 

14 

- 
Vo.contam. 

3 
18' 
O 
16 
O 
9 

6' 

1' 

3 

8' 

:ant.obt. 
l e  callo 

14 
7 
7' 
4 
4' 
11 

5 

4' 

14 

6 

Lugar 

Iluminación 
Iluminación 
Iluminación 
Iluminación 
Iluminación 
Obscurida 
d 
Obscurida 
d 
Obscurida 
d 
Obscurida 
d 
Obscurida 
d 





i3 

14 

!4 

!5 

!5 

!6 

!6 

!7 

!7 

!8 

?8 

29 

29 

30 

30 

31 

31 

32 

32 

33 

33 

34 

14 

12 

20 

9 

15 

20 

20 

19 

20 

24 

23 

18 

18 

’ 10 

8 

9 

10 

O 

O 

8 

3 

17 

1 1  

7 

16 

8 

9 

20 

9 

9 

1 1  

9 

7 

16 

16 

5 

8 

9 

10 

8 

15 

1 

10 

6 

17 

8 

a 
17 

10 

1 1  

14 

17 

7 

10 

1 

a 

3 

7 

1 1  

7 

Dixcurid 
aa 
Iluminaci 
ón 
Obscurid 
ad 
lluminaci 
ón 
Obscurid 
ad 
lluminaci 
on 
Obscurid 
ad 
lluminaci 
ón 
Obscurid 
ad 
lluminaci 
ón 
Obscurid 
ad 
lluminaci 
ón 
Obscurid 
ad 
lluminaci 
ón 
Obscurid 
ad 
lluminaci 
ón 
Obscurid 
ad 
lluminaci 
ón 
Obscurid 
ad 
lluminaci 
ón 
Obscurid 
ad 
lluminaci 
ón 



34 

35 

35 

36 

36 

37 

37 

38 

38 
- 

15 

19 

18 

O 

O 

O 

o 

3 

4 

9 

20 

18 

Obscurid 
ad 
lluminaci 
ón 
Obscurid 
ad 
lluminaci 
ón 
Obscurid 
ad 
lluminaci 
ón 
Obscurid 
ad 
lluminaci 
ón 
Obscurid 
ad 



Resultados de los ensaycs preliminares para los residuos en oscuridad: 

ALCALO I DES 

Reactivo Resultado 

Hager 

Mayer Solución naranja turbia 

Wagner Solución naranja-café más turbia 

no hay precipitado, solución amarilla 

SAPONINAS 

Reactivo -- Resii Itado 

Formación NO hiubo 
de espuma. 

TRITERPENOS 

Reactivo -- Resultado 

Liebermann-Burchard Anillo de color rojo en la interíase 

TANINOS 

Reactivo -- Resultado 

Cloruro ferrico negativo 

FLAVONOIDES 

Reactivo -- Resultado 

Shinoda Ligero color naranja 

Vapores de amoníaco En el papel se observa color amarillo. 

AZUCARES 

React ivo 

Benedict 

Fehling 

-- Resuiltado 

No hay reducción 

No hay reducción 



Se adicionó ácido sulfúrico y se volvió a calentar los tubos, resultando solo 

positiva la de Fehling. 

Resultados de los ensayos preliminares de los residuos en iluminación: 

ALCALOIDES 

Reactivg 

Hager 

Mayer 

Wagner 

SAPONINAS 

Reactivo 

Formación 
de espuma 

TRITERPENOS 

Reactivo 

Liebermann-Buchard 

TANINOS 

Reactivo 

Cloruro férrico 

FLAVONOIDES 

Reactivo_ 

Shinoda 

Vapores de amoníaco 

. 

-- Resultado 

no hay precipitado, solución amarilla 

Ligeramente turbio la solución amarilla 

Muy turbio la solución naranjacafé 

-- Resultado 

no hubo 

-- Resultado 

Anillo oscuro en la interface 

-- Resultado 

negativo 

-- Resultado 

Ligero color amarillo-naranja 

Ligera coloración amarilla del papel. 



AZUCARES 

Reactivo 

Benedict 

Fehling 

-- Resultado 

no hay reducción 

no hay reducción 

AI agregar ácido sulfúrico a los tubos y volver a calentarlos sólo se redujo el 

reactivo de Fehling. 

Peso de los callos: 

El peso de los callos obtenido de sep. a nov. en iluminación es de 

3.6 g. 7 

El peso de los callos obtenido de sep. a nov. en oscuridad es de 

6.15 g. 

El peso de los callos obtenido de enero a mayo en iluminación es de 
49.9 g. 

El peso de los callos obtenido de enero a mayo en oscuridad es de 
41.7 g. 

El peso del residuo en oscuridad de enero es de 4.5 g. 

El peso del residuo en iluminación de enero es de 2 g. 



Cromatograma 1 obtenido para los residuos metanólicos de callos de 

Artemisia absinthium. 

Crornatograrna 2 obtenido para los residuos metanblicos de callos de 

Arfemisiá absinthium. 



. Muestra i: residuo metanólico de los callos obtenidos en oscuridad de 

septiembre-enero. 

Muestra 2: residuo metanólico (de los callos obtenidos en iluminación de 

septiembreenero. 

Muestra 3: residuo metanólico de los callos obtenidos en oscuridad de 

febrero-mayo. 

Muestra 4: residuo metanólico (de los callos obtenidos en iluminación de 

febreromayo. 

COEFI€IENTES DE REPARTO (Q) i 
A) Calwlos de Rf para el crmtogaima 1: 

F Frente de disolvente= 9 an. 

Sistema de disolventes: 9.25 ml cloroifomio-o.75 ml acetato de etiio (Tawfiq,1989). 

Muestra 1 : 

Componente 1: Fzf = 0.1 1 
Componente 2: & = 0.24 . Componente 3: & = 0.32 
Componente 4: & = 0.45 

Muestra 2: 

Componente 1: Rf = 0.14 . Componente 2: Rf = 0.2:3 

Muestra 3: 

Componente 1: Fzf = 0.13 
Componente 2: & = 0.2!5 
Componente 3: Fzf = 0.44 

Muestra 4: 

Componente 1: Rf = 0.1:3 
Componente 2: Fzf = 0.2!5 . Componente 3: Fzf = 0.45 



5 

B) Cálculos de Rf para el cromatograma 2. 

Frente de disolvente 9 2 un 

Sistema de disolventes empleados wmo eiuyentes: cloroformo 8 mi- acetato de 

etilo 2 ml (Tawfiq, 1989). 

Muestra 1 :  

Componente 1: Rf = 0.14 
Componente 2: Rf = 0.41 
Componente 3: Rf = 0.57 
Componente 4: Rf = 0.92 

Muestra 2: 

I I Componente 1: Rf= 0.14 
Componente 2: Rf = 0.36 

P. Componente 3: Rf = 0.54 
Componente 4: Rf = 0.912 

ii 

Muestra 3: 

. Componente 1: Rf = 0.14 
Componente 2: Rf = 0.35 

. Componente 3: Rf = 0.63 

Muestra 4: 

Componente 1: Rf = 0.14 
Componente 2: Rf = 0.21 
Componente 3: Rf = 0.35 
Componente 4: Rf = 0.45 
Componente 5: Rf = 0.57 
Componente 6: Rf = 0.93 

.<"V , 



Separacio- tiel reslo-o metanólico 

El residuo fue separado por cromicmfía m alumna usando como soporte 200 
g de de silica gel 60 H F m  para rrtmatogm-a en capa fina, de esta manera se 
obtuvieron las siguientes fracciones con los eluyentes: 

I i 

i I 
v 

I 
I Hexam 100 % 

. .  .. , 1 a l8  
, ..i t ' 1": 

. A c e t a  de Etilo 7:3 
&tab de Etilo 6.4 

9 

en q x i  fina usoido cromatofolias Ai de silica gel 60 

I Fracción Número 

Aa-1 1-6 
Aa-2 7-1 O 
Aa-3 , 11-14 
Aa-4 1518 
Aa-5 19-23 
Aao 24-29 
Aa-7 30-31 
Aa-8 32-35 
Aa-9 36-39 
Aa-1 o m 2  
Aa-I 1 43-46 
Aa-I 2 47-52 

. : Las cromatoplacas se comieron am h mezda de disolventec: cloroformo-acetato 
de etilo 8:2, observandose en cada una gran cantidad de manchas al ser 
reveladas con lámparas de,luz ulbavioleta de onda corta y onda larga. Para ello 
seempleo una cámara de ¡uz ultramhta CROMATO-VLJE@ model CC-20G. 

e la fracción Aa 1518 erilida con htmanoacetato de &lo 9:l se obtuvieron unos 
cristaies. incoloros (5.7 mg) los cuales se filtraron y se lavaron con hexano, 



Fracciones 

I a 6  

7a10  
1 1  a14 
15a 18 
19 a 23 
24 a 29 
30 a 31 
32 a 35 
36 a 39 
40 a 42 
43 a 46 
47 a 52 

teniendo un punto de fusión de 155-156'C. Para ello se empleo un Fisher-Johns 
Melting Point. 
Las demás fracciones necesitan purificaciones adicionales por cromatografia en 
columna y/o en placa fina preparativa. La determinación de la estructura 
molecular del compuesto aislado SE! hará por medio de técnicas espectrosdpicas, 
como son: 'H-rmn y E.M. 
A los cristales junto con una muestra de esteroles se les aplicó cromatografia en 
capa fina, usando como sistemas de solventes hexano-acetato de etilo 8:2 y 
hexano-diclorometano 1 :I y 2:8. AI revelarse con luz ultravioleta de onda corta y 
con una solución de sulfato céflco !se observo una mancha de color morado tanto 
en los cristales como en la muestra y además a la misma distancia. 

. I  A las fracciones se les aplicb pruebas para triterpenos, alcaloides y flavonoides: 

I' Las pruebas de alcaloides con los reactivos de Hager. Mayer y Dragendorff en 
todas las fracciones da resultado negativo. 

"i s. Resultado 

Anillo naranja en la interfase 1- 

(+I 
No hay cambio (-) 
Anillo naranja obscuro (+) 
Anillo rojo obscuro (+) 
Anillo rojo obscuro (+) 
Anillo café obscuro (+) 
No hay cambio (-) 
Anillo naranja (+) 
Anillo rojo obscuro (+) 
Anillo rojo obscuro (+j 
No hay cambio 
No hay cambio 

i: 



FLAVONOIDES: 

Fracción I 
I 1 a 6  

1 1  a14 
15 a 18 

32a35 

43a46 
47 a 52 

Resultado 

No hay cambio (-) 
No hay cambio (-) 
No hay cambio (-) 
No hay cambio (-) 
No hay cambio (-) 
No hay cambio (-) 
Color rojo namja (+) 
Color naranja (+) 
Color naranja (+) 
Color lujo-nmja (+) 
Color mjodwmja (+) 
Color naranja (+) 



CONCLUSIONES 

Los resultados de los primeros lotes sembrados a luz y obscuridad nos aportan 
pequeñas cantidades de frascos con crecimiento de callo. Debido a la poca 
experiencia en la manipulación dle las técnicas de cultivo de explantes. 
Englobando desde la limpieza de las hojas con agua y jabón, del área de trabajo, 
de los tiempos de contacto de los eqjlantes con etanol y la solución de cloralex y 
de la manipulación del explante en el momento de sembrado. El medio de cultivo 
de Murashige-Skoog es adecuado para la inducción de callos, debido a la 
formación de abultamientos en las hojas y posteriormente pqueiias masas de 
color verde para los sembrados en iluminación y de color amanllo claro para los 
sembrados en oscuridad. 
Se llegó a obtener en los lotes del 18 al 31 resiembras, aunque no mantenian en 
una forma adecuada el crecimiento dt3 los callos. 
De los ensayos preliminares del residuo metanólico de callos se obtienen pruebas 
posiüvas para triterpenos esteroidales y flavonoides y probablemente para 
alcaloides y azúcares no reductores. El residuo metanólico tiene una gran mezcla 
de componentes y hasta el momento s610 se logró aislar un compuesto cristalino 
con p.f. 155560C, sus espectros der resonancia magnética nuclear protónica a 
200 MHz reveló que se trata de una mezcla de esteroles: p-sitosterol y 
estígmasterol; el espectro de masas también corrobora la presencia de estos dos 
esteroles. El trabajo llevado a cabo aporta una experiencia en el campo de las 
iécnicas de cultivos vegetales y que fué de menos a más. Todo lo obtenido se 
debe a la experiencia, consejos y apoyo de parte de mis asesores; para que los 
objetivos se cumplieran. 

f 
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ANEXOS 
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Composición de Algunos Medios Nutritivos Para Cultivo de Tejidos Vegetales 

k 750.0 
MlO.0 
250.0 
125.0 
75.0 

1500.0 6S.O 

250.0 7'20.0 
250.0 16.5 

20001) 80.0 

200.0 
25.0 

6S.O 

180.0 370.0 125.0 
33.0 

440.0 
80.0 19JO.O 125.0 
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O 
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m . 0  
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. , .. . .. . . 
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1.0.30.0 2.00 
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0.10 . 0.10 0.10 0.10 
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1.00 
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1.00 10.00 
0.10 

0.10 

0.10 0.04-10.00 

t m g 12. im mgr'. 

Modificado de Atkinson y Mnvituna, 1991 



Reguladores del Crecimiento Vegetai Comumente Usados en Medios Nutritivos 

Reginlador 

Auxinas 
A c i i  psloroacético 

WPA)  
Acid0 2,4diclorofe- 
noxixcétiw (2.4-D) 
Acid0 indol-3acético 

('4W 
AUdo UidolJ-b~ti- 
rial (Am) 
Acid0 l-naíiaienac& 
tiw (ANA) 
Acid0 8-naíioxiacéti- 

O A )  

*Ir 

186.6 

221.0 

175.2 

203.2 

186.2 

202.2 

215.2 

203.2 

215.2 

219.2 

346.4 

0.1-10.3 

0.1-10.0 

o. 1-10.0 

o. 1-10.0 

o. 1-10.0 

0.1-10.0 

0.1-10.0 

0.1-10.0 

0.1-10.0 

0.1-10.0 

0.1-5.0 

Preparación de Comentarios 
solución stock 

Las auxinas son E1 MA puede ser 
usualmente disuel- oxidado por las 
ias en una solucioo cüuias vegaaleg 
de NaOH Ralavezseioa 

cow>unicaa<mna 
en el medio. 

Soluble en &O CIA, es temmiábii, 
no debe ser auto- 
clneado. Rara- 
ytean-o 
para k i n i u ó n  
o mantenimiento 

clllos o célula en 
suspensión En o- 
casiones es m- 
sarioparahre- 
generación de 

de d t i V O S  de 

P h W  

Modificado de A i W n  y Mavihtna, 1991 . 



A h  

1892 
1902' 
1904 
1909 
I922 

1925 
1929 
1934 

1936 
1939 
1940 
1941 
1944 
1945 
I946 

: 1965 

i9m 

:1 , I 

1977 
1978 
19l9 
1980 
1981 



X. FIGURAS Y TABLAS 

Fig.1 Cultivo de callos de explantes de A. absinthium en condiciones de 
iluminación (16 horas por día), dentro de cajas de acrilico. 

B 
a 

. 

Fig. 2 Vista del invernadero. 

. 



. 

Figs. 3 y 4 wries de A. absinthium a los 21 días, en donde se observan la 
inducción de callos en condiciones de iluminación. 



Figs. 5 y 6 de callos en un período de resembrado, después de 35 días. 



Figs. 7 y 8 cortes de hojas de 4 absiinthium a 21 días, en donde se observa la 
inducción de callos en condiciones de obscuridad. 

, 





X.II PRODUCTOS DEL rF!ABAJO 

X.II.l J. A. Lechuga Corchado, Muñoz Flores, A., Meráz Vázquez, S., De 
Valdemar Osnaya, E., Garcíe Suárez, M.D. y Cruz Sosa, F., 1993. Cultivo 
de Células y Tejidos Vegetales como Fuente de Productos Naturales. 
VI/ Jornadas de Bbtecnologia, UAM-lziapalapa. 

X.11.2 J. A. Lechuga Corchado, Muñoz Flores, A., Meráz Vázquez, S., De 
Valdemar Osnaya, E., García Suárez, M.D. y Cruz Sosa, F., 1993. 
Aplicación del Cultivo de Tejidos Vegetales al Estudio de las Plantas 
Medicinales. 3er. Con reso Latinoamericano de Füoquírnica. Instituto 
Tecnológico de Celaya, 8 elaya, Gto. 10-15 de octubre. 
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X.III ESPECTROS 





OR. L r  ~.UI.IANO. LO AA 15-18. 
SPECTRAL LINES FOR TH- 13.43 
RFL- 429.1 RFP- 0 

INDEX FREQ PPM 
01 457.39 2.287 

i 02 455.13 2.276 

INTENSITY 
19.935 ~~~~ 

13.532 
15.083 
15.952 
14.372 
15.023 
18.355 
21.570 
19.525 
14.361 

DR. L. QUIJANO. LO AA 15-18. 
SPECTRAL LINES FOR TH- 35.99 
RFL- 429.1 RFP- 0 

I&'DEX FREO PPM INTENSITY 
01 315.50 1.578 186.994 
02 306.61 1.533 36.509 
03 294.85 1.474 49.841 
04 207.49 1.038 76.260 
05 202.00 1,010 201.387 
06 172.33 0.862 61.171 
07 170.32 0.852 52.237 
08 167.98 0.840 60.735 
09 165.92 0.830 89.367 
10 163.54 0.818 54.308 
I 1  162.22 0.811 72.828 
12 160.61 0.803 101.744 
13 159.14 0.796 51.554 
14 155.71 0.779 52.044 
15 139.55 0.698 117.373 
16 135.89 0.680 C5.351 

, .  

. 


