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|.1 Historia de 1a Biotecnologia Vegetal:

INTRODUCCION

El cultivo de células de plantas y de tejidos vegetales en los Ultimos quince afos
ha tenido una evolucién favorable, lo que ha conducido algunas veces a su
explotacién comercial. Las técnicas del cultivo de células se han desarrollado en
muchas areas en las que interviene la biotecnologia, como son: la agricultura, la
silvicultura, fa horticultura y en la industria farmacéutica.

A continuacién se da un cronograma
células (Schmauder y Doebel, 1990):

historico de las técnicas del cultivo de

| Especie Resultado

Tradescantia Primeros experimentos de cultivo con
aislamiento de células de plantas,
1902.

Zea Cultivo de raiz in vitro obtenida de
cultivos permanentes, 1922.

Lycopersicon ‘1| gros cultivos permanentes de raices,

: 24.
Daucus 1eros cultivos de callos permanentes,

1937.

Daucus, Picea y Phaseolus

Primeros cultivos en suspension de
célula simples 6 agregados celulares,
1954,

Daucus

Cultivos de cuerpos embrionarios en
tejidos, 1958.

Obtencion de células clonadas en
cultivos simples en agar, 1960.

Lycopersicon

Métodos para obtener un gran numero
d86 protoplastos de tejidos de plantas,
1960.

Primeros cultivos en masa de células
dge plantas en suspensién, 1959y
1960.

Cymbidium

Multiplicacion clonal de plantas para
r;ggt‘jicultura en cultivos de tejidos,

Nicotian y Datura

Produccion in vitro de plantas
haploides de polen inmaduro en cultivo
de anteras, 1967.

Nicotiana

Alislamiento de mutantes auxotroficas
de de cultivo de células, 1970.

Nicotiana

Regeneracion de plantas de cultivo de
protoplastos, 1971.

Nicotiana

1er. cuerpo hibrido interespecifico de
plantas fusionando protoplastos, 1972.

esculentum.

Solanum tuberosum y Lycopersicon

1er. cuerpo somatico hibrido
intergenético de plantas por fusidn de
protoplastos, 1978.




Lithzspermum _ 1era zroduccion industrial de
metacolitos secundarios de plantas
{deriv 2dos de la Shikonina), 1982

Para mayor infornacién de |a historia de 1a Bic:acnologia ver anexo.
Establecimientc de Cultives de Tejidos y de Céulas de Plantas.

El cultivo de tsiidos y células de plantas se inicia seleccionando el material
vegetal para car inicio a la formacion de callos, tomando ademas el origen
genetico del material vegetal (diferencias en el numero de cromosomas). El
material vegeta y la formacion de callos in vifro son generalmente cultivados en
superficies de =gar. Los callos son obtenidos de tejidos diferenciados mediante
una proliferacion acelerada, continua y desordenada dando origen a una masa
amorfa de tejide. Tienen una apariencia compacta, dura y esponjosa; el color que
presentan es verde, amanllo, rojo, café y sin color. Los estudios microscopicos
indican una gran diversidad celular debido al origen de las células, edad de los
cultivos y la composicion de los medios. La caracteristica mas importante del callo
es la totipotencalidad de sus células ya que con un manejo adecuado de fas
condiciones nutricionales, hormonales y ambientales tienen la capacidad de
desarrollar brotes, raices y hasta formar plantas completas. Aunque éstas pueden
llegar a presentar diferencias morfoldgicas con ia planta de la misma especie.
Para obtener un buen cultivo de callos se emplean plantas jovenes con gran
actiidad de crecimiento siendo el indculo (de 5.0 a 10.0 mm por lado).
Generalmente se ileva de tres a ocho semanas para alcanzar el tamario suficiente
y poder transfenrlo (50 a 150 mg) a un medio nuevo y sin que este contaminado.
El cultivo de callos se divide en las étapas siguentes:

Induccior: comienzan las células su crecimiento tanto en nimero como en
tamafio.

Proliferacdn: el tejido calloso aumenta su masa celular al maximo.

Induccién de la diferenciacion: 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 Reguladores:

Se geben controiar las condiciones de los medios de cultive, para que los datos y
observaciones sean mas comparables. El cultivo de células esta regido por el
origen del matenal vegetal y el medio de cuitivo. En general los tejidos de raices 6
brotes ofrecen los mejores materiales para la produccion de callos. En cuanto al
medio de cultivo su composicién es un factor importante y determinante en el
crecimiento, asi White (1963), empled con exito un medio con los nutrientes
requeridos para el cuitivo de células de plantas y de raices, sin embargo, no le
resulto para el crecimiento de callos y células en suspension. Debido a que no se
puede sostener e} crecimiento con las cantidades de potasio y nitrégeno que se
utilizo, ésta se compensé usando extractos de levadura, proteinas hidrolizadas,
aminoacidos etc. Hoy se encuentran medios mas adecuados que ofrecen mejores
condiciones experimentales y sin la adicién de sustancias complejas como el de
Murashige y Skoog (1962). Este presenta una proporcion de nutrientes bien



balanceada, con contenidos altos de nitratos, potasio y amonio. Ademas se puede
agregar vitaminas, hormcnas y otros suplementos (Gamborg et al., 1976).

En los estudios de cultivo de tejidos de Vicia faba L., los callos se presentan
principalmente en el tejido provascular, aqui las células se expanden mostrando
nucleos largos y actividad meristematica la cual resulta en la formacion de callos.
Estos alcanzan su crecimiento maximo a los 45 dias, por lo que se tienen que
resembrar en medios frescos. Después de seis meses el callo se desorganiza
internamente, enegreciendose los tejidos. Se determiné que el efecto mas
sobresaliente sobre el crecimiento fué cuando se usd extracto de levadura y
cuando se resiembra por periodos largos, produciendo una gran actividad en los
tejidos de callos Venketeswaron, (1962). Para regular el crecimiento se debe
tomar en cuenta la accion biologica y fisioidgica de las sustancias en el
crecimiento y formaciéon de organos, especialmente en la formacion 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 division celular, por eso se les
han llamado cinetinas. Por otro lado, inhiben el elongamiento de la raiz 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 solucion,
éstos muestran un incremento en la formacién de la raiz; pero un decremento en
la formacién de brotes laterales. Si se emplean soluciones con cinetina, estas
favorecen el desarrollo de brotes pero retardan el desarrrollo de la raiz. Skoog y
Miller (1956).

Por ello, el medio nutriente que se nacesita debe ser especifico. Algunos de ellos
son: Murashige-Skoog, (1962), Schenk-Hildebrandt, (1972), Gamborg et al,

(1976), Linsmaier y Skoog (1975). El medio de cultivo de una manera general
contiene:

| Macronutrientes ejem.: K, Na*. CI, PO3, NO,", SO,2 NH,

2 Micronutrientes ejem.: Co*?, B*3, Mn*2 AI*?, etc.

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

4 Reguladores de crecimiento ejem.: Auxinas, Kinetinas, Acido giberélico.
Para mas informacién ver anexo de regufadores y medios de cultivo.
El cultivo de callos aumenta las poblaciones de célutas que son usadas para
seleccionar variantes genéticas, experimentos de regeneracién, manipulaciones
genéticas diversas y para la sintesis de productos metabdlicos.
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 nitrogeno en forma 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 de cinetina
8 g de agar



0.4mgde24-D
Agua desionizada c¢.b.p. 1 litro. {Hurtado y Merino, 1887).

|.4 Cultivo de Tejidos:

La aplicacion de celulas de plantas y sus cultivos de tejidos se a aplicado en dos
areas de la biotecnologia:

1. Propagacién de piantas in vitro y reproduccion in vitro.
2. Produccioén in vitro de productos secundarios de plantas.

Propagacion de Plantas in vitro y Reproduccién de Plantas in vitro :

La biotecnologia en la agricultura tiene un gran interés econémico debido a la
propagacion in vitro de especies de plantas superiores que rapidamente
aumentan su biomasa bajo condiciones controladas. Asi son usadas las técnicas
de propagacion in vitro para aplicarlas en horticultura por ejemplo: la produccion
comercial de orquideas, especies de bulbos y en la reforestacion. La reforestacion
se puede hacer de cualquier parte de la planta como: tallos, hojas y raices. Los
tejidos de callos también pueden surgir de las estructuras meristematicas
profundas semejantes a los embriones. Estos cuerpos son las semillas capaces
de desarmrollar plantas completamente normales, el mas reciente desarrrollo en
este campo es la produccion artificial de semillas que son cuerpos embrionarios
encapsuiados en una gel y colocados directamente dentro del terreno. La
produccion in vitro de plantas maneja técnicas para manipulaciones genéticas.

Produccién in vitro de Productos Secundarios de Plantas:

El cultivo de céluias de plantas se aplica para desarrollar las técnicas para una
mejor explotacién de sus recursos naturales y se apliquen como: aditivos en
alimentos, excipientes en los cosméticos, excipientes y farmacos en la industria
farmacéutica y como conservadores, colorantes etc., en la industria quimica.

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

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

Componente Célula Contenido (g/h)
(% en peso)
" Saponinas Panax ginseng __ | 27
Shikoninas Lithospermum 12-20 1.4-3.7
erythrorhizon L
Antragquinonas Morinda citrifolia . | 15-18 2.0-2.5
Galium molugo L.
Verbascosidos Syringa vulgaris L | 16 1.4

L



Acido rosmarinico | Coleus blumei L 25 56

Bencilisoquinolei- | Coptis japonica | 7-15 0.89-2.7
na Berberis
stolonifera L

Alcaloides Macleaya 38
microcama L
Cinamoilputresci- ficotiana tabacum | 2.1 0.1
nas
Diosgenina Dioscorea 7.2 0.23
deltoidea L
Nicotina Nicotiana tabacum | 2.1 0.1
Benzofenantre- Eschscholtzia 1.7 0.15
dinas californica L
Alcaloides Catharanthus 1.4
indblicos roseaus L
Ubiquinina Nicotiana tabacum [ 0.5 0.05

Seleccion de Estrategias

Una de ellas es ia disposicion genética, por ejemplo los productos coloreados se
pueden usar por su facilidad de cuantificacion y deteccidn. Asi las shikoninas son
rojas y amarillas fas cuales muestran una seleccion visual en las lineas de las
células. Otra seleccion para conocer los componentes son las propiedades de
fluorescencia, cuando se irradia luz UV. (ejemplo alcaloides inddlicos). Para los
demas productos secundarios son usadas las técnicas de cromatografia en capa
fina y en liquidos. Para tener lineas con mayor produccién de metabolitos se
deben seleccionar continuamente éstas lineas a través de periodos de
subcultivos.

Produccién de Metabolitos Secundarios:

Por muchos afios la produccién de metabolitos secundarios tomé la direccidon de
alcaloides, pigmentos y compuestos arématicos. Desafortunadamente Ia
produccién ha bajado por: la baja estabilidad de los cuitivos de células, la
tendencia a formar otros componentes y la diferenciaciéon de las células. De
alguna manera se han controlado con iluminacion especifica, concentraciones
diferentes de fitohormonas y la regulacién de gases en las fases. Esto se muestra
con la produccion de shikoninas y sus derivados por las Industrias Petroquimicas
Mitsui LTD. Primero emplearon nitrdgeno amoniacal para que las células se
desarroilen hasta el noveno dia, después cambian a nitrato y se producen los
metabolitos de shikonina.

Inmovilizacion de Células de Plantas:

El cultivo de células habilita la produccion secundaria de productos o la
transformacién de diferentes componentes y también el transporte de sustratos y
productos entre el medio y la célula y éstas células muestran suficiente
estabilidad por largo tiempo. Para la inmovilizacidon depende de las propiedades
especificas de las células siendo necesario en cada caso probar un método



especifico. Debidc a que los agentes requeriozs para inmovilizar pueden danar
z guna funcidon metabdlica y las zélulas dscen colccarse en medios que
czntengan: alginatos, carragenatos y agares. Sstos sistemas se continlan con
t2cnicas de recirculaciones continuas y en lote Hasta ahora la inmovilizacion a
sdo ejecutada con células intactas, agregados celulares, células permeables y
protoplastos.

A.slamiento y Purificacion de Productcs:

La localizacidén de los productos dentro de las células ofrece el problema de sus
atos costos y ademas ia purificacion es un camino largo y complicado.

En la siguiente tabla se dan algunos eemplos de aislamiento:

Procedimientos especificos para el aislamiento de productos de las
fermentaciones en supension (Schmauder y Doebel, 1990):

Tecnica Acido Produccion Pureza
s Rosmarinico (g) (%) (%)

Fermentacion de

2 | de medio,

centrifugacion y

cbtencion de 152.3 100 20

productos de las

células.

Calentamiento de
células con agua
apH3y80
grados,
centrifugacion y 146.2 96 30.1
concentracion de
la capa de agua.
Cromatografia de
intercambio idnico
{XAD-2) agua- 117.8 77 85.5
metanol 40 % V/V. :

Concentracion a
vacio,
cristalizacion con 103.7 65 97
agua,lavado y
hofilizacion.

Aspéctos Econdmicos y el Rumbo Futuro de la Explotacion:

La aplicacion de cultivos en el campo de la medicina quedan adn sin resolver y el
cultivo de plantas con aceites esenciales tiene grandes perspéctivas econémicas,
sin embargo sus altos costos hacen qQue los métodos biotecnoidgicos con
terpenoides aun no se apliquen. Las técnicas de cultivo in vifro es posible aplicar
a cultivos con crecimiento pequefio y que no necesiten gran demanda de
componentes.

Las siguientes lineas de células seran en un futuro el centro de investigacion y
desarrrollo :



Produccidon de productos naturales, farmacéuticos, aceites esenciales vy
colorantes, a través de sintesis nuevas, biotransformacién, técnicas de
inmovilizacién, etc.

Ademas usando la tecnclogia de cultivo de células en !a produccién al servicio de
la agricultura y la horticultura. La produccion econémica es posible: si el costo de
los productos esta en el rango de $1000/Kg y si la produccion es de 10g/l de
suspension de cultivo. Un cambio en la tecnologia puede ser causado por:
Trabajar con altas densidades de células y disminuyendo costos.

ANTECEDENTES

1.1 Artemisia absinthium L.

La malaria es una enfermedad tropical la cual provoca una alta mortalidad,
principalmente infantil, causando un desequilibrio econémico sobretodo en los
pueblos africanos. En China se usé desde hace mucho tiempo una planta con
actividad para bajar la fiebre, hierba a la que llamaron Qinghao (Artemisia annua
L.). De ella se aisié una droga natural a la que se llamé artemisina 6 quimghasou
(QHS) con actividad antimalarial, de rapida accién y efectiva contra el parasito
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 clinico, ademas la sintesis de la molécula no es econdmicamente factible.
La aplicacion de la biotecnologia por medio del cultivo de células y tejidos puede
proporcionar una mayor cantidad potencial de metabolitos secundarios y ademas
que éstos tengan aplicacién en la industria farmacéutica por lo que su
investigacion se ha intensificado. Esto se ha aplicado en la produccion de
artler?igsgg? de plantulas derivadas de hojas & del cultivo de callos (Tawfiq y
col., .

Artemisia douglasiana L. crece en Cuyo, Argentina y es utilizada por la gente como
agente antiulcerante de ahi su importancia en Fitoquimica y en Farmacologia. En
un andalisis fitoquimico se identificé la dihidroleucodina (DHL) y en estudios
recientes de farmacologia se investigd el efecto citoprotectivo contra la ulcera
péptica inducida quimicamente en ratas. En este trabajo, su objetivo fue la
seleccion de (DHL) producida en las lineas de Arfemisia douglasiana a partir de
callos germinados en diferentes medios, la (DHL) se extrajo con metanol,
separado por CC y analizada por HPLC (Pestchanker ef al, 1989). En una
investigacion subsecuente con Arlemisia douglasiana, los mismos autores
describieron la distribucion de DHL en diferentes partes de la planta. Esta
distribucion de la produccion de DHL se determiné en material fresco y seco, de
2‘388? tallos, flores y hojas de especimenes adultos (fig. 1). (Pestchanker ef al.,
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Fig. 1. Produccion de DHL en Artemisia douglasiana

En el cultivo de plantuias de Arfemisia annua L en un biorreactor usando carbono
simple y nitrbgeno como fuente energética, se produce una variedad de plantas
desarrolladas en el laboratorio y un método rapido para uniformizar la
propagacion en el campo. Para ello se ha desarroilado la recombinacién de DNA,
en la tecnologia del cultivo de plantas. Esto es un paso en la produccién de la
ingenieria genética de las plantas, obteniendo plantas resistentes a insecticidas y
a heladas. Una misma vanedad de plantas es desarrollada en ej laboratorio y de
esta manera se uniformiza ia propagacion y es llevada como testigo al campo. Asi
la micropropagacién es controlada y facilita el desarrollo para transferir las
plantas del laboratorio hacia el campo. De esta forma queda establecida la
micropropagacién de un numero de especies de plantas para la produccidn por
medio de técnicas de cultivo. (Park ef al., 1989).

En el estudio de micropropagacion de Artemisia granatensis L originaria de la
Sierra Nevada de Granada, Espafia también llamada manzanilla real, esta
especie esta catalogada en peligro de extincion con muy poca probabilidad de
supervivencia en la naturaleza. Por eso se aplicd en ella, la técnica de
micropropagacion. La propagacidn ocurre por semiltas (Clemente ef al., 1991).

La acumulacion de poliacetilenos representa caracteristicas biogenéticas tipicas
dentro de Jas Asteraceae (compuestas). Estos componentes abundan en las tribus
Hellianteae, Cynareae, Anthemideae. Para ello se analizé ia presencia de
diferentes tipos de acetilenos en un gran numero de especies del género
Artemisia lo que dié como resultado que esta distribuciéon proporciona el género



Artemisia un significado quimico taxondmico especial. Basandose en los datos
disponibles de Arternisia vulgarns L. se pone en evidencia que existe una relacién
muy estrecha de ésta con respecto a las demas especies del grupo Vuigares
provenientes del este de Asia y de Norteamérica, presentando una abundante
cantidad de poliacetilenos y en ocasiones una gran acumulacion. Esto es por que
hay deformacién de fenotipos en muchos miembros del grupo Vulgares mostrando
una amplia diversidad morfolégica. Una investigacién comparativa reciente sobre
las caracteristicas de los poliacetilenos representativos, del grupo Vulgares
muestra como los poliacetiienos pueden agruparse de una manera naturai
(Wallnofer et al., 1989).

Tanacetum parthenium L es reconocida en la medicina popular como un remedio
eficaz contra la migrafia y dolores relacionados. El principal principio activo es la
sesquiterpenlactona pathernolida. Se establecieron lineas de cultivo de células
para producir éste componente en mayor proporcién a los otros metabolitos
producidos en el organo floral. Se establecieron lineas de callos entre dos
miembros de ia tribu Anthemidae de las compuestas, estas dos son Tanacetum
vulgare L. y Artemisia vulgaris L para fines comparativos, estas dos ultimas
especies son conocidas por producir monoterpenos con una variedad de
esqueletos tipicos. Se establecieron sus lineas de callos, junto con las
investigaciones de metabolitos securidarios de T. vulgare (Banthorpe y Brown.,
1989). Sin embargo, en el cultivo de estos géneros no se obtienen fos productos
caracteristicos de sus congéneres y las lineas de callos de todos estos géneros
producen repentinamente derivados coumarinicos (Banthorpe y Brown, 1989).

El extenso género Artemisia L.. @s conocido por la aplicacion medicinal de muchas
de sus especies. A. caerulescens L. subs. gargantae Valles-Xirau et Seoane-
Camba, es una especie que se describid recientemente y que puede ser
localizada en ciertas areas del norte de Espafia. Se colecté en la vecindad de
Alcarras, Lerida, Espafia. La planta se seco y molid, después se sometio a
extraccion, desengrasado y purificacion; de la que se obtuvo por cristalizacion
algunos compuestos, de los cuales se llegé a determinar la estructura de dos
sesquiterpenlactonas: Gargantdlida y 1-epigargantélida (Sanz y Marco, 1989).

Las sesquiterpenlactonas son los metabolitos secundarios mas caracteristicos de
muchas especies del extenso género Arfemisia (compuestas, tribu Anthemidae).
Artemisia herba-alba Assu. Subsp. Valentina Lam. muestra primeramente que
contiene lactonas con esqueleto tipo eudesmano. En esta investigacion se
trabajaron con dos quimiotipos de estas especies que crecen en Villena, Alicante,
Espafia (tipo 1), y en los alrededores de las provincias de Valencia y Teruel
Esparia (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
eude;‘.manélidos oxigenados y dos nuevas sesquiterpenlactonas. (Marco, ei al,
1990).

Posteriormente, estos mismos autores indicaron una correccion en las estructuras
de la torrentina y 11-epitorrentina aisladas de Artemisia herba-alba Also subsp.
Valentina Lam. (Asteraceae), tomando en cuenta los resultados de los espectros
de 'H nmry los analisis cristalograficos de rayos X {Marco y Sanz, 1992).

Recientemente, se reportd el aislamiento de grasas, aceites esenciales y
sesquiterpenlactonas de Arfemisia herba-alba Asso Subsp. Valentina Lam. Un
estudio posterior sobre los especimenes de la misma planta colectada en la



vecindad de Villena (Alicante Espafa), indica la presencia de nuevos terpenoides.
El material vegetal es seczado, molido, extraido, desengrasado, purificado por CC,
HPLC vy TLC preparativa. 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 afos se han venido investigando un
quimiotipo de la planta, donde se han determinado grasas, aceites esenciales,
tres sesquiterpenlactonas con esqueleto tipo eudesmano; asi como el
establecimiento de la estructura de la torentina. 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 eudesmano. Asi se establecen los resultados de tres quimiotipos de A.
herba-alba subespecie valentina, de la que se aislaron cuatro nuevos
eudesmandlidos, un acido eudesmandlido, torrentina y sus epimeros, artesina,
taurina y sus epimeros. Para ello la planta se colectd en los alrededores de las
provincias de Valencia y Teruel, Espaiia. La planta es secada, molida, extraida,
dlesengrasada, fraccionada y finalmente purificada por CCD preparativa.(Sanz ef
al., 1890). .

A partir de los estudios anteriores de induccién y crecimiento de callos scbre
fragmentos de hoja de Arfemisia absinthium con diferentes reguladores de
crecimiento vegetal y sacarosa. Se determind usar para éste trabajo el medio de
cultivo denominado MS-3. El que contiene 0.4 mg de 2,4-D, 1 mg. de cinetinay 30
g de sacarosa. Por obtener una mejor induccion de cailos en explantes de hojas,
un mayor peso fresco debido a la inducciéon del 100 % de callos y por que al
sustituir la fuente de carbono por glucosa, se obtienen resultados semejantes al
usar el MS-3, Lechuga y Col. (1992).

Se continud con la revision bibliografica del género Artemisia, siendo la mayoria
de los articulos consultados referentes a estudios fitoquimicos y a sintesis de
metabolitos.

La investigacion del principio amargo de Arterisia absinthium L se basd en un
estudio sistematico 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 son tipicas de A. absinthium, |a 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 extraccion y
ésta se aislé en forma cristalina a partir de extractios de éter de petrdleo y de
etanol, los cristales obtenidos de metancl 6 etanol son de color naranja. Al
realizar la cristalizacion se obtienen cristales solvatados. Los resultados
claramente muestran la composicién de 15 carbonos con 5 moléculas de agua de
solvatacion obteniéndose con solventes de punto de ebullicién alto y la sustancia
con punto de fusion elevado, por sus constantes fisicas se concluye que se trata
de Anabsintina. Estructuralimente 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 coloracién azul. En la



familia de las compuestas se tienen dos subgrupcs, 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:
Eudesmandlidos {Santonina), Germacrandlidos y Pseudoguayandlidos (Trease y
Evans, 1987).

Artemisia judaica |, cuyo nombre en Arabe es Shih-Balady se extiende
ampliamente en Egipto en la zonas costeras, en el desierto, cerca de los rios y en
la peninsula del Sinai. Esta especie se ha usado durante mucho tiempo como
hierba medicinal y esta siendo estudiada por varios grupos, los que han
enriquecido fa quimica del género al adicionar una serie de eudesmandlidos,
monoterpenos y compuestos aromaticos. Una reinvestigacion de las partes
polares del extracto de A. judaica L, trabajando dnicamente sus partes aéreas, ha
aportado nuevas sesquiterpenlactonas, eudesmandlidos y glaucélidos. Las partes
aéreas de ésta planta fueron colectadas en Egipto, se secaron a temperatura
ambiente y fueron extraidas con etanoi al 95%. El extracto se concentrd con vacio
y se adiciond acido acético para dejarse tres horas a la obscuridad. Se formé un
depésito verde el cual se separé de la solucién, ésta se extrajo con éter de
petréleo, 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
pes6 33 g. El residuo se aplicd a una columna cromatogréfica, la que se eluyd
con disolventes y de las fracciones que salieron con tetracloruro de carbono y
cloroformo 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 volatiles. Las raices contienen acetilenos tipicos, presentes
en otras especies de Arfemisia. L.a planta crece en la estacién experimental de la
Universidad de For Hase. El material es secado al aire para ser extraido con
metanol-éter-éter de petrdleo. Se obtiene un extracto de las raices con un peso de
230 g, el que es purificado por cromatografia en columna y en capa fina
obteniéndose acetilenos, humulenc, beta-fameseno y escualeno. De las
fracciones mas polares se obtiene isofraxidina, entre otros compuestos. El
extracto de las partes aéreas también es purificado por cromatografia en columna
y después por cromatografia en capa fina obteniendo alfa y beta-thujona,
ascaridol y alcanfor (Jakupovik y col., 1988). '

La estructura propuesta para una flavona aisiada de Arfemisia /anata L, es
revisada al compararla con los datos espectrales obtenidos para otra flavona
similar. La estructura del producto natural aislado denominado Artementina,
diﬁer;eg%eg )Ia otra flavona que es sintética, por sus datos espectrales (Tukunaro y
col., .

Continuando con los estudios de sesquiterpenlactonas de las especies de
Artemisia, se investigaron las partes aéreas de Arfemisia monfana L., de donde
dos nuéevas sesquiterpenlactonas del tipo Guayandlido: la Neoezoguainina y la
Ezoyomoginina son aisladas junto con otras cinco ya conocidas. Sus estructuras
son determinadas por "HNMR, e identificando los componentes ya conocidos por
comparacion con muestras auténticas. Las partes aéreas de la planta son
extraidas con cloroformo, para separar los componentes se aplica cromatografia
en columna y en capa fina para posteriormente cristalizarse algunas fraccciones
con éter etilico y acetato de etilo y a otras se aplica de nuevo la columna
(Masahiko y col., 1989).

¥



El vasto gérero Artemisia perteneciente a la triou Anthemidae, contiene gran
cantidad de sesquiterpenlactonas de tipo eudesmanglido. Al parecer los estudios
quimicos de éste genero se seccionan, dando resultados insuficientes pero con
una clara imagen. Artemisia krash es una especie que se localiza en Iran. La
planta se colecté a 60 Km al norte de Teheran y se deposité un especimen en el
herbario del Departamento de Boténica de la Shalid Beheshty Universidad de
Teheran. Esta es secada, molida y extraida con éter-metanol-petréleo. El extracto
desengrasado con metancl es separado por cromatografia en columna,
obteniendo varias fraccciones. De la fraccion No. 1 por capa fina se obtiene:
fluoroacetofenona, cicloartenona y pinocarveol, las demas fracciones fueron
separadas por HPLC (Rustaigan y col., 1989).

Artemisia herba-alba var. asso, es una planta muy usada en la medicina popular,
esta especie se distribuye en una diversidad de quimiotipos en Espana. En esta
investigacion se realizé una comparacion de ios constituyentes fitoquimicos con
las especies de Israel. Asi las especies de Espaiia contienen grandes cantidades
de los aceites cineolo y bornano a cdiferencia de la Israeli y Marroqui que no los
tienen. En cambio éstas contienen rnonoterpenos que son caracteristicos de las
de Israel y la davanona 6 acetato de ciscrisantenil de las Marrroquies. La potencia
antibacterial de los aceites Espaiioles, fue investigada junto con las de Israel y es
notable para ambas la inhibicién del crecimiento de Shigella sunnei, pero no hubo
inhibicion en Escherichia coli. El aceite es extraido de la planta por destilacion con
arrastre de vapor (Feuerstein y col., 1988).

Artemisia hispanica Lam. non Weber ex. Stechm. es un arbusto de hojas gris
parduzco y marcadamente aromatico, con ligero olor acre. Se encuentran sus
poblaciones dispersas por las zonas aridas de Espana y es conocida con el
sinénimo de Arfemisia reptans ¢. Sm, ex. Linkin. Busch. Las partes aéreas de A.
hispanica son secadas y molidas, para ser extraidas con metanol al 80% y ai 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 trabajd, a diferencia de los
otros extractos a los que se aplicd en cromatografias en columna y en capa fina
para aislar los flavonoides (Marco y col. 1988).

Artemisia arborescens L, fue una planta usada por los antiguos Griegos y Arabes
para propdsitos anticoncéptivos. Como ya es sabido el género contiene gran
cantidad de sesquiterpenlactonas y en ésta investigacion de las partes aéreas de
la planta se encontrd una nueva sesquiterpen-lactona.

Para ello se percold una cantidad de planta seca y molida con acetona,
obteniéndose un extracto que se disolvié con metanol y agua, la solucién es
lavada con hexano y después con cloroformo. La cloroférmica es separada por
columna y una de sus fracciones se volvid a someter a la cromatografia en
columna para separar [a sesquiterpeniactona {Grandulini y col., 1888).

La Artemisina (Quinghaousu), uUnica sesquiterpenlactona con una funcion
endoperdxido aislada de Artemisia annua L (compuestas). Es una planta
medicinal que en China se utiliza como antimalarico, en ésta investigacién se ha
preparado la dihidroartemisina {mezcla diastereoisomérica), con mayor actividad
antimalarica. (Vishwakarma, 1990).

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



sintesis de la molécula no es =2condmicamente factible. Acton y col. 1982
utilzaron la técnica de HPLC vy la deteccion electroquimica, un método que utilizz
EDTA en la fase movil y electredos de piata y mercurio, muy selectivo parz
artermisina, por ser el unice constituyente del extracto que da un pico signrficativa
en el cromatograma. Para este estudio se reporta el método de Acton con ura
alternativa, usando un electrodo de carbon-vidrio sin EDTA en la fase mévil y asi
se encontré una relativa distribucién de artemisina en la planta. Para ello se
trabajd con plantas enteras cultivadas de 8 a 13 semanas, la planta se dividio en
tres partes: la parte superior, de 50 cm; la de en medio, de 50 cm y la inferior, de
50 cm. Todas las partes son secadas y molidas, para ser extraidas en soxhlet
usando éter de petrdleo durante 48 horas a 45°C. Se concluy6 que la distribucion
de artemisina esta en mayor cantidad en las hojas que estan en la parte superior
arriba de 50 cm, le siguen las que estan en medio a 50 cm y por ultimo las que
estan abajo de 50 cm. En tallos y raices no se encontrd y fas semillas tienen un
bajo contenido (Denys y col., 1990).

Artemisia monosperma L.(tribu Anthemideae), fue investigada anteriormente
encontrando flavonoides, acetilenos, coumarinas y otros. Recientemente se
reportd6 un componente acetiiénico con actividad insecticida y dos nuevos
derivados del acido para-coumarico. La planta colectada entre ElI Cairo y
Alejandria fue secada, molida y extraida con éter de petréleo, éter etilico 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 para-coumarinicos, dos componentes acetilénicos y derivados de Ia
para-hidréxiacetofenona (Abdei-Mogib y col., 1990).

Cinco flavonoides y un derivado de acetofenona son aislados de Arfemisia
campestris subsp. maritima, incluyendo una nueva flavona. Para eilo las partes
aéreas que crecen en forma silvestre en las arenas de la Bahia cerca de Cabo
Espichel, son secadas, molidas y se extrajeron con cloroformo. El extracto es
pgrsigt):ado por cromatografia en columna y capa fina preparativa (Rauter y col.,
1 .

Derivados sustituidos de alcoholes cinnamicos, especialmente coniferyl y sinapyl
se encuentran extensamente distribuidos en el reino de las plantas. Juegan un
importante papel en la biosintesis de lignina. Se ha observado que la liberacion
de estos alcoholes y fenoles monomeéricos durante los procesos digestivaos ¢
durante el fumar, tiene implicaciones y molestias en humanos por
despolimerizacion de la lignina. Tres afos después se aislo un nuevo fenil
propanoide de las raices de Arfemisia assoana Wilk. Basandose en los datos
espectroscopicos de NMR, se asigndé al producto la estructura dei alcohol
diisovalerato de sinapyl. El aislamiento de los derivados del alcohol cinnamico
como jsovaleroy) 6 residuos de acidos de diversas plantas de las compuestas son
buenos predecesores para la sintesis del alcohol diisovalerato de sinapyl por
acilacién (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 logré aislar tres componentes diterpénicos.
incluyendo tres glicosidos. Las partes aéreas fueron secadas, molidas y se
extrajeron con ocho litros de agua a ebullicibn. La capa acuosa se concentré a
vacio hasta tener un residuo de tres litros. Se adicionaron nueve litros de etanol,
obteniendo un precipitado que es separado. El liquido se vuelve a concentrar a



vacio hasta tener otra vez tres litros. Se extrajo sucesivamente con éter de
petréleo, cloroformo, acetato de etilo y con n-butanol. El extracto cloroférmico es
fraccionado por cromatografia en columna, obteniendo uno de los componentes
diterpenos. El extracto de acetato de etilo se le aplica de nuevo cromatografia en
columna para obtener otro de los diterpenos. Al extracto butandlico también se
pag%)por otra cromatografia en colurnna separandose ei glicdsido (Xian y col,,
1990).

Durante todo este tiempo, numerosos estudios fitoquimicos del género Artemisia
se han publicado, pero pocas de las sustancias aisladas presentan actividad
biolégica. Continuando con los que presentan actividad biolégica de los productos
naturales de Asteraceae, ahora se investiga Artemisia borealis Pallas (Syn. A.
casmpestris L. subsp. borealis Pallas M.H. Hall et. Clements). Se han descrito en
estudios de A. campestris y sus subespecies maritima y glutinosa, flavonoides,
fenoles, coumarinas etc. Sin embargo no hay trabajos fitoquimicos de A. borealis
acontecidos en las regiones articas y alpinas del hemisferio norte. El ensayo
biolégico preliminar del extracto de diclorometano de A. borealis, muestra una
actividad antifingica contra Cladosporium cucumerinum L, una planta patégena.
También muestra toxicidad contra el camarén de agua salada y contra la larva del
mosquito que produce la fiebre amaritia. Las partes aereas secadas y molidas son
extraidas con diclorometano formando un extracto que es separado por
crc;rr;agtgg;'aﬁa en columna. En la fraccién 10 se obtiene un poliacetileno (Wang y
col., .

Artemisia pallens Walls ex. D.C., planta que crece al sur de la India en las
cercanias de los bosques de Sandalo. La planta es de 60 cm con hojas de color
azul-verdoso y de flores poco notables. La Davanona es adquirida para dar una
fragancia de olor a fruta, es el principal componente en las guirnaidas y en los
ramos de flores. En la India se cultiva para la produccién de aceite, pero no ha
alcanzado gran popularidad por su alto costo. No obstante en los Estados Unidos,
Europa y Japdn se tiene un incremento en el uso del aceite como condimento de
alimentos, en tabacos y en bebidas. [.a Davanona es el principal componente dei
aceite, sin embargo los que imparten el aroma estan en menor cantidad ya que la
davanona pura no tiene olor. De acuerdo a este estudio, se aislaron y purificaron
del aceite esencial de A. pallens ocho nuevos compuestos, responsables del
aroma (Laxmi y col., 1991). '

En la siguiente tabla se resumen los estudios del género Artemisia:

Artemisina Cultivo de cé- Tawfic et al.,
A annua.L ::Jlas y de ca- 1989.
os.
A. douglasiana DHL Cultivo de ca- Pestchanker et
L. los. al., 1989,
A. douglasiana DHL Cultivo de ca- Pestchanker et
: flos. al., 1890.
A. annua L. Cultivo en | Jong et al., 1989.
biorreactor.
A. granatensis Micropropagacion | Clemente et al,
L. de callos. 1991
A. vulgans L Poliacetilenos Analisis fito- Wallnofer et al., |
quimico. 1989.




A. vulgaris Escopoletina Cultivo de callos. [ Bantrorpe et al,
isofraxidina 1985
estigmasterol
sitosterol.

A. caerules- Gargantolida Extraccion y Sanz y Marco.

cens L. 1-epigargantoli- separacion. 1988
da.

A. herba-alba Eudesmanolidos y | Extracciony Marco et al.,

L. Sesquiterpen- separacion. 1990.
lactonas.

A. .herba-alba

Torrentina y

Correccion de

Marcc y Sanz

11-epitorrenti- estructura. 1992.
na.

A. herba-alba Nuevos terpe- Extraccion y Sanzetal,
noides y ses- separacion. 1989.
quiterpeniac-
tonas.

A. herba-alba Nuevos quimio- Extraccion y | Sanz et al.,
tipos y aisla- separacion. 1990.
miento de ses-
quiterpenlac-
tonas.

A. absinthium Absintina y Extraccion y Sorm et al.,

L. Anabsintina. separacion. 1955.

A. judaica L. Eudesmanolidos | Extracciony Khatagy et al,
glaucolidos y separacion. 1988.
sesquiterpen-
lactonas.

A afral. Acetilenos, Extraccion y | Jakupovik et al.,
humulenos, separacion. 1988.
betafarneseno,
escualeno,iso-
fraxidina, alfa vy
beta
thujona.

A. lanata L. Artementina Revision Tukunaro et al.,

espectral. 1989.

A. montana L. Neoezuguanina Extraccion y | Masahiko et al,
y ezuyomogina. separacion. 1989.

A. krash L. Fluoroacetofe- Extraccion y [ Rustaigan et al.,
nona, ciclo- separacion. 1989.
artenona y pi-

] nocarveol.
A. herba-alba Cineolo, bor- Pruebas Feuverstein et al.,
nano y davanona. | antibacteria- 1988.
les.
A. hispanica L Flavonoides. Extraccion - y [ Marco et al,,
separacion. 1988.
A. arburescens Sesquiterpen- Extraccion y | Grandulini et al.,
L. lactonas. separacion. 1988.




A. annua Dihidroartemi- Preparacion de Vishwakarma,
sina. una mezcla di- 1990.
astereoisome-rica.
A. annua Artemisina. Deteccion e- Denys et al.,
lectroquimica 1990.
y con HPLC en
extractos de
plantas
cultivadas.
A. monosperma Acetileno y Extraccion y | Abdel-Mogib etal.,
L. derivados del separacion. 1990.
ac.p-coumarico.
A. campestris Flavonoides y Extraccion y Rauter et al.,
L. acetofenona. aistamiento. 1989.
A. sacrorum L. Diterpenos y Extraccion y Xian et al., 1990,
glicosidos. aislamiento.
A. borealis L. Poliacetilenos. Extraccion y Wang et al., 1990.
aislamiento.
A. pallens L. Ocho componen- | Extraccion y [ Laxmi et al., 1991.
tes del aceite separacion.
esencial dava-
nona se aisla-
ron.

OBJETIVOS
[1l.1 Objetivos generales:

Aplicar las técnicas de la biotecnologia vegetal para la obtencién de metabolitos
secundarios de origen vegetal.
[11.2 Objetivos particulares:

A Y

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

El aislamiento y purificacion de los metabolitos secundarios provenientes de los
cultivos de callos; empleando las técnicas cromatograficas.

Determinacién de la estructura molécular de los compuestos aislados, mediante
técnicas espectroscdpicas.

1.3 Metas
Obtener el diploma de Especializacién en Biotecnologia.
Presentar los resultados en un congreso internacional.

Publicar los resultados en una revista de investigacién especializada.



HIPOTESIS

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.

METODOLOGIA
Técnicas empleadas durante el cultivo:

Desinfeccion

Preparacién de medios de cultivo (MS, B5)
Esterilizacién del medio de cultivo y del material vegetal
Colocacion en el medio de cultivo

Incubacion

Resiembra

Técnicas de aislamiento:
Extraccion con disolventes
Purificacion
Separacion por técnicas cromatograficas

Técnicas para determinar la estructura:

Identificacion de los metabolitos obtenidos por métodos espectroscdpicos.

V.1 Métodos de culitivo

Técnicas para la preparacién del cuitivo de callos de Artemisia absinthium L. in
vitro

Se emplean plantas jovenes de Arfemisia 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
solucién de hipoclorito de sodio diluido al 10% durante 10 minutos. Para eliminar
el desinfectante se lavan cuatro veces con agua destilada esterilizada. Los
fragmentos de hojas se pasan en condiciones asépticas al medio de cultivo
previamente preparado y esterilizado en autoclave; se ajusta el pH del medio
basal de (Murashige-Skoog,1962), el cual se modificd en su composicion de
reguladores de crecimiento y suplementado con 3 % de sacarosa y 0.8 % de agar
bacteriolégico. Los cultivos se incuban en la obscuridad y con iluminacién a una
temperatura de 25 grados centigrados. Se van resembrando de 4 a 6 semanas,
hasta obtener 4 generaciones 6 mas (Ver cuadro A).

V.2 Métodos de extraccion y purificacion

Técnicas de separacion y purificacion aplicadas a fos metabolitos del cultivo de
callos de Artemisia absinthiumn:



Los callos de la primera a la cuarta generacion son secados al medio ambiente,
molidos y extraidos con metanol. Posteriormente se concentra a vacio el
disolvente y se extrae con una mezcla de hexano-agua. Se separan las fracciones
y a la acuosa se exirae con cloroformo. Las dos fracciones organicas son
concentradas a vacio y la acuosa se seca a alto vacio (Ver cuadro 1Ay 1B).

La purificacion se comienza con cromatografia en columna, usandc como soporte
silica gel Merk Fzs4 y la elucion es llevada a cabo con disolventes de menor a
mayor polaridad {hexano, cloroformo, acetato de etilo y metanol). Las fracciones
son analizadas por cromatografia en capa fina, para que de esta manera se junten
Jas fracciones equivalentes y posteriormente trabajarlas nuevamente en
cromatografia en columna o en cromatografia preparativa (Ver cuadro 2).

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

Preparacién del explante Preparacién del medio de cuitivo
1. Lavado con agua y jabdn a las 1. Pesar el medio de cultivo
hojas
2. En érea limpia desinfeccion con 2. Disolver en agua desionizada
etanol
3. Desinfeccidn con cloralex 3. Agregar auxina, citocinina y

sacarosa

4. Lavado con agua esterilizada 4. Aforar, agregar agar y disolver
5. Siembra en iluminacion y 5. Vaciar a los frascos de cultivo
oscuridad.
6. 1er. subcultivo (1a. generacion de | 6. Esterilizar en autoclave
callos)
7. 20. subcultivo ( 2a. generacién de | 7. Pasarios al drea limpia para la
callos) siembra
8. 3o. subculitivo ( 3a. generacién de
callos)

Los pasos en la preparacion del explante como en la preparaciéon del medio, se
llevaron a cabo cada vez que se preparaba un lote nuevo. Ademas los frascos
que se contaminaron 6 que el explante se seco y no formo callo fueron separados
y esterilizados.



En el siguiente cuadrc se res.me el p-sceso fitoquimico aplicado a los callos:

1. Se fueron guarcz~do los callos de la 1a. generacion y
subsecuente

2. Fueron secados z: ambien:e

3.Fueron molidos ics callos

4. Los callos molidcs se extrajeron con metanol a
temperatura ambierte hasta ser agotados

5. Fueron filtrados ics extractos etanélicos y se concentraron
a vacio en rotavapor

'| 6. De esta manera se va obteniendo un residuo metandlico
7. Fué aplicado al residuo alcohdlico pruebas preliminares
fitoquimicas para el ensayo de terpenos, alcaloides,
flavonoides etc. Ademas se apticd una cromatografia en
capa delgada.

8. Se peso el residuo

La extraccion se aplico con dos litros de metanol dejandose tres dias
macerandose con el polvo de los callos, llevandose hasta siete extracciones. Para
llevar a cabo las pruebas preliminares se prepararon los reactivos de Wagner,
Hager, Dragendorff, Fehling A y B, solucién de acido clorhidrico y de Guinard.

En el siguiente cuadro se resume el proceso de separacion y purificaciéon aplicado
al residuo metandlico:

Residuo metanolico

1. Fué separado por cromatografia en columna usando silica gel
para capa fina como adsorbente.

2. Se comenzd a efuir con hexano 100 %

3. Se siguid 1a elucién con la mezclas hexano-acetato de etilo 9:1,
82 73,64, ,55y25.7.5.

4. Se continuo la elucion con acetato de etilo 100 %

5. Finaimente se eluyé con metanol 100%

6. Para cada fraccion cotenida se aplicod cromatografias en capa
delgada

7. Se cristaliz6 la fracc:on 15 a 18 obteniendo un componente

La columna fué empacada en seco, 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 dia, conforme salian se concentraban en
rotavapor y por cada seis se aplicé cromatografias en capa fina. De esta forma se
juntd las fracciones similares, para realizarles pruebas preliminares y a los
cristales obtenidos en la fraccidén quince a dieciocho se purificarén 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 determiné el
punto de fusion. Los cristales se llevaron a estudios de analisis espectrales en el
Institutc de Quimica de la UNAM (Resonancia Magnética Nuclear vy
Espectrometria de Masas).

RESULTADOS

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

Lote Fecha Cantidad antidad Cantidad
comenzada contaminada | obtenida

1 28 de sep. 40 40 0

2 29 de sep. 46 10 36

Primera 23 de oct. 36 23 13

resiembra

Segunda 17 de nov. 13 6 7

resiembra _

3 2 de oct. 38 10 28

Primera 26 de oct. 28 16 12

resiembra

Segunda 24 de nov. 12 12*

resiembra

4 5 de oct. 40 23 17

Primera 9 de nov. 17 17 o0&

resiembra

Primera 29 de oct. 17 3 14*

siembra

Primera 3 de nov. 20 1 g*

siembra

Primera 11 de nov. 18 7 11*

siembra

* cantidad obtenida de frascos con callo hasta el 25 de noviembre de 1992,

& se agrego cloro a los callos antes de resembrarlos, pero los resuitados no

fueron satisfactorios ya que los callos se secaron.




Resultados ce los = - vos de callo en oscuridac Jurante e :imestre septiembre a

noviembre de 1992

{ ote Fesa Cantidad Cantidad can:dad
comenzada . contaminzda | obtenida

5 7 0= ¢t 40 1 25 15

Primera 11 22 nov. 15 6 9*

resiembra

6 29 22 sep. 20 4 16

primera 26 22 oct. 16 16*

resiembra

Segunda 24 22 nov. 16 0 16*

resiembra

7 2 0= oct. 28 21 7

Primera 26 o= oct. 7 3 4

resimbra

Segunda 24 252 nov. 7 ™

resiembra

8 25 o= oct. 20 14 6

Primera 24 02 nov. 8 a8*

‘resiembra

Primera 29 o= oct. 17 3 14*

siembra

Primera 3 0z nov. 20 8 12*

siembra

Primera 11 22 nov. 18 10 8*

siembra

*cantidad obtenida oz frascos con callo, hasta el 25 de noviembre de 1992.

Resutzdos del lote 9 al 17 en iluminacion y oscuridad
*cantidad obtenida oz frascos con callo.

Lote Fecha/Sem | No.frascos | No.contam. | Cant.obt. Lugar
b. de callo
9 29-sep-32 17 3 14 lluminacion
9a 1-nov-=2 25 18* 7 lluminacion
9b 21-dic-22 7 0 7 fluminacion
10 3-nov-52 20 16 4 lluminacion
10a 1-dic-&= 4 0 4* fluminacion
11 3-nov-&2 20 9 11 Obscurida
d
11a 2-dic-&2 11 6* 5 Obscurida
d
11b 21-dic-&2 5 q* 4* Obscurida
d
12 5-nov-&2 17 3 14 Obscurida
d
12a 2-nov-§2 14 8* 6 Obscurida
d




12b 29-dic-92 6 0 6* Obscurida
d
13 11-nov-92 18 10 8 lHuminacion
13a 14-dic-92 8 0 B8 Huminacion
13b 29-dic-92 B 1* ™ lluminacion
14 14-dic-92 27 19 8 lluminacion
14a 12-ene-93 8 1™ 7 lluminacién
15 15-dic-92 19 10 9 Obscurida
. d
15a 13-ene-93 9 4* 5* Obscurida
d
16 7-ene-93 22 21 1 lluminacion
16a 29-ene-93 1 0 1* lluminacion
17 7-ene-93 22 18 4 Obscurida
d
17a 29-ene-93 4 0 4* Obscurida
d

t

Los siguientes lotes se manejaron con el mismo ndmero tanto los de iluminacion
como los de oscuridad:

Cantidad obtenida con callo

Lot |En 1a.resie | 2a.resiem | 3a.resiem | 4a.resiem | Lugar

e cultivo mbra bra bra bra

18 15 8 1 lluminaci
én

18 14 14 . Obscurid

. ad

19 17 11 2 1 lluminaci
én

19 12 21 8 10 Obscurid
ad

20 21 21 8 10 lluminaci
6n

20 23 21 6 6 4 Obscurid
ad

21 18 22 1 1 lluminaci
on

21 21 21 7 7 4 Obscurid
ad

22 1 1 lluminaci
on

22 4 4 Obscurid
ad

23 8 7 lluminaci
on




23
24
24

25

32

32

33

33

34

14

12

20

15

20

20

19

20

24

23

18

18

10

17

1"

16

16

16

10

15

10

17

17
10
11
14

17

10

11

Otscurid
ad
lluminaci
on
Qbscurid
ad
fluminaci
on
Obscurid
ad
lluminaci
on
Obscurid
ad
lluminaci
on
Obscurid
ad
lluminaci
o6n
Obscurid
ad
Huminaci
6n
Obscurid
ad
lluminaci
on
Obscurid
ad
Huminaci
6n
Obscurid
ad
jluminaci
on
Obscurid
ad
lluminaci
on
Obscurid
ad
lluminaci
on




34
35
35
36
36
37
37
38

38

15
19

18

20

18

Obscurid
ad
lluminaci
on
Obscurid
ad
Hluminaci
on
Obscurid
ad
lluminaci
on
Obscurid
ad
lluminaci
on
Obscurid
ad




Resultados de los ensaycs preliminares para los residuos en oscuridad:

ALCALOIDES

Reactivo Resultado

Hager no hay precipitado, solucién amarilla

Mayer ~ Solucién naranja turbia

Wagner Solucién naranja-café mas turbia
SAPONINAS

Reactivo Resultado

Formacion No hubo

de espuma.
TRITERPENOS '

Reactivo Resultado

Liebermann-Burchard Anillo de color rojo en la interfase

TANINOS

Reactivo Resultado
Cloruro férrico negativo

FLAVONOIDES

Reactivo Resultado
Shinoda Ligero color naranja

Vapores de amoniaco En el papel se observa color amarillo.

AZUCARES
Reactive Resultado
Benedict No hay reduccion

Fehling No hay reduccién
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Se adicion6 acido sulfurico y se volvié a calentar los tubos, resultando sdélo

positiva la de Fehling.

Resultados de los ensayos preliminares de los residuocs en iluminacion:

ALCALOIDES
Reactivo
Hager
Mayer
Wagner

SAPONINAS
Reactivo
Formacion
de espuma

TRITERPENOS
Reactivo

Liebermann-Buchard

TANINOS
Reactivo

Cloruro férrico

FLAVONOIDES
Reactivo
Shinoda

Vapares de amoniaco

Resultado
no hay precipitado, solucion amarilla
Ligeramente turbio la solucién amarilla

Muy turbio la solucién naranja-café

Resultado

no hubo

Resultado

Anillo oscuro en la interfase

Resultado

negativo

Resultado
Ligero color amarillo-naranja

Ligera coloracién amarifia del papel.



AZUCARES

Reactivo Resultado
Benedict no hay reduccién
Fehling no hay reduccion

Al agregar acido sulfurico a los tubos y volver a calentarlos sélo se redujo el

reactivo de Fehling.

Peso de los callos:

Ei peso de los callos obtenido de sep. a nov. en iluminacion es de
364 !

El peso de los callos obtenido de sep. a nov. en oscuridad es de
5.15g.

El peso de los callos obtenido de enero a mayo en iluminacion 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 residuc en iluminacion de enero es de 2 g.



Cromatograma 1 obtenido para los residuos metandlicos de callos de

Artemisia absinthium.

Cromatograma 2 obtenido para los residuos metandlicos de callos de

Artemisia absinthium.




¥

« Muestra 1: residuo metandlico de los zallos obtenidos en oscuridad de

septiembre-enero.

¢ Muestra 2. residuoc metanédlico de los callos obtenidos en iluminacién de

septiembre-enero.

o Muestra 3: residuo metandlico de los callos obtenidos en oscuridad de

febrero-mayo.

« Muestra 4. residuo metandlico de los callos obtenidos en iluminacién de

 febrero-mayo.

COEFICIENTES DE REPARTO (R¢)
A) Calculos de R¢ para ef cromatograma 1:

, Ffente de disoivente= 9 cm.

Sistema de disolventes: 9.25 mi cloroformo-0.75 ml acetato de etilo (Tawfiq,1989).

Muestra 1:
o Componente 1: Rg=0.11
« Componente 2: R¢=0.24
« Componente 3: Rg=0.32
o Componente 4: Rg=0.45
Muestra 2.

. Compone:nte 1: Rg=0.14
« Componente 2: Rg=0.23

Muestra 3:
« Componente 1: Rg=0.13
o Componente 2: Rg=0.25
+ Componente 3: Rg = 0.44
Muestra 4:
o Componente 1: Rg=0.13
o Componente 2: Rg=0.25
« Componente 3: Rg=0.45




;
3
¥
f
¥
)
E

Frente de disolvente 9.2 cm.

Muestra 1:

Componente 1:
Componente 2:
Componente 3:
Componente 4:

" Muestra 2;

; :"

“Componente 1:
-Componente 2:
- Componente 3:

Componente 4:

Componente 1:
Componente 2:
Componente 3:

Muestra 4:

Componente 1:
Componente 2:
Componente 3:
Componente 4:
Componente 5:
Componente 6:

B) Calculos de Ry para el cromatograma 2:

Sistema de disolventes empleados como eluyentes: cloroformo 8 mi- acetato de

etilo 2 ml (Tawfiq, 1989).
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Separacior del resia.o metanodlico

El residuo fue separade por cromztografia en columna usando como soporte 200
g de de silica gel 60 HF2s¢ para cromatograia en capa fina, de esta manera se
obtuvieron las siguientes fracciones con los siuyentes:

Fracciones | Eluyentes

Hexano 100 %
Hexano-Acetato de Etilo 9:1
¥ Hexano-Acetato de Etilo 8:2
+#['Hexano-Acetato de Etilo 7:3

-} Hexano-Acetato de Etilo 6.4
‘'Hexano-Acetato de Etilo 5:5
I Hexano-Acetato de Etilo 7.5:2.5
T Acetalo de Etilo 100 %

Fraccion Numero
Aa-1 1-6
Aa-2 7-10
Aa-3 . 1114
Aa-4 15-18
Aa-5 19-23
Aa-6 24-29
Aa-7 30-31
Aa-8 32-35
Aa-9 36-39
Aa-10 40-42
Aa-11 43-46
Aa-12 47-52

. Las cromatoplacas se corrieron con la mezda de disolventes: cloroformo-acetato
-t da etilo 8:2, observandose en cada una gran cantidad de manchas al ser
reveladas con lémparas de luz ukravioleta de onda corta y onda larga. Para ello
+$e empleo una camara de huz ultravioleta CROMATO-VUE® model CC-20G.

' De la fraccion Aa 15-18 elfida con hexano-acetato de etilo 9:1 se obtuvieron unos
cristales incoloros (5.7 mg) los cuales se filtraron y se lavaron con hexano,




teniendo un punto de fusion de 155-156°C. Para ello se empleo un Fisher-Johns
Meiting Point.
Las demas fracciones necesitan purificaciones adicionales por cromatografia en
columna y/o en placa fina preparativa. La determinacién de la estructura
molecular del compuesto aislado se hara por medio de técnicas espectroscopicas,
. como son: 'H-rmny E.M.
e A los cristales junto con una muesira de esteroles se les aplicd cromatografia en

capa fina, usando como sistemas de solventes hexano-acetato de etilo 8:2 y
hexano-diclorometano 1:1 y 2:8. Al revelarse con luz ultravioleta de onda corta y
con una solucién de sulfato cérico se observo una mancha de color morado tanto
en los cristales como en la muestra y ademas a la misma distancia. .

A las fracciones se les aplico pruebas para triterpenos, alcalo:des y f!avonmdes

TRITERPENOS:

3? Fracciones Resultado gt v
126 Anillo naranja en la interfase < s
?” (+)

7at0 No hay cambio (-)

11a14 Anillo naranja obscuro (+)

15a 18 Anillo rojo obscuro (+) N B

19a23 Anillo rojo obscuro (+) .

24a29 Anillo café obscuro (+) o

30 a 31 No hay cambio (-) -

32a35 Anillo naranja (+)

36a39 Anillo rojo obscuro (+)

40a42 Anillo rojo obscuro (+)

43 a 46 No hay cambio

47 a 52 No hay cambio

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

%.



FLAVONOIDES:

Fraccién Resuitado
1a6 No hay cambio (-}
7a10 No hay cambio (-)
11a14 No hay cambio (-)
15a18 No hay cambio {-)
19a23 No hay cambio (-)
24329 No hay cambio (-}
-30a31 Color rcjo naranja (+)
32a35 Color naranja (+)
36a39 Color naranja {+)
40 a 42 Color rojo-naranja (+)
43 a 46 Color rojo-naranja (+)
47 ab2 Color naranja {+)
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CONCLUSIONES

Los resultados de los primeros lotes sembrados a luz y obscuridad nos aportan
pequefias cantidades de frascos con crecimiento de callo. Debido a la poca
experiencia en la manipulacion de las técnicas de cultivo de explantes.
Englobando desde la limpieza de las hojas con agua y jabon, del area de trabajo,
de los tiempos de contacto de los explantes con etanol y la solucion de cloralex y
de la manipulacion del explante en el momento de sembrado. El medio de cultivo
de Murashige-Skoog es adecuado para la induccién de callos, debido a la
formacion de abultamientos en las hojas y posteriormente pequefias masas de
color verde para los sembrados en iluminacién y de color amarillo claro para los
sembrados en oscuridad.

Se llegb a obtener en los lotes del 18 al 31 resiembras, aunque no mantenian en
una forma adecuada el crecimiento de los callos.

De los ensayos preliminares del residuo metanélico de callos se obtienen pruebas
positivas para triterpenos esteroidales y flavonoides y probablemente para
alcaloides y aziicares no reductores. El residuo metandlico tiene una gran mezcla
de componentes y hasta el momento sélo se logré aislar un compuesto cristalino
con p.f. 155-56°C, sus espectros de resonancia magnética nuclear protonica a
200 MHz reveld que se trata de una mezcla de esteroles: B-sitosterol y

- estigmasterol; 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
técnicas de cultivos vegetales y que fué de menos a mas. Todo lo obtenido se
debe a la experiencia, consejos y apoyo de parte de mis asesores; para que los
objetivos se cumplieran.

¥
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ANEXOS




Composicién de Algunos Medios Nutritivos Para Cultivo de Tejidos Vegetales

Constituyente Heller
(1953)

750.0
600.0
250.0
125.0

75.0

0.0100
0.0300

1.0000

0.0300
1.0000

10000

0.0300

20.00

1.00

Cineti

0.0100 -

Nitsch and

Nitsch
(1956)
1500.0

250.0
2500

2000.0
250

3.0000

0.5000

0.0250

70,5600

0.0250

34.00

0.18

White
(1963)

65.0

7200
16.5

80.0

200.0

3000 . .

'0.7500

3.0000

1.5000

2.5000

20.00

1.00
0.10
0.10
0.50

6.00

Hildebrandt

etal
(1962)
65.0

180.0
3.0

80.0

800.0

- 400.0

4.5000 ..

. 3.0000 -

6.0000

0.3800

40.0000

20.00

0.10

Concentracion expreasda en mg I, excepto ara sacarosa fa cual se expresaen g L1,

Murashige

and Skoog
{1962}

3.0

440.0
1900.0

1650.0
1Mo

-27.8100 -

;2.3«)0
0.8300
0.0250
8.6000

373100
0.0250

6.2000

0.2500

30.00

100.00
1.0-30.0

© 010

0.50
0.40

0.04-10.00

Gautheret
(1942)

125.0

125.0

1250
500.0

0.0500

3.0000
0.5000

0.1800

0.0500
0.1000
0.0500
10000

30.00
3.00

10.00
0.10
0.10
0.50

White
(1943)

65.0

360.0
16.5

80.0

88.0
200.0
4.5000
0.7500

1.5000

0.0130

1.5000

2.5000

0.0017

Gamborg et
aL (1968)

2500
1500
1300
2500.0

134.0

27.8100
10.0000

0.7500
0.0250

2.0000

0.0250

3.0000

0.2500

20.00

160.00

10.00
0.10

0.10

0.10
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Reguladores del Crecimiento Vegetal Comuamente Usados en Medios Nutritivos

Regulador

Auxinas

Acido p-cloroacético
(pCPA)

Acido 2,4-diclorofe-

noxiacético (2,4-D)

Acido indol-3-acético

(AJA}

Acido indol-3-buti-

rico (AIB)

Acido I-naftalenacé-

tico (ANA)

Acido B-naftoxiacéti-

g co (NOA)

Citocininas
6-Bencilaminopurina
. (BAP)

- n-Isopentenilamino-

purina (2iP)
6-Furfurilaminopuri-
na (Cinetina, K)
Zeatina (Zea)

Giberelinas
Acido giberélico
(GA3)

M,

186.6
221.0
175.2
203.2
186.2

2022

2252
203.2
215.2

219.2

346.4

Concentraciin
(uM;
0.1-1¢.%
0.1-109
0.1-100
0.1-100
0.1-100

0.1-10.0

0.1-100
0.1-100
0.1-100

0.1-100

0.1-50

Preparacion de
solucion stock

Las auxinas son
usualmente disuel-
tas en una soluciéon
de NaOH

Las citocininas

se disuelven usual-
mente cn una sobe-
cién de NaOH o en
E1OH acuoso

Soluble en HO

Comentarios

El AIA puede ser
oxidado por las
oflulas vegetales,
Rara vez se usa
cOmo iinica auxina
en el medio.

La zeatina es ter-
molibil y porlo
tanto no debeser ¥
autoclaveada

GA; es termolibil,
no debe ser auto-
claveado. Rara-
w €5 necesario
para Ja iniciacion
0 mantenimsento
de cultivos de
callos o células en
suspensién. En o-
casiones es nece-
sario para la re-
generacion de
plintulas

Modificado de Atkimson y Mavituna, 1991



Historia de 1a Biotecnologia Vegetal

Descubrimicnto

Se establece 1a habilidad de las plantas para sintetizar sustancias formadoras de Grganos, que tienen una distribucién polar.

Primer intento para cultivar tejidos vegetales.

Primer intenlo para cullivar embriones de cruciferas.

Fusidn de protoplastos vegetales (infiuctuoso).

Germinacién asimbidtica in vitro de orquideas.

Cultivo in vitre de dpices radiculares.

Cultivo de embriones aplicado a cruzas interespecificas de Linurr,

Cultivo de embriones de Linum para evitar incompatibilidad en el cruzamiento,
Intentos fallidos para cultivar in vitro tejido cambial de algunos drboles y arbustos (fallaron debido a la carencia de auxina, la
cual aiin no habia sido descubierta). Cultivo exitoso de raices de Lycopersicon sculentum,

Culiivo exitoso de varias gimnospermas.
Culiivos de callo de crecimiento continuo.

Cullivo in viiro de tejido cambial de [/Imus para el estudio de Ia formacién de brotes sdventicios.
Uso de agua de coco para cultivar embriones de Danwra. Cultive in vitro de tejidos de la agalla de la corona.
Cutltivo in vitro de tabaco usade para ¢l estudio de Ia formacida de brotes adventicios,

Cultivo in vitro de dpices del tallo de Asparagus.

Primaras plantas de Lupimus y Trapaeclum oblenidas por cultivo del brote apical.
Formacién de brotes y ralces adventicias de Nicotiana tabacum determinada por ia relacion auxina/adenina.

Regeneracitn de Grganos a partir de caflos do Sequoia sempervirens.

Primera planta cultivada a partir de una s6la céluia.

" Descubritnierito de la cinetina,
#  Crecimiento exitoso de células en suspension para la produccién de metabolitos secundarios.
7 Regulacidn de Ia formacién de drganos (raices y brotes) por e cambio en la reiacion citocinina/auxina,
- Regeneraciba in vitro de embtiones somiticos a partir de (s nwoela de Svulos de Citrus.
2+ Exito en la fertilizacién in vitro de Papaver rhoeas.
" Degraducitn enzimdtica de paredes celulares pars obsencr grandes cantidades de protoplastos.

vegetativa de orquideas por cultivo de meristemos.

" :_Desarrofio del medio de Murashige y Skoog,

1982

1985

" Plantas baploides de Dafura producidas por granos de polen.

Regeneracion de rafces y brotes sobre callos de Populus tremuloides.

. Induccitn de la floracién en cultivos in vitro de Nicotiana tabocum.

Diferenciacion de plantas a partir de céluias aisladas en microcultivo.
Induccida floral en Lunaria anmua por vemalizaciin in vitro,

" Dalias Eibres de virus obtenidas por cultive de meristenos. Primera aplicacion de los microinjertos.

. Callos baploides de Ginko bifoba producidos 4 partir de polen
* Monitoteo de cambios en cariclogia y comportatnicnio cromosdmico de cultivos de endospermo de Zea mays.

Propagacion
- Filtracién de suspensioncs celulares y aislamiento de cftulas individuales por plaqueo.

Anilisis cariolégico de plantas regeneradas a partir de cultivos de callo de N. tabacum.
Aistsmiento de protoplastos a partir de cultivos en suspensién de Haplopappus gracilis,

Seleccion de mutantes bioquimicos in vitro.

Cultivo de embriones utilizado en 1a produccion de m:oplmdaenomlmo. Fusién de protoplastos.

de plantas a partir de protoplastos,

Regeneracion

Hibridaciént interespecifica a través de fusién de protoplastos entre dos especies de Nicotiana.
Romphmiento de la latencia por citocininas en explantes de capitulo de Gerbera,

Induccién de ramificacion axilar por citocininas en brotes apicales aislados de Gerbera,
Plantas haploides de Petunia hybrida regencradas a pastir de protoplastos.

Hibridos obtenidos por fusion de protoplasios haploides.

Establecimiento del plésmido Ti como e} agente indactor de tumores por Agrobacterium.

Seleceidn positiva de cultivos de callo de Zea mays resistenies a Helminthosporium maydis.

Iniciscite de brotes a partir de dpices criopreservades de Dionthus caryophylius.

Hibridacién vegetal interespecifics por fusion de protoplasios eotre Pefunia hybrida y P. parodii.

Se establece que Ia sintesis y degradacin de opinas es controlads por el plismido Ti de Agrobacterium twmefaciens.

Indegracion del ADN del plismido Ti de Agrobacterium tumefaciens.

Hibridacién somética entre Lycopersicon sculentum y Solanxm tuberosim.
Cocultivo para tramformacion penética de protoplasios vegetales con Agrobacterinm.
Inmobilizacién de células usadas para [a biotransfonnacion de digitoxina en digoxina.

Se introduce ¢l téymino "variacién somaclonal”,

l\alanmﬂndeeﬂulnmxbhofuporunundoagnnualadecolomueeluhrudmvadnd:pmlophﬂmhaplmdudc

Nicotiana plumbaginifolia tratados con mutdigenos.

Incorporacién de ADN en protoplastos, lo que conduce a transformacién genética con ADN aislsdo.
Hibeidacién citoplésmics intesgenérica entra Rophanus sativusy Brassica napus.

Transformacién de células vegelales con ADN plasmiddico.

Discos de hoja infectados y transformados con Agrobacterium tumefaciens y Ia regeneracion subsecuente de plantas

transfrmadas,

Modificado de Atkinson y Mavituna, 1991




X 1 FIGURAS Y TABLAS

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

a l
P

?ig. 2 Vista del invernadero.




Figs. 3 y 4 cortes de A. absinthium a los 21 dias, en donde se observan la
induccién de callos en condiciones de iluminacién.







Figs. 7 y 8 cortes de hojas de A, absinthium a 21 dias, en donde se observa la
induccién de callos en condiciones de obscuridad.
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X1 ESPECTROS
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DR, L. QUIJANG. LG AA 15-18.
SPECTRAL LINES FOR TH= 13,43
RFL= ~ 429.1 RFP= 2

INDEX FREGQ PPM  INTENSITY

81 457,39 2.287 18.93%5

@2 455.13 ° 2.276 13.532

03 453,22 .. 2.266 15,083 : .
64  404.57 . '2.023 15,952 _

S 85 .. 14,372
L6 15,023
7 18,355
o8 21.570
@8 19,525
R, 19 14,361 .
..-' ) . ,
3 "J e
i i}
DR. L. QUIJANO.  LO AA 15-18.
. SPECTRAL LINES FOR TH=  35.89
" RFL=  429.1 RFP= @
INDEX FREQ PPM  INTENSITY
@l - 315.50  1.578  186.994
@2  306.5! 1.533  36.503
@3 294.85  1.474 49.841
@4  207.43  1.038  75.260@

@5 202.09 1.918 201.387
@6 172.33 @.862 Bl.17M .
a7 178.32 2.852 52.237
a8 167.98 #.840 BO.735
28 165.92 @.838 89.367
19 163.54 @.818 54.308
1R} 162.22 a.811 72.828
12 162.61 9.8083 101,744
13 159.14 @.736 51.554
14 165,71 0.779 52.044
15 139.55 p.698 117.373
6 -135.89 9.580  £5.351




