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INTRODUCCIÓN 

Las plantas producen una gran variedad de compuestos orgánicos que 

aparentemente no tienen un efecto directo sobre su crecimiento y desarrollo, 

compuestos que se conocen como metabolitos secundarios. Sin embargo, 

actualmente se sabe que existen compuestos del metabolismo secundario como 

algunos terpenos (giberelinas y brasinoesteroides) que tienen un papel determinante 

en el crecimiento y desarrollo de las plantas al actuar como hormonas vegetales. En 

la actualidad, el interés por las plantas productoras de metabolitos secundarios 

bioactivos sigue presente y un gran número de investigaciones se han enfocado en 

profundizar el conocimiento fisiológico, bioquímico y molecular que se tiene de ellas, 

con el fin de fundamentar recomendaciones del manejo de especies con importancia 

económica. El Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) es una herramienta de la 

biotecnología fundamentada en la capacidad totipotencial de las células vegetales, 

que permite desarrollar cualquier tipo de células e incluso la regeneración de una 

planta completa a partir de una sola célula. Dentro de las aplicaciones del CTV se 

pueden mencionar la micropropagación de especies medicinales, ornamentales y 

aquellas que están en peligro de extinción (Smetanska, 2008).  

Buddleja cordata Kunth es una planta utilizada en la medicina tradicional de México y 

que se emplea en el tratamiento de un gran número de padecimientos y 

enfermedades (Houghton, 1984; Ávila et al., 1999; Mendoza, 2003; Romero et al., 

2003). Además, estudios fitoquímicos de sus hojas, corteza y raíces han evidenciado 

sus actividades bactericidas, amebicidas, analgésicas, eupépticas, diuréticas, 
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antisépticas, citotóxicas, entre otras, actividades que han sido asociadas a 

metabolitos secundarios del tipo fenilpropanoide (Ordaz, 1996; Ortiz, 1996). No 

obstante, no existen reportes con respecto a la micropropagación de esta especie, 

por lo que el objetivo del presente trabajo fue evaluar las condiciones químicas y 

fisiológicas para establecer un protocolo de micropropagación de Buddleja cordata, 

así como determinar el contenido de los compuestos fenólicos totales, la capacidad 

antioxidante, el verbascósido y la linarina presentes en las plántulas 

micropropagadas.  
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1 ANTECEDENTES 

1.1 Metabolitos secundarios  

Las propiedades biológicas y químicas de las plantas dependen de muchos factores, 

entre los cuales figuran la genética, las propiedades edáficas de la región de cultivo, 

las condiciones del clima, fase vegetativa, componentes del suelo, así como 

variaciones incontrolables en la calidad de los cultivos (Puertas et al., 2009). Algunas 

plantas producen una gran variedad de compuestos orgánicos que se consideraba 

no tenían un efecto directo sobre su crecimiento y desarrollo, estos compuestos se 

conocen como metabolitos secundarios o productos secundarios. Sin embargo, en la 

actualidad se sabe que existen algunos compuestos del metabolismo secundario 

como las hormonas vegetales giberelinas y brasinoesteroides que provienen de la 

ruta del ácido mevalónico. Estos compuestos son importantes reguladores del 

crecimiento vegetal además de funcionar como mediadores en respuestas de las 

plantas a estrés biótico y abiótico (Santner et al., 2009). 

A diferencia de los metabolitos primarios como la clorofila, los aminoácidos, los 

nucleótidos etc., los metabolitos secundarios no tienen un papel fundamental en 

procesos tales como la fotosíntesis, la respiración, el transporte de solutos, la 

translocación, la asimilación de nutrientes y la diferenciación. Durante muchos años 

se pensó que los metabolitos secundarios no tenían función alguna o que eran 

productos finales o de desecho del metabolismo de la planta. Sin embargo, en los 

dos últimos siglos (XIX y XX) estos compuestos llamaron la atención de los químicos 
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por su importancia como sustancias medicinales, venenos, saborizantes y material 

industrial. Diversos autores han sugerido que muchos de los metabolitos secundarios 

desempeñan un papel importante en las plantas protegiéndolas contra el ataque  de 

herbívoros, insectos, y microorganismos patógenos, además de servir como 

sustancias atrayentes para polinizadores (Wittstock y Gershenzon, 2002; Taiz y 

Zeiger, 2006; Tahara, 2007; Bhooshan y Rizvi, 2009; Kennedy y Wightman, 2011; 

Ramakrishna y Ravishankar, 2011; Kliebenstein y Osbourn, 2012).  

Desde el punto de vista de la biosíntesis es posible clasificar a los metabolitos 

secundarios en tres grupos distintos (fig. 1). Terpenos o terpenoides, alcaloides 

(compuestos que contienen nitrógeno) y los fenólicos o fenilpropanoides.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Clasificación de los metabolitos secundarios en tres grupos (Ávalos y Pérez-Urria, 2009). 
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Como se mencionó anteriormente, algunos terpenos tienen un papel en el 

crecimiento y desarrollo (giberelinas, brasinosteroides) y en la defensa contra 

herbívoros en algunas plantas (Santner et al., 2009). Entre estos mecanismos de 

defensa se encuentra la síntesis de sustancias potencialmente tóxicas. Entre ellas, 

algunos compuestos nitrogenados por ejemplo los alcaloides que tienen efectos 

fisiológicos dramáticos en animales y los glucósidos cianogénicos que permiten la 

liberación de ácido cianhídrico por un proceso enzimático en respuesta al estrés por 

herida, ataque de herbívoros o patógenos (Wittstock y Gershenzon, 2002; 

Gatehouse, 2002; Innes, 2004; Howe y Jander, 2008; Koo y Howe, 2009). 

Por otra parte, se ha reportado que las plantas cultivadas in vitro en comparación con 

las plantas silvestres, producen cantidades y perfiles químicos diferentes, además  

estas características cuantitativas y cualitativas pueden cambiar con el tiempo (Tepe 

y Sokmen, 2007). El CTV a través de la micropropagación ha logrado incrementar el 

contenido de metabolitos secundarios específicos en plantas medicinales de interés 

económico. En la tabla 1, se muestran algunos ejemplos de plantas medicinales en 

las que mediante la  micropropagación se logró el incremento en la cantidad de un 

metabolito secundario en específico. (Chaturvedi et al., 2007). 
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Tabla 1. Algunos ejemplos de micropropagación exitosa llevada a cabo en plantas medicinales. 

 
Nombre común 

(Especie) 

Origen 

explante 
Referencias 

Ajo 

(Allium sativum L.) 

Meristemos 

apicales 
Ayabe y Sumi, 1998 

Aloe 

(Aloe vera L.) 
Brotes apicales Cavallini, 1991 

Neem 

(Azadirachta indica A. 

Juss) 

Nodales Chaturvedi et al., 2004 

Papaya 

(Carica papaya L.) 

Puntas de los 

brotes 
Agnihotri et al ., 2004 

Menta japonesa 

(Mentha arvensis L.) 
Brotes axilares Dhawan et al ., 2003 

Piña 

(Ananas comosus L.) 
Hojas 

Sripaoraya et al ., 

2003 

Ginseng 

(Panax ginseng Mey.) 
Cotiledones Choi et al., 1998 

* Datos tomados y modificados de Chaturvedi et al., 2007 

 

1.1.1 Compuestos fenólicos 

Las plantas producen una gran cantidad de productos secundarios que contienen un 

grupo fenol que químicamente es un grupo funcional hidroxilo unido a un anillo 

aromático. Estos compuestos se clasifican como compuestos fenólicos y son 

biosintetizados en la vía de los fenilpropanoides/ ácido shikímico. Los fenoles 

vegetales son un grupo químicamente heterogéneo de alrededor de 10,000 

compuestos y en la naturaleza pueden existir como derivados glucosilados o acilados 

o como estructuras polimerizadas. También pueden encontrarse como componentes 

de estructuras celulares como  la pared celular, o bien, asociados a moléculas como 

carbohidratos o proteínas (Manach et al., 2004; Serafini et al., 2010; Tarascou et al., 

2010; Pérez-Jiménez y Torres, 2011; Santos-Buelga et al., 2012). Algunos son 



7 
 

solubles sólo en solventes orgánicos, otros son ácidos carboxílicos o glucósidos 

solubles en agua y otros son polímeros grandes e insolubles. Algunos compuestos 

fenólicos tienen una función alelopática inhibiendo el crecimiento de plantas 

competitivas (Zhao et al., 2010). Los compuestos fenólicos se pueden dividir en 

varios grupos dependiendo del número de anillos fenoles que contengan y los 

elementos estructurales que los mantengan unidos. Los grupos más importantes son 

flavonoides, ácidos fenólicos, alcoholes fenílicos, estilbenos, lignanos y antocianinas, 

entre otros (fig. 2) (Kruse et al., 2000; Manach et al, 2004; Taiz y Zeiger, 2006; 

D'Archivio et al., 2007; Dai y Mumper, 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Principales compuestos fenólicos (tomada de Oregon State University: http://lpi.oregonstate.edu/). 

 

 

Flavonoide Ácido fenólico Alcohol fenílico 

Estilbeno Lignano 

http://lpi.oregonstate.edu/
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1.1.1.1 Flavonoides 

Los flavonoides son los polifenoles más abundantes presentes en la dieta humana y 

representan una clase de moléculas caracterizadas por un esqueleto de 

difenilpropano (C6-C3-C6), dos anillos benceno unidos a una cadena lineal de 

carbono (Manach et al., 2004; Prasain et al., 2010). Esta cadena central podría 

formar un anillo pirano con uno de los anillos benceno. En las plantas estos 

compuestos son especialmente importantes como mecanismos de defensa contra el 

daño oxidativo y proveen a la planta de color atractivo para polinizadores, repelen 

ataques de insectos y microbios. Investigaciones recientes sugieren que los 

flavonoides son benéficos para la salud humana principalmente en padecimientos 

tales como: el síndrome metabólico y diversos tipos de cáncer, además refuerzan el 

sistema inmune. Estos compuestos pueden ser encontrados en la mayoría de los 

alimentos de origen vegetal, así como en los alimentos y bebidas derivados de estos 

y están presentes en altas concentraciones en manzanas, cebollas, uvas, moras y 

cítricos (Serafini et al., 2010). Se estima que el consumo de flavonoides en la dieta 

humana es de aproximadamente de 1 g por día (Galleano et al., 2012). Los 

flavonoides pueden ser divididos en seis subclases (fig. 3), dependiendo del estado 

de oxidación de su anillo pirano. Estas subclases son flavonoles, flavonas, 

flavanonas, isoflavonas, antocianidinas y flavanoles. Se han identificado más de 

4000 flavonoides en plantas y este número sigue en aumento porque existe un gran 

número de sustituciones primarias (Harborne y Williams, 2000; D'Archivio et al., 

2007).  
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Figura 3. Subclases de flavonoides (tomada de Oregon State University: http://lpi.oregonstate.edu/). 
 

1.2 Capacidad antioxidante 

Los antioxidantes son compuestos que pueden inhibir o retardar la oxidación de otras 

moléculas, inhibiendo la iniciación y/o propagación de las reacciones en cadena de 

los radicales libres (Moon y Shibamoto, 2009). Algunos de los antioxidantes son 

vitaminas A, C y E, carotenoides, tocoferoles, compuestos fenólicos simples (ácido 

cafeico y ácido clorogénico) o complejos como los flavonoides (quercetina, 

catequina) y antocianinas (Turyanitsa et al., 2006; Gülçin, 2012). Otros antioxidantes 

están involucrados en mecanismos de defensa no enzimáticos como el caso del 

glutatión y la propia vitamina C (ácido ascórbico) (Noctor y Foyer, 1998; Mitler, 2002).  

La capacidad antioxidante se considera como la actividad biológica responsable del 

efecto preventivo del daño celular (Heo et al., 2007). Para prevenir el daño oxidativo, 

 

Flavonas Flavonoles Flavanones 

Isoflavonas Flavanoles Antocianidinas 
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las células y los organismos utilizan tres estrategias de defensa. La primera consiste 

en el uso de mecanismos no enzimáticos en los que se utilizan antioxidantes de bajo 

peso molecular, como los carotenoides (β-caroteno) y las vitaminas (C o ácido 

ascórbico y E o α-tocoferol). La segunda estrategia comprende la reparación de 

daños causados por las ERO en componentes celulares y macromoléculas como 

lípidos, proteínas y ácidos nucleicos, a través de enzimas reparadoras. Finalmente, 

el tercer mecanismo es la transformación de las ERO a través de enzimas que son 

capaces de remover, neutralizar o depurar radicales libres o sus intermediarios 

(Mohamed et al., 2007; Tavarini et al., 2008). La actividad antioxidante total es una 

estimación fiable y global de la capacidad antioxidante de un alimento, además de 

ser un parámetro interesante para valorar la calidad nutracéutica  del producto en 

cuestión (Arnao et al., 1996). 

Las defensas antioxidantes en plantas forman un sistema complejo, el cual incluye 

dos clases generales de antioxidantes no enzimáticos: 1) antioxidantes asociados a 

la membrana liposoluble (α-tocoferol y carotenoides) y 2) reductores solubles en 

agua (glutatión y ácido ascórbico o vitamina C). Los mecanismos enzimáticos de 

eliminación de especies reactivas de oxígeno (ERO) en las plantas incluyen, entre 

otros, las enzimas superóxido dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX), 

glutatión peroxidasa (GPX) y catalasa (CAT) (Liu et al., 2009). La SOD y la CAT son 

las enzimas antioxidantes más eficientes, y son las primeras en actuar durante la 

defensa contra las ERO, convirtiendo el .O2 en H2O y O2. Posteriormente, las 

enzimas APX, GPX y CAT eliminan el H2O2 (Scandalios, 1993; Liu et al., 2009). 

Existen otros antioxidantes en las plantas, como los isoflavonoides, fenoles, 
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poliaminas y aminoácidos específicos, particularmente la cisteína y la metionina (Aqil 

et al., 2006).  

Los compuestos antioxidantes utilizados como aditivos alimentarios o suplementos 

farmacéuticos, pueden neutralizar el efecto dañino de los radicales libres en las 

células del organismo, antes de que causen la oxidación de las biomoléculas y, por 

tanto, pudieran ayudar a la prevención de muchas de las enfermedades asociadas a 

las ERO (Shewfelt y del Rosario, 2000; Elkahoui et al., 2005; Sinha et al., 2005; 

Moon y Shibamoto, 2009). Sin embargo, factores varietales y medioambientales 

pueden iniciar cambios desfavorables en la composición química en los alimentos de 

origen vegetal (Abushita et al., 1997). En este sentido, se ha reportado que la 

variación de las condiciones climáticas puede influir significativamente en los perfiles 

de composición química y nutracéutica de diferentes frutas, hortalizas y plantas 

medicinales  (Raffo et al., 2006). 

1.3 Cultivo de Tejidos Vegetales 

La tecnología del Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) es una herramienta que permite 

producir y estudiar metabolitos secundarios así como incrementar su producción 

(Zhong, 2001; Smetanska, 2008). Por lo que los sistemas de CTV representan una 

fuente potencial para producir metabolitos secundarios importantes, que pueden ser 

utilizados en la industria alimenticia y farmacéutica tales como: colorantes, 

saborizantes y sustancias con propiedades biológicas como los compuestos 

antioxidantes (Zhong, 2001).  Las propiedades biológicas y químicas de las plantas 

medicinales dependen de muchos factores, entre los cuales figuran las propiedades 
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edáficas de la región de cultivo, las condiciones del clima, fase vegetativa así como 

variaciones en la calidad de los cultivos, entre otros. Por ello, es importante el estudio 

de la flora en diferentes sitios, países y zonas geográficas (Puertas et al., 2009). 

1.3.1 Aplicación del cultivo de tejidos vegetales 

El cultivo de tejidos vegetales tiene tres principales aspectos de aplicación:   

1. La reproducción vegetativa o micropropagación y mejora genética, 2. Como 

sistema modelo para estudiar aspectos genéticos, fisiológicos, bioquímicos y 

patológicos de la célula vegetal, 3. Para la producción de metabolitos secundarios de 

interés comercial. Estos tres aspectos permiten producir una gran cantidad de 

individuos idénticos, selección de características ventajosas, entrecruzamiento de 

especies relacionadas por fusión de protoplasmas, transformación y remoción de 

virus, entre otros (Mistretta et al., 1991; Csabai et al., 2011). Los primeros cultivos de 

tejidos vegetales fueron establecidos en 1930, sin embargo fue hasta 1956 que 

Pfizer Inc. patentó por primera vez la obtención de metabolitos secundarios mediante 

cultivos de tejidos (Ratledge y Sasson, 1992). En la actualidad, el cultivo de tejidos 

vegetales tiene aplicaciones comerciales, en la investigación básica en biología 

celular, genética y bioquímica (Zhong, 2001; Tasheva y Kosturkova, 2012). Existe 

una gran diversidad de plantas que son difíciles de cultivar y que contienen 

compuestos con propiedades biológicas de interés farmacéutico y alimentario (Rates, 

2001). Al mismo tiempo, no siempre es viable sintetizar estos productos en un 

laboratorio, debido a su estructura compleja y características estéreoquímicas. El 

cultivo de tejidos es una tecnología que permite incrementar el contenido de 
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metabolitos secundarios en comparación con el rendimiento obtenido utilizando 

plantas silvestres (Verpoorte  et al., 2002). 

 

 

1.3.2 Ventajas y desventajas del cultivo de tejidos vegetales 

El uso de cultivo de tejidos vegetales como tecnología biotecnológica tiene algunas 

ventajas sobre la producción convencional de plantas: 

1. Es independiente de variaciones geográficas y  factores ambientales. 

2. Ofrece un sistema de producción definida que asegura un suministro continuo 

de productos, así como una calidad y rendimiento uniformes.  

3. Permite seleccionar líneas celulares con una alta producción de metabolitos 

secundarios. 

4. Permite producir nuevos compuestos que en condiciones silvestres no se 

encuentran en la planta. 

5. Puede haber una disminución en los costos y un aumento en la productividad. 

Sin embargo, el desarrollo de esta tecnología depende del tipo de planta utilizada y a 

pesar de las ventajas existen algunos problemas que deben ser resueltos antes de 

poder utilizarla exitosamente en la producción de metabolitos secundarios de 

importancia económica (Smetanska, 2008). En general, los problemas con los 

cultivos de tejidos vegetales pueden ser del tipo biológicos (crecimiento lento, 

heterogeneidad fisiológica, inestabilidad genética, bajo contenido de metabolitos) y 
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operacionales (requerimiento de luz, condiciones asépticas y agentes oxidantes) 

(Zhong, 2001; Raghavan, 2003). 

La micropropagación es un proceso que consiste en generar clones de especies 

vegetales en peligro de extinción y aquellas de interés ornamental y medicinal; que 

implica 4 etapas (fig. 5): 1) Establecimiento de cultivos asépticos (iniciación), 2) 

Multiplicación de brotes, 3) Inducción de raíces, y 4) Aclimatación (Bhojwani y 

Razdan, 1983; Pierik, 1990; Gamborg y Phillips, 1995; Trigiano y Gray, 2000; George 

y Debergh, 2008; Gonçalves y Romano, 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Etapas de la micropropagación (imagen tomada de Métodos de Propagación Vegetal: 
http://metodosdepropagacion.blogspot.mx/). 
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Reino:   Plantae 

Filo:   Angiosperma 

Clase:   Dicotiledóneas 

Orden:  Scrophulariales 

Familia: Buddlejaceae 

Género:  Buddleja 

Especie:  cordata 

1.4 Buddleja cordata (Tepozán) 

1.4.1 Botánica 

El género Buddleja está ampliamente distribuido en el mundo y comprende alrededor 

de 100 especies arbóreas y arbustivas. El 50% ellos crece en el continente 

americano y en México existen aproximadamente 15 especies con algunos 

representantes de amplia distribución (Norman, 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Clasificación taxonómica de B. cordata.  

 
 

Buddleja cordata Humb. Bonpl. & Kunth es una especie, dioica, perenne que va de 

arbustos a árboles, midiendo de 1 a 20m de altura y de 10 a 45 cm de diámetro en la 

base. Sin embargo, hay árboles individuales que llegan a medir 80 cm en su 

diámetro (Norman, 2000; Rzedowski y Calderón de Rzedowski, 2005). Pertenece al 

orden de las Scrophulariales y a la familia Buddlejaceae (fig. 4). Sus hojas son de 10 

a 15 cm de largo, pecioladas, de base ancha generalmente redondeada en la punta, 

el haz de color verde claro y envés peludo. Tiene flores pequeñas, amarillas y 



16 
 

aromáticas agrupadas en amplias terminales (Martínez, 1979; Sánchez, 1980; 

Gallardo-Vázquez, 1994). 

Tiene una amplia distribución en México, desde los estados del norte de Sinaloa, 

Chihuahua y Durango hasta los estados del sur de Oaxaca y Chiapas (Aguilar et al., 

2006). Esta especie crece en tanto bosques de Quercus, como de coníferas, 

mesófilo de montaña y en vegetación secundaria (Rzedowski y Calderón de 

Rzedowski, 2005), tolera condiciones de sequía, por lo que también se desarrolla en 

matorrales xerófilos y en suelos erosionados, en altitudes de 1500 a 3000m. 

1.4.2 Usos y fitoquímica 

Es una especie de crecimiento rápido que se ha utilizado como planta ornamental 

(Martínez y Chacalo, 1994). En la medicina tradicional se tienen registros sobre su 

empleo para diversas enfermedades. Se le atribuyen propiedades analgésicas, 

eupépticas, diuréticas y antisépticas, además, se emplea en el tratamiento de 

cirrosis, problemas de la bilis, del útero y ojos; también ayuda a sanar zonas 

afectadas por tumores y úlceras (Ortiz, 1996). Los estudios fitoquímicos de sus 

hojas, corteza y raíces han evidenciado sus propiedades bactericidas y amebicidas 

(Ordaz, 1996). Las hojas son empleadas para tratar la diarrea, el dolor de cabeza, el 

reumatismo, el dolor de cintura, los calambres musculares, las enfermedades de la 

piel e inflamaciones, las hemorragias nasales y las infecciones intestinales (Gallardo, 

1994; Rodríguez et al., 1999); la decocción de raíces y corteza son usadas como 

diurético y para tratar infecciones de riñón (Martínez, 1989). Como plaguicida, el 

extracto acuoso de la planta es utilizado como repelente del gusano cogollero, contra 
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algunas enfermedades de animales, como forraje complementario de ganado ovino, 

caprino y vacuno y también para la restauración ecológica ya que produce una gran 

cantidad de materia orgánica.   

 

1.4.3 Fenilpropanoides de Buddleja cordata 

Los estudios fitoquímicos reportan que entre los componentes aislados de B. cordata 

se encuentran los fenilpropanoides aislados principalmente de partes aéreas tales  

como el verbascósido (Arciniegas et al., 1997; Ávila et al., 1999) o acteósido (Andary, 

1982; Petit et al., 1990), los ácidos hidroxicinámicos: p-cumárico, cafeico, ferúlico y 

sinápico (Harborne, 1990) y el flavonoide linarina (Houghton, 1984; Rodríguez et al., 

1999; Martínez-Vázquez, 1996 y 1998). Las propiedades terapéuticas de la planta se 

han asociado principalmente con los compuestos del tipo fenilpropanoide (Houghton 

y Mensah, 1999) por presentar una o varias de las siguientes actividades: 

parasiticida, antimicrobiana, analgésica, antiviral, antiproliferativa o citotóxica, 

antihipertensiva, antioxidante, antipirética y anti-inflamatoria. También se han 

identificado metabolitos del tipo terpenoide como el sesquiterpeno buddledina A, con 

actividad plaguicida y antifúngica (Yoshida et al., 1978; Devivar et al., 1995; 

Houghton y Mensah, 1999; Houghton et al., 2003), y el iridoide aucubina con 

actividad antibacterial y antioxidante (Recio et al., 1994). 
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1.4.4 Cultivo de tejidos en familias relacionadas a Buddleja  

Las plantas medicinales  generalmente son usadas con fines terapéuticos, por lo que 

el establecimiento del CTV ha sido evaluado mayoritariamente con la finalidad de 

producir metabolitos secundarios y para micropropagar estas especies. En el caso 

específico de la familia Buddleja (officinalis, albiflora, davidii y brasiliensis) se ha 

observado la producción de un fenilpropanoide conjugado conocido como 

verbascósido (Tai et al., 2009; Zhang y Tao, 2010; Vertuani et al., 2011; Filho et al., 

2012). A este compuesto  se le atribuyen muchos de los efectos benéficos en la 

salud, por sus propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y hepatoprotectoras (He 

et al., 2000; Chiou et al., 2004; Lee et al., 2005; Lee et al., 2006; Wang et al., 2009; 

Yoon et al., 2009; Zhao et al., 2009; Zúñiga et al., 2009). En este sentido, diversos 

autores han reportado que la manipulación de las condiciones del CTV (como la 

composición del medio, los reguladores de crecimiento, la concentración de 

sacarosa, etc.) incrementó la producción del verbascósido en cultivo de callos, 

células en suspensión y raíces transformadas de diferentes especies vegetales tales 

como: Aphelandra, Campisis, Catalpa, Cistanche, Clerodendron, Digitalis, 

Eremophila, Hygrophilia, Leucosceptrum, Osmanthus, Paulownia, Penstemon, 

Rehmannia, Syringa, Tecoma (Shoyama et al., 1986; Inagaki et al., 1991; Pletsch et 

al., 1993; Wysokińska y Rozga, 1998; Yamamoto et al., 1998; Nezbedová et al., 

1999; Skrzypek y Wysokińska, 1999; Wysokińska et al., 2001; Lu y Mei, 2003; 

Dhakulkar et al., 2005). 
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Por otra parte, existen un gran número de trabajos que se han llevado a cabo con la 

finalidad de micropropagar diferentes especies mediante la multiplicación in vitro 

(Sudha y Seeni, 1994;  Bhattacharya y Bhattacharya, 1997; Hoshino y Mii, 1998; 

Braga et al., 2012). Sin embargo, es importante  resaltar que los únicos datos sobre 

el cultivo de tejidos vegetales con B. cordata fueron reportados por Estrada Zúñiga et 

al., (2009) para la producción de fenilpropanoides en cultivos de callo y de células en 

suspensión.  
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2 JUSTIFICACIÓN 

La mayoría de los productos herbolarios que se venden en México se contemplan 

como suplementos alimenticios y no como medicamentos o remedios herbolarios, 

por lo tanto no se les exige un control de calidad. Buddleja cordata es una planta 

silvestre utilizada en la medicina tradicional para tratar diversas enfermedades. En la 

actualidad no existen cultivos comerciales, por lo que es importante profundizar en el 

conocimiento químico de la composición de B. cordata mediante la técnica de 

micropropagación, con el fin de obtener plantas homogéneas con un contenido 

químico uniforme, lo cual permitirá generar extractos estandarizados que pudieran 

utilizarse en ensayos clínicos, como paso fundamental para desarrollar fitofármacos, 

a partir de esta planta medicinal. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo general 

Establecer un protocolo de micropropagación de Buddleja  cordata y determinar el 

contenido del verbascósido, de los compuestos fenólicos totales y la capacidad 

antioxidante. 

 

3.2 Objetivos particulares 

1. Establecer cultivos asépticos de explantes nodales de B. cordata.  

2. Evaluar el efecto del regulador de crecimiento vegetal (RCV) 6-benciladenina 

(BA) a distintas concentraciones en la inducción de brotes en los explantes 

nodales. 

3. Evaluar el efecto del RCV Ácido Giberélico (AG3) sobre el alargamiento de los 

brotes multiplicados 

4. Evaluar el efecto del RCV ácido indol butírico (AIB) sobre el porcentaje de 

inducción de raíces en los brotes alargados.  

5. Evaluar el porcentaje de sobrevivencia de las plántulas aclimatadas. 

6. Cuantificar el contenido de los compuestos fenólicos totales, la capacidad 

antioxidante, el verbascósido y la linarina en plántulas de B. cordata 

micropropagadas y plantas fuente de explantes.  
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4 HIPÓTESIS 

La aplicación de los RCVs citocinina [6-benciladenina (BA)], giberelina [ácido 

giberélico (AG3)] y auxina [ácido indol butírico (AIB)] sobre los explantes nodales 

de B. cordata en las distintas etapas de micropropagación permitirá la obtención 

de un número significativo de plántulas capaces de producir fenilpropanoides, 

presentando capacidad antioxidante. 
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5 METODOLOGÍA  

5.1 Obtención del material biológico y protocolo de micropropagación  

Se obtuvieron plantas de B. cordata de aproximadamente 2 años de edad originarias 

de Santa María Apaxco, Estado de México, las cuales fueron identificadas y 

registradas en el herbario de la UAM-Iztapalapa con el registro No. 61170. 

 

5.1.1 Establecimiento de cultivos asépticos  

Explantes nodales juveniles de aproximadamente 0.3-0.5 cm fueron removidos de 

plantas silvestres de B. cordata, previamente fertilizadas. Se desinfestaron 

superficialmente siguiendo los siguientes pasos: 

a) Inmersión en una solución de detergente comercial al 1% (p/v) durante 15 

min. 

b) Inmersión en distintas soluciones de agentes antimicrobianos (Tabla 2) 

durante 30 min.  

c) Inmersión en solución de EtOH al 70% (v/v) durante 45 s. 

d) Inmersión en solución de hipoclorito de sodio (NaClO) a diferentes 

concentraciones y tiempos adicionada de 3 gotas de Tween 20 por cada 

100 mL de solución preparada (Tabla 3). 

e) Lavados con agua destilada estéril (4) en condiciones asépticas. 

f) Inmersión en solución antioxidante (150 y 100 mg L-1 de ácidos ascórbico y 

cítrico, respectivamente) durante 20 min. 
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Tabla 2. Concentraciones de fungicida y antibióticos para el establecimiento de cultivos asépticos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Tabla 3. Concentraciones y tiempos de inmersión en la solución NaClO para el establecimiento de cultivos 
asépticos.  
 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez desinfestados superficialmente, los explantes nodales fueron sembrados (3 

explantes por frasco) en medio de cultivo basal, el cual consistió de medio MS 

(Murashige y Skoog, 1962) al 50% suplementado con 30 g L-1 de sacarosa y 

phytagel 2 g L-1 (fig. 6). Posteriormente, los cultivos se incubaron durante 10 días, 

monitoreándose diariamente la presencia de microorganismos, y una vez 

transcurrido el tiempo de incubación se evaluó el porcentaje de contaminación en 

referencia al número de explantes contaminados con respecto al total de explantes 

Tratamiento Agente antimicrobiano Concentración 

A0 0 0 

A1 Bravo 720 1 % (v/v) 

A2 Mezcla de Antibióticos: 

Ampicilina, tetraciclina, 

cefotaxime 

 

100 mg L-1, 10 mg 

L-1, 10 mg L-1 

A3 A1+A2 A1+A2 

Tratamiento NaClO (% p/v) Tiempo (min) 

N1 0.6 10 

N2 0.6 15 

N3 0.6 30 

N4 0.9 15 
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sembrados en cada tratamiento. Se seleccionó el tratamiento que presentó el 

porcentaje de contaminación menor (0±1%) para la obtención de los cultivos 

asépticos.  

 

 

Figura 6. Establecimiento de cultivos asépticos (imagen tomada y modificada de Estrada Zúñiga, 2010). 
 

 

 

Planta fuente de 
explantes 

Explantes inmaduros 

Desinfestación 

Enjuagues finales en campana de 
flujo laminar 

Segmentación de 
explantes 

Siembra de explantes en 
medio de cultivo 
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5.1.2 Multiplicación de los brotes 

Una vez establecidas las condiciones de asepsia, se sembraron los explantes 

nodales en medio de cultivo basal adicionado de 6-benciladenina (BA) a distintas 

concentraciones (Tabla 4) 

 

 

 

Tabla 4. Concentraciones de BA para la inducción de brotes.  
 

BA (µM) 

0 0.44 2.22 4.44 13.32 

B0 B1 B2 B3 B4 

 

Los cultivos fueron incubados por 30 días. Los explantes nodales que presentaban 

inducción de brotes fueron transferidos a un nuevo medio de cultivo para su 

alargamiento, el cual consistió de medio de cultivo basal adicionado de ácido 

giberélico (AG3) a una concentración de 8.67 µM (1 explante nodal por frasco). Los 

cultivos fueron incubados por 30 días, tiempo en el que se determinó el número de 

brotes inducidos por explante nodal.  

 

5.1.3 Inducción de raíces 

Se removieron los brotes alargados de los nodos para su individualización. Los 

brotes fueron transferidos a medio de cultivo basal adicionado de ácido indol butírico 

(AIB) a una concentración de 2.45 µM  y fueron incubados por 30 días, tiempo en 
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que se procedió a evaluar el porcentaje de inducción de raíces de acuerdo al número 

de brotes presentando la formación de raíces con respecto al total de brotes 

sembrados.  

Las condiciones de incubación para las etapas 1-3 (establecimiento del cultivo 

aséptico, multiplicación de brotes e inducción de raíces) consistieron en: temperatura 

de 26± 2°C, bajo un fotoperiodo de 16 h luz (50 µmol m-2 s-1; luz fluorescente blanca).  

Cada tratamiento que se llevó a cabo para las etapas 1-3 consistió de 5 frascos y 3 

réplicas.   

5.1.4 Aclimatación 

Las plántulas enraizadas fueron transferidas a macetas conteniendo como sustrato 

una mezcla de peat moss y agrolita (1:1), previamente esterilizada, cuya parte 

superior fue cubierta con una bolsa de plástico transparente. Se colocaron bajo una 

lámpara de luz fluorescente blanca (50 µmol m-2 s-1) bajo un fotoperiodo de 16 h luz a 

26±2°C. La humedad relativa se disminuyó gradualmente durante un mes por medio 

de la perforación del plástico, hasta su completa eliminación. Durante dicho proceso, 

las macetas fueron irrigadas con agua destilada y con una solución de Bravo 720 al 

1% (v/v) para evitar el crecimiento de hongos. Una vez eliminada la cubierta plástica 

se procedió a transferir las plántulas al invernadero, y cuando las plántulas 

desarrollaron nuevo material vegetal se determinó el porcentaje de sobrevivencia 

(número de plántulas vivas con respecto al total de plántulas transferidas a maceta).  
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5.2 Análisis fitoquímico 

5.2.1 Procesamiento del material vegetal 

Una vez que se obtuvieron las plántulas micropropagadas, se procedió al 

procesamiento de las mismas. Este procesamiento se realizó de manera paralela con 

las plantas que se usaron como fuentes de explantes (silvestre). La parte de las 

plantas que se utilizó fueron las hojas y se utilizaron tres tipos de procesamiento: 

procesado en fresco, liofilizado, secado tradicional (a la sombra por 10 días). El tejido 

fresco fue congelado con nitrógeno líquido y macerado con un mortero para obtener 

un polvo. Una parte de este polvo se utilizó para las determinaciones en fresco y la 

otra parte para la liofilización. En cuanto al secado tradicional, las hojas se secaron a 

la sombra durante 10 días y se maceraron. A continuación se preparó el extracto 

crudo de B. cordata mezclando 0.5g de material vegetal procesado con 20 mL de 

metanol al 60% v/v. Esta mezcla se sometió a reflujo durante 2 horas a 40°C (fig. 

7A). Finalmente, los extractos se filtraron con papel filtro Whatman No. 1 y fueron 

empleados en la determinación de fenoles totales, capacidad antioxidante, 

verbáscosido y linarina (Crozier et al., 1997; Mustafa et al.,  2010). 

 

5.2.2 Determinación de compuestos fenólicos 

El contenido de compuestos fenólicos totales se determinó usando el reactivo de 

Folin–Ciocalteu mediante la técnica descrita por Singlenton y Rossi (1965). Se utilizó 

una alícuota de 1 mL del extracto crudo de B. cordata diluido 1:10 (v/v) con metanol 
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al 80% v/v. Esta dilución se mezcló con 1 mL del reactivo de Folin–Ciocalteu 

(previamente diluido con agua a 1:10 v/v) y se incubó por 1 min antes de adicionarle 

0.8 mL de carbonato de sodio 7.5% p/v. La mezcla de reacción se incubó por 1 h a 

temperatura ambiente antes de medir la absorbancia a 765 nm (fig. 7B). El contenido 

total de compuestos fenólicos se reportó como equivalentes de ácido gálico (EAG) en 

mg g−1 de tejido vegetal de B. cordata. 

5.2.3 Determinación de la capacidad antioxidante 

La determinación de la capacidad antioxidante se basó en la evaluación de la 

capacidad del extracto de B. cordata para secuestrar radicales libres de acuerdo al 

método descrito por Brand-Williams y colaboradores (1995). Se preparó una solución 

de DPPH (2,2-difenil-2-picril-hidracil) 0.1mM en metanol al 100%. La mezcla de 

reacción contuvo 50 μL del extracto vegetal de B. cordata y 950 μL de la solución de 

DPPH 0.1mM. La capacidad antioxidante fue determinada mediante el decremento 

de la absorbancia a 515 nm (fig. 7B). Los resultados se reportaron como la 

capacidad antioxidante equivalente del Trolox µM g-1 de tejido vegetal. 

 

 

5.2.4 Cuantificación de fenilpropanoides 

Se cuantificaron los fenilpropanoides verbascósido y linarina usando un equipo HPLC 

Agilent 1100 con una columna C18, fase-reversa con las siguientes dimensiones: 3.9 

x 300 mm y 10 m de diámetro interno (Waters, Milford, Mass., USA) y con un 
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detector de arreglo de fotodiodos (fig. 7C). Antes de ser inyectado, el extracto crudo 

fue filtrado con un filtro de nylon de 0.45 m. 

Se utilizó como fase móvil una mezcla de (A) ácido fosfórico 0.3% (v/v) y (B) 

acetonitrilo. Se manejó un gradiente de elución  (Tabla 5) con un flujo de 1 mL min-1. 

Se manejó una temperatura de 30°C (Mustafa et al;  2010). 

 

Tabla 5. Gradiente de elución para la determinación de los fenilpropanoides en B. cordata por HPLC.  
 

 

 

 

 

 

 

Se utilizaron estándares de los fenilpropanoides verbascósido y linarina para 

identificarlos por el tiempo de retención y cuantificarlos a través del área. La 

concentración de los fenilpropanoides en los extractos se determinó mediante la 

elaboración de curvas patrón de los estándares.  

TIEMPO (MIN) AC. FOSFÓRICO 0.3% ACETONITRILO 

0 100 0 

5 87 13 

38 78.2 21.8 

71 65 35 

75 65 35 
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Figura 7. Metodología para el análisis fitoquímico. 
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5.2.5 Análisis estadístico 

Se empleó el software estadístico NCSS (2001) para efectuar el análisis estadístico 

de los resultados obtenidos con respecto al porcentaje de contaminación, número de 

brotes inducidos, porcentaje de: inducción de raíces y sobrevivencia de plántulas. Se 

efectuó un análisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey-Kramer de 

comparación múltiple de medias, fijando a 0.05 el nivel de significancia. 
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6 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

6.1 Establecimiento cultivos asépticos 

El establecimiento de los cultivos asépticos consistió en evaluar el tiempo de 

aplicación y el efecto de los agentes antimicrobianos y antioxidantes en los explantes 

nodales. Después de una inmersión en detergente durante 15 minutos, los explantes 

fueron sumergidos en una solución de NaClO a concentración porcentual 0.6 y 0.9 

(p/v) por diferentes tiempos.  

Después de tratar con NaClO al 0.6% (p/v) durante 10 y 15 minutos, se seguía 

observando una alta contaminación de los explantes (77 y 38%, respectivamente). Al 

prolongar el tiempo de exposición durante 30 minutos, la contaminación disminuyó al 

20%, sin embargo la oxidación aumentó considerablemente (80%), después de 

haber estado alrededor de 5% en las condiciones previas. Con base en estos 

resultados, se decidió aumentar el porcentaje de NaClO a 0.9% (p/v), con una 

exposición de 15 minutos. Bajo estas condiciones, la oxidación disminuyó al 20% y la 

contaminación se mantuvo alrededor del 20% (Tabla 6).  
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Tabla 6. Efecto del tratamiento con NaClO y tiempo de inmersión sobre la asepsia y oxidación de los 
explantes nodales de B. Cordata. 

 

Tratamiento Respuesta en explantes nodales 

Solución de NaOCl 
comercial 

Tiempo (min) % contaminación % oxidación 

0.6 % 10 77± 5.98a 5±  0.31A 

0.6 % 15 38.5± 4.23b 4±  0.52B 

0.6 % 30 20± 1.62c 80± 4.67C 

0.9 % 15 22.5± 2.35c 20± 0.18D 

Cada valor es la media de tres repeticiones  desviación estándar. Valores seguidos por la misma 
letra no son diferentes de acuerdo a la comparación múltiple de Tukey ( p= 0.05). 
 

 
Con el fin de disminuir aún más la contaminación, se aplicaron diferentes 

tratamientos con agentes antimicrobianos (Tabla 7). Los resultados mostraron que la 

aplicación del fungicida Bravo 720 al 1 % (v/v) y la mezcla de antibióticos (ampicilina, 

tetraciclina, cefotaxime) disminuyeron la contaminación en un 21.3 y 9.7%, 

respectivamente con respecto al testigo (Tabla 7). Sin embargo, no se observaron 

diferencias significativas (p>0.05) entre el testigo (A0) y la mezcla de antibióticos 

(A2). Finalmente el tratamiento que incluía el fungicida Bravo 720 al 1 % (v/v) y la 

mezcla de antibióticos (tratamiento A3) disminuyó la contaminación de los explantes 

de B cordata en un 99.11 %, obteniéndose una contaminación final del  0.2%. 

Una vez establecidas las condiciones asépticas, se incubaron los explantes nodales 

por un periodo de aproximadamente 30 días para su crecimiento y con el fin de 

obtener brotes y continuar con el proceso de micropropagación. 
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Tabla 7. Efecto del tratamiento con agentes antimicrobianos sobre la asepsia de los explantes nodales de B. 
cordata. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Cada valor es la media de tres repeticiones  desviación estándar.Valores seguidos por la misma letra 
no son diferentes de acuerdo a la comparación múltiple de Tukey (p= 0.05). 
 

6.2 Multiplicación de los brotes 
 

Las citocininas son hormonas vegetales ampliamente usadas en la multiplicación de 

brotes. El tipo y la concentración utilizada son parámetros importantes para el éxito 

del cultivo in vitro. Existen dos grupos importantes de citocininas de acuerdo a la 

estructura química de su cadena lateral, las isoprenoides y las aromáticas. Estos dos 

grupos difieren en sus receptores, actividad biológica y su metabolismo. Las 

citocininas aromáticas contienen en su estructura química un grupo bencilo y son 

utilizadas con mayor frecuencia en CTV que las isoprenoides (Werbrouck et al., 

1996; Strnad et al., 1997; Van Staden et al., 2008; Csabai et al., 2011). La 

Benciladenina (BA) es una citocinina aromática que se utiliza de manera regular en 

CTV (Strnad et al., 1997). En este experimento se aplicaron diferentes 

concentraciones de BA (0, 0.44, 2.22, 4.44 y 13.32 µM) en un primer subcultivo 

(subcultivo 0) para determinar la concentración a la cual se obtenía el mayor número 

Tratamiento Agente antimicrobiano Concentración % Contaminación 

A0 0 0 22.5 ± 2.35a 

A1 Bravo 720 1 % (v/v) 17.7 ± 1.24b 

A2 

Mezcla de Antibióticos: 

Ampicilina, tetraciclina, 

cefotaxime 

100  mg L-1; 10  

mg L-1, 10  mg L-1 
20.3 ± 1.44a 

A3 A1+A2 A1+A2 0.2 ± 0.03c 
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de brotes.  Los resultados obtenidos de esta fase experimental mostraron que el 

mayor número de brotes (4.13) se obtuvo aplicando la concentración 4.44 µM de BA 

(fig. 8), mientras que a una concentración mayor (13.32 µM), la respuesta fue una 

disminución en el número de brotes, lo que pudo deberse a una inhibición por la alta 

concentración de BA. Esto puede ser explicado por el concepto de sensibilidad 

diferencial de las hormonas vegetales en las plantas, ya que las respuestas son 

tejido específicas y tienen una concentración óptima para la respuesta y muchas 

veces a una mayor concentración de hormona se inhibe el proceso en vez de 

promoverlo (Santner et al., 2009).  

Una vez establecida la concentración óptima (4.44 µM de BA), se realizó un segundo 

subcultivo (subcultivo 1), tranfiriéndose los mismos brotes obtenidos del subcultivo 0 

en todas las concentraciones utilizadas, sin embargó en el subcultivo 1 sólo se aplicó 

la concentración de BA previamente establecida como óptima (4.44 µM). En general, 

se observó un incremento en el número de brotes en todas las concentraciones 

utilizadas, sin embargo en los brotes tratados con la concentración óptima se 

observó un aumento de 7.5 veces. 

Posteriormente, se realizó un tercer subcultivo bajo las mismas condiciones 

mencionadas (subcultivo 2) y la tendencia fue la misma que la observada en los dos 

anteriores, donde el mayor incremento en el número de brotes se observó  en los 

tratados con la concentración óptima (fig. 8). El tiempo de evaluación de cada 

subcultivo fue de 30 días. 
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Figura 8. Multiplicación de los brotes de B. cordata en respuestas a distintas concentraciones de BA y después 
de 2 subcultivos  a 4.44 µM de BA. Cada valor es la media de tres repeticiones ± desviación estándar. Valores 
seguidos por la misma letra no son diferentes de acuerdo a la comparación múltiple de Tukey (p= 0.05). 
 

 

Los resultados obtenidos de esta fase experimental concuerdan con los reportados 

por diferentes  autores en la multiplicación de brotes de plantas medicinales en 

respuesta a BA (Andrade et al., 2009; Csabai et al., 2011; Khalafalla et al., 2011; 

Braga et al., 2012). Sin embargo es importante resaltar que el efecto de los RCV en 

la multiplicación de los brotes depende de la especie estudiada (por la influencia de 

la absorción del RCV, su metabolismo, su transporte dentro de la planta y su 

interacción con las citocininas endógenas y con otras hormonas endógenas). 

(Werbrouck et al., 1996; Strnad et al., 1997; Van Staden et al., 2008; Csabai et al., 

2011).   

A B C D C a a‘ b 
c 

d 

e 
b’ 

c’ 

d’ 

c’ 
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6.3 Alargamiento de los brotes 
El ácido giberélico estimula el alargamiento vegetal, la floración e interrumpe la 

latencia en semillas. Además puede interactuar con las auxinas para promover el 

alargamiento rápido y la división de tallos (Santner et al., 2009; Wang e Irving, 2011).  

Después de la multiplicación de los brotes, se aplicó ácido giberélico (AG3) 8.67 µM, 

para promover su alargamiento. El tratamiento con el AG3 provocó un aumento 

significativo de 1.62 veces en la longitud de los brotes en comparación con los brotes 

testigo  (sin RCV ) (fig. 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Alargamiento de los brotes inducidos en explantes nodales de B. cordata en respuesta a 8.67 µM de 
ácido giberélico (AG3). Cada valor es la media de tres repeticiones ± desviación estándar. Valores seguidos 
por la misma letra no son diferentes de acuerdo a la comparación múltiple de Tukey (p= 0.05). 

 

 

Además se observó una inducción de raíces en los brotes alargados (fig. 10). Sin 

embargo, estos resultados podrían deberse a los niveles endógenos de auxinas 

presentes (Zuzarte et al., 2010), ya que no existe evidencia en la literatura de la 

inducción de raíces con el uso de AG3. No se observaron diferencias significativas 

A 

B 

AG3 8.67 µM 
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(p>0.05) con respecto a la inducción de raíces entre los brotes tratados con AG3 y los 

brotes testigo (sin RCV) después de 30 días de tratamiento (fig. 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Inducción de raíces en brotes de B. cordata tratados con ácido giberélico (AG3). Cada valor es la 
media de tres repeticiones ± desviación estándar. Valores seguidos por la misma letra no son diferentes de 
acuerdo a la comparación múltiple de Tukey (p= 0.05). 

 

 
 
 

6.4 Inducción de raíces 

Las auxinas regulan un gran número de procesos biológicos: división y expansión 

celular, flujo de iones, iniciación de raíces, foto y geotropismos, dominancia apical 

etc. (Santner et al., 2009; Wang e Irving, 2011). En la micropropagación se hace uso 

de las auxinas para la inducción de raíces, que es un paso importante en el éxito del 

establecimiento de las plántulas, ya que no se pueden transferir a otro sustrato sin la 

presencia de éstas (Gonçalves y Romano, 2012). Los brotes tratados con AIB 2.45 

µM mostraron un incremento de 1.4 veces en la inducción de raíces (89%) con 

respecto a los brotes testigo (62%) (fig. 11). De igual manera, se observó un 

A 

A 

B 

B 

C C 

AG3 8.67 µM 
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incremento de 3.3 veces en el número de raíces en los brotes tratados con AIB en 

comparación al observado en los brotes testigo (fig. 11). Estos resultados 

concuerdan con los obtenidos por varios autores donde la aplicación de 

concentraciones similares de AIB promovieron la inducción y número de raíces en 

CTV de plantas medicinales tales como Lavandula vera DC y Boscia senegalensis, 

(Andrade et al., 1999; Khalafalla et al., 2011). Por otra parte, existen reportes de 

trabajos de micropropagación en plantas medicinales, en los cuales no se aplican 

auxinas exógenas para la inducción de raíces y el porcentaje de inducción obtenido 

fue de entre el 70 y 100% (Calvo y Segura 1989; Sagare et al. 2001;  Zuzarte et al., 

2010).  Sin embargo en el caso específico de B cordata en ensayos preliminares, se 

observó que era necesario adicionar al medio de cultivo auxinas exógenas para 

incrementar el porcentaje de inducción de raíces hasta en un 89%, garantizando así 

el éxito de la plántula.  
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Figura 11. Inducción de raíces en los brotes de B. cordata tratados con ácido indol butírico (AIB) 2.45 µM. 
Cada valor es la media de tres repeticiones ± desviación estándar. Valores seguidos por la misma letra no son 
diferentes de acuerdo a la comparación múltiple de Tukey (p= 0.05). 

 

 

6.5 Aclimatación  

Después de la obtención de las raíces, las plántulas fueron transferidas a macetas y 

llevadas al invernadero para su aclimatación. Después de 45 días y tras haber 

desarrollado nuevo material vegetal, se obtuvo un porcentaje de sobrevivencia del 

91.7 ± 11.8.  

6.6 Compuestos fenólicos 

La función de los antioxidantes naturales y su contenido de compuestos fenólicos en 

los alimentos y sistemas biológicos han recibido mucha atención durante los últimos 

años. Las frutas, hortalizas y las plantas medicinales tienen un papel significativo en 

la dieta humana brindando protección contra el daño celular causado por la 
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exposición a altos niveles de radicales libres. Estos beneficios a la salud se atribuyen 

al hecho de que los alimentos proveen una mezcla óptima de antioxidantes tales 

como compuestos fenólicos, vitaminas C y E, carotenoides y carbohidratos 

complejos. Los compuestos fenólicos han sido asociados con la prevención de 

enfermedades como cardiovasculares, cáncer e inflamación que se piensa son 

inducidas por estrés oxidativo (Tezcan et al., 2009;  Fernández-López et al., 2010; 

Kim et al., 2011; Ruikar et al.,  2011; Vanzani  et al., 2011; Barrett y Lloyd, 2012). 

Se observó un aumento significativo (p<0.05) en el contenido de los fenoles totales 

en los extractos de hojas provenientes de la planta fuente de explantes liofilizadas y 

con secado tradicional de 2.46 y 2.44 veces, respectivamente con respecto a las 

muestras procesadas en fresco. No se observaron diferencias significativas (p>0.05) 

entre las muestras liofilizadas y con secado tradicional (fig. 12). En este sentido, 

diversos autores han reportado que durante el proceso de secado, existen cambios 

enzimáticos y no enzimáticos que pueden modificar el contenido de los compuestos 

fenólicos (Nindo et al., 2003; Arcan y Yemenicioglu 2009). Sin embargo, es 

importante considerar que las muestras procesadas en fresco de B. cordata 

presentaron un 75% más de humedad en comparación con las muestras liofilizadas y 

con secado tradicional, por lo que el incremento observado en estas muestras sería 

equivalente a la cantidad de agua perdida durante el procesamiento.  
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Figura 12. Contenido de fenólicos totales en extractos de hojas de B. cordata provenientes de la planta fuente 
de explantes. Cada valor es la media de tres repeticiones ± desviación estándar. Valores seguidos por la 
misma letra no son diferentes de acuerdo a la comparación múltiple de Tukey (p= 0.05). 

 
 

En los extractos de hoja provenientes de las plántulas micropropagadas se observó 

la misma tendencia que en la planta fuente de explantes. Observándose un 

incremento de 4.18 y 4.77 en los niveles de compuestos fenólicos en los extractos 

provenientes de las plántulas micropropagadas liofilizadas y con secado tradicional, 

respectivamente en comparación con las muestras procesadas en fresco de B. 

cordata. Este incremento puede ser explicado por la pérdida de agua en las muestras 

liofilizadas y con secado tradicional. Es importante señalar que el porcentaje de 

humedad en las muestras micropropagadas fue de 90% (de 1g de tejido fresco se 

obtuvo 0.1g de tejido seco o liofilizado), superior al observado en las muestras 

frescas obtenidas de las plantas silvestres. No se observaron diferencias 

significativas (p>0.05) entre las muestras liofilizadas y con secado tradicional (fig. 

13).  
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Figura 13. Contenido de fenólicos totales en extractos de hojas provenientes de las plántulas 
micropropagadas de B. cordata. Cada valor es la media de tres repeticiones ± desviación estándar. Valores 
seguidos por la misma letra no son diferentes de acuerdo a la comparación múltiple de Tukey (p= 0.05). 

 

 

6.7 Capacidad antioxidante 

En la actualidad, se han desarrollado muchos métodos para cuantificar la capacidad 

antioxidante total, basados en diferentes mecanismos de reacción tal como 1,1-

difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox (TEAC), 

Capacidad de Absorción de Radicales de Oxígeno (ORAC) y Poder Antioxidante de 

Reducción del Ión Férrico (FRAP). El ensayo de DPPH es un método simple y 

confiable para determinar la capacidad antioxidante en extractos vegetales. 

Al igual que el caso de los compuestos fenólicos totales, se observó un aumento 

significativo (p<0.05) en la capacidad antioxidante en los extractos de hojas 

provenientes de la planta fuente de explantes liofilizadas y con secado tradicional 
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(3.02 y 2.68 veces, respectivamente) en comparación con las muestras procesadas 

en fresco.  Estos resultados coinciden con los reportados por diversos autores, ya 

que existe una correlación entre los compuestos fenólicos y la capacidad 

antioxidante (Tosun et al., 2009; Carlsen et al., 2010). Sin embargo, a diferencia de 

los resultados observados en los niveles de compuestos fenólicos, se observaron 

diferencias significativas (p<0.05) en la capacidad antioxidante entre las muestras 

liofilizadas y con secado tradicional provenientes de la planta fuente de explantes. 

Las muestras con secado tradicional disminuyeron de 1.13 veces con respecto a las 

muestras liofilizadas (fig 14). Estos resultados se podrían explicar tomando en cuenta 

que la capacidad antioxidante depende de diferentes moléculas, incluidas las 

enzimas y que el proceso de secado tradicional pudiera tener un efecto negativo en 

la capacidad antioxidante determinada. En este sentido, se ha reportado que durante 

el proceso de secado, existen cambios enzimáticos y no enzimáticos que pueden 

modificar el contenido de compuestos fenólicos y por lo tanto modificar su capacidad 

antioxidante (Nindo et al., 2003; Arcan y Yemenicioglu 2009).  
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Figura 14. Capacidad antioxidante en extractos de hojas provenientes de la planta fuente de explantes de B. 
cordata. Cada valor es la media de tres repeticiones ± desviación estándar. Valores seguidos por la misma 
letra no son diferentes de acuerdo a la comparación múltiple de Tukey (p= 0.05).  

 

En el caso de las plántulas micropropagadas, se observó la misma tendencia que la 

observada en los extractos de hojas provenientes de la planta fuente de explantes. 

Observándose un incremento significativo (p<0.05) en las muestras liofilizadas y con 

secado tradicional con respecto a la muestra procesada en fresco (8.5 y 9.3 veces, 

respectivamente). No se observaron diferencias significativas (p>0.05) entre las 

muestras liofilizadas y con secado tradicional provenientes de las plántulas 

micropropagadas (fig. 15).  
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Figura 15. Capacidad antioxidante en extractos de hojas provenientes de las plántulas micropropagadas de B. 
cordata. Cada valor es la media de tres repeticiones ± desviación estándar. Valores seguidos por la misma 
letra no son diferentes de acuerdo a la comparación múltiple de Tukey (p= 0.05).  

 

 

6.8 Fenilpropanoides 

El verbascósido y la linarina son dos de los principales metabolitos secundarios a los 

que se les atribuyen las propiedades medicinales de la planta B. cordata (Estrada-

Zúniga et al., 2009).  El mayor contenido de verbascósido (0.41 mg g-1 de tejido) se 

observó en los extractos de hoja de B. cordata provenientes la planta fuente de 

explantes con secado tradicional en comparación con las muestras procesadas en 

fresco y liofilizadas (fig. 16). No se observaron diferencias significativas (p>0.05) en 

el contenido del verbascósido entre las muestras procesadas en fresco y liofilizadas.  

Con respecto al contenido de linarina, se observaron diferencias significativas entre 

los tres tipos de procesamiento (muestras procesadas en fresco, liofilizadas y con 

secado tradicional). El mayor contenido de linarina (0.23 mg g-1 de tejido) se observó 
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en las muestras procesadas en fresco en comparación con las muestras liofilizadas y 

con secado tradicional (fig. 16). El contenido de linarina en las muestras procesadas 

en fresco fue 11.5 y 5.7 veces más, en comparación con las muestras liofilizadas y 

con secado tradicional respectivamente (fig. 16).   

 

Figura 16. Concentraciones de verbascósido y linarina en extractos de hojas provenientes de  la planta fuente 
de explantes de B. cordata. Cada valor es la media de tres repeticiones ± desviación estándar. Valores 
seguidos por la misma letra no son diferentes de acuerdo a la comparación múltiple de Tukey (p= 0.05).  

 

El contenido del verbascósido en las muestras provenientes de las plántulas 

micropropagadas (fig. 17) mostraron que el mayor contenido del verbascósido se 

observó en las muestras procesadas (liofilizadas y con secado tradicional, 0.024 y 

0.027 mg g-1 tejido, respectivamente) en comparación con las muestras procesadas 

en fresco. No se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre las muestras 

liofilizadas y con secado tradicional. Con respecto al contenido de la linarina, no se 

observaron diferencias significativas (p<0.05) entre las muestras procesadas en 

fresco, liofilizadas y con secado tradicional (fig. 17).  
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De la misma manera como se observó en los compuestos fenólicos y la capacidad 

antioxidante, el mayor contenido con respecto a los fenilpropanoides (verbascósido y 

linarina) se encontró en los extractos de hojas provenientes de la planta fuente de 

explantes (fig. 16).  

A diferencia del comportamiento de todos los metabolitos estudiados en este trabajo, 

la linarina no presentó un aumento en las muestras liofilizadas y con secado 

tradicional tanto en los extractos de hojas provenientes de la planta fuente de 

explantes como en los extractos de hojas provenientes de las plántulas 

micropropagadas (fig. 16 y 17). Las plántulas micropropagadas produjeron los 

fitoquimicos verbascósido y linarina aunque en menor proporción que los niveles 

obtenidos en la planta fuente de explantes. Estos resultados pudieran ser atribuidos 

a la edad de las plántulas micropropagadas utilizadas (6 meses). En este sentido, 

Nicasio-Torres et al., (2009) reportaron que los niveles de metabolitos secundarios 

(ácido clorogénico e iso-orientina) obtenidos en plantas micropropagadas de 

Cecropia obtusifolia y C. peltata fueron similares que los observados en la planta 

fuente de explantes solo después de 12 meses. Además algunos autores han 

sugerido el uso de diferentes tipos de estrés biótico y abiótico, con el fin de 

incrementar metabolitos secundarios de interes comercial (Oksman-Caldentey e Inze 

2004; Nezbedova et al. 1999; Skrzypek y Wysokinska 1999). Por lo que resultaría 

interesante evaluar el efecto de estos, en plántulas micropropagadas de B. cordata. 
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Figura 17. Concentraciones de verbascósido y linarina en extractos de hojas provenientes de las plántulas 
micropropagadas de B. cordata. Cada valor es la media de tres repeticiones ± desviación estándar. Valores 
seguidos por la misma letra no son diferentes de acuerdo a la comparación múltiple de Tukey (p= 0.05).  
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7 CONCLUSIONES  

Con los resultados obtenidos se logró el establecimiento del cultivo aséptico de los 

explantes reduciendo la oxidación (20 %) y eliminando la contaminación (0.2%). La 

adición de RCV permitió establecer la micropropagación de B. Cordata encontrando 

que: a) la concentración 4.44 µM de BA promovió el mayor número de brotes (4.13), 

b) la aplicación de  4.44 µM de BA en los subcultivos 1 y 2 incrementó  7.5 y 12.8 

veces más la inducción de estos brotes, c) AG3 tuvo un efecto sobre el alargamiento 

de los brotes, incrementando su longitud a 1.62 veces,  d) AIB tuvo efecto sobre la 

inducción de raíces (89%), en comparación con los brotes testigo (62%), e) 

finalmente se obtuvo un 91.7% de sobrevivencia de las plántulas micropropagadas 

aclimatadas. La manera de procesar las muestras tanto en la planta fuente de 

explantes como en las plántulas micropropagadas modificó la cantidad de 

fotoquímicos (compuestos fenólicos totales, contenido de verbascósido y linarina) 

presentes y los análisis, derivados de estos (capacidad antioxidante) siendo mayor 

cuando el material vegetal fue liofilizado o con secado tradicional. Con  excepción del 

contenido de linarina tanto los extractos de hojas provenientes la planta fuente de 

explantes como en los extractos de hojas provenientes de las plántulas 

micropropagadas, donde no se observaron diferencias significativas entre los tres 

procesos evaluados. Las plántulas obtenidas por micropropagación mantuvieron la 

capacidad de sintetizar los fenilpropanoides, asociados a la capacidad medicinal de 

la planta.  
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