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RESUMEN

Loeselia mexicana comiUnmente conocida como "espinosilla”, es utilizada con fines
medicinales para tratar desdrdenes gastrointestinales, nervios, ansiedad, rubeola,
sarampion, varicela, fiebre pueril, tos y ronquera, entre otros padecimientos; ademas
tiene aplicacion en productos de uso personal como jabon y champu para el control de
caspa y la caida de cabello. Por tales motivos, es una planta con importancia comercial
y que debido a la sobreexplotacion y a que no existen cultivos comerciales puede estar
a corto o largo plazo en peligro de extincién. Se colectaron tallos jovenes de plantas
ubicadas en el cerro "El Teuhtli". Para su cultivo in vitro, se utilizO medio MS,
suplementado con combinaciones de reguladores de crecimiento vegetal: cinetina y
acido 2,4-diclorofenoxiacético (KIN + 2,4-D), acido naftalenacético y acido 2,4-
diclorofenoxiacético (ANA + 2,4-D) y bencilaminopurina y acido naftalenacético (BAP
+ANA); se agreg6 una mezcla antioxidante de acido ascérbico y acido citrico (1 mg L*
cada uno) mas fungicida previo a la desinfeccién y se hicieron medios con y sin carbén
activado. Se calcul6 el promedio de la contaminacion por esqueje y del callo. Se
trabajaron 25 callos resembrandolos en medio fresco. Se realizaron dos resiembras
cada dos meses, en la primera se obtuvieron 39 frascos con callo, en la segunda
resiembra quedaron 25 frascos con callo. El material conservado se resembr6 en medio
de cultivo MS con combinaciones de KIN + ANA. Para los esquejes, el medio de cultivo
usado fue sin carbén activado, con la combinaciéon KIN 2 mg L'y 2,4-D 1 mg L™y con
fungicida previo a la toma de muestra y antes de la siembra fue la que dio la mejor
respuesta. Los tiempos de desinfeccion y la concentracion de los reactivos que no
dafaron los esquejes fueron: jabén 10 min, hipoclorito de sodio 0.6% 10 min, etanol 5
min y fungicida. Los esquejes produjeron callo sin carbén activado adicionado al medio
y en los callos resembrados aumento el peso fresco de la biomasa.







|. INTRODUCCION

Loeselia mexicana (Lam.) Brand, es una planta angiosperma que pertenece a la
familia Polemoniaceae, se caracteriza por ser de tipo arbustivo y de crecer como
vegetacion secundaria en lugares con bosque de pino-encino y en zonas que
fueron perturbadas. Se encuentra distribuida desde el territorio sur de Estados
Unidos, hasta el sur de la Republica Mexicana. Esta especie comunmente
conocida como "espinosilla”, es utilizada con fines medicinales (Rojas et al.,
1999; Pérez et al.,, 2005) y se emplea en las fiebres puerperales, contra
disenteria, bilis, dolor e inflamacion del estémago, tifoidea, bronquitis, gripe,
ronqueray tos. Por via de administracion topica, se aplica contra la caspa y caida
del pelo, rubéola, sarampién y varicela. El cocimiento de las ramas y flor se utiliza
en afecciones renales, como diurético y purgante. También se emplea como una

especie de jabon para la limpieza (CONABIO, 2016).

El uso y manejo de la espinosilla como remedio casero para tratar diferentes
enfermedades, puede resultar en la disminucion de las poblaciones silvestres de
L. mexicana. El cultivo in vitro de tejidos y células vegetales, es una herramienta
muy importante en aspectos relacionados con la recuperacion de especies y su
propagacion. También ayuda a establecer una herramienta para estandarizar las
caracteristicas que permitan usar comercialmente a esta especie sin necesidad

de intervenir o alterar su poblacion silvestre.

Los reguladores de crecimiento vegetal o fitoreguladores, juegan un papel
importante en las técnicas de cultivo in vitro, ya que son estos los que pueden

acelerar los procesos de desdiferenciacion o rediferenciacion de ciertas células




totipotenciales, sobre todo en meristemos. Las hormonas y reguladores del
crecimiento vegetal que se han descrito son las auxinas, las giberelinas, las

citocininas, el etileno y el acido abscisico. (Stewart, 2008).

IIl. REVISION DE LA LITERATURA

2.1 AUXINAS

Las auxinas, cuyo significado en griego es 'crecer' son un grupo de hormonas
vegetales naturales que regulan muchos aspectos del desarrollo y crecimiento
de plantas, que estimulan la elongacién. La forma predominante en las plantas
son el acido indolacético (IAA), el acido 4-cloro-indolacético (4-Cl 1AA), acido

fenilacético (PAA), acido indol butirico (IBA) y el acido indol propidnico.

Aunque las auxinas se encuentran en toda la planta, las mas altas
concentraciones se localizan en las regiones meristematicas en crecimiento
activo y estan implicadas en la regulacion de un namero de procesos fisiologicos

(Taiz y Zeiger, 2010):

Promueven el crecimiento y diferenciacion celular, y por lo tanto en el

crecimiento en longitud de la planta,
« Estimulan el crecimiento y maduracién de frutas,
« floracion,
e senectud,
e geotropismo,
« Retardan la caida de hojas, flores y frutos jovenes

e dominancia apical

Efectos en cultivo in vitro



http://www.efn.unc.edu.ar/departamentos/biologia/intrbiol/auxinas.htm#Meristemas
http://www.efn.unc.edu.ar/departamentos/biologia/intrbiol/auxinas.htm#Senecencia

e Estimulan el enraizamiento in vitro
e Permiten la elongacion de la célula:

e Promueven la sintesis de etileno

2.2 CITOCININAS

Las citocininas son hormonas vegetales naturales que estimulan la division
celular en tejidos no meristematicos. Inicialmente fueron llamadas quininas, sin
embargo, debido al uso anterior del expresioén para un grupo de compuestos en

la fisiologia animal, se adaptdé el término citocinina (citocinesis o division celular).

Las citocininas extraidas en plantas son la zeatina (ZEA), la dihidrozeatina y la
isopentenil adenina (IPA); la cinetina (KIN), la bencilaminopurina (BAP), y la

citocinina tidiazurén (TDZ), se han sintetizado de manera artificial.

Los efectos generales de las citocininas en plantas incluyen:

« estimulaciéon de la germinacién de semillas

« estimulacién de la formacion de frutas sin semillas
e ruptura del letargo de semillas

o mejora de la floracién

« alteracién en el crecimiento de frutos

e ruptura de la dominancia apical.

e induccion de la formacion de brotes

Efectos en cultivo in vitro (Salisbury y Ross, 1992):
e Promueven la division celular

e Promueven a formacion de 6rganos



http://www.efn.unc.edu.ar/departamentos/biologia/intrbiol/auxinas.htm#cytokinins

2.3 EFECTO IN VITRO DE AUXINAS Y CITOCININAS EN CONJUNTO
En cultivo in vitro, la combinacion de reguladores de crecimiento vegetal mas
utilizada es ANA y BAP; también han sido efectivas las auxinas, tales como IBA

y 2,4-D, y las citocininas como 2iP, KIN, ZEAy TDZ (Levitus et al., 2010).

En equilibrio, las dos hormonas pueden producir raices y yemas, por lo tanto,
una plantita incipiente. Alterando ligeramente las concentraciones relativas de
auxina y citocinina se puede modificar el desarrollo de las células indiferenciadas

de los cultivos de tejidos.

Una concentracion mas o menos igual de las dos hormonas, hace que las células
sigan indiferenciadas, formando masas de tejido llamadas callos.
Cuando la concentracion de auxina es superior, el tejido indiferenciado organiza

raices y con una concentracion superior de citocinina, se forman yemas.




IIl. JUSTIFICACION

En Quminet.com (2016 « Quiminethttp://www.quiminet.com/productos/loeselia-
mexicana-38186208503/ofertas.htm), se menciona que existen 15 proveedores
de L. mexicana. En el 2015 el precio por pieza fue de $300.00, no se indica a
que se refiere el término “pieza”; solo dos de estas empresas ofrecen la planta,
no se dice si la cultivan y las otras compafnias no mencionan qué ofrecen como
producto. Lo anterior hace pensar que la planta se colecta silvestre de las
comunidades donde crece de forma natural y que puede haber una
sobreexplotacion que llevara a las comunidades vegetales a disminuir y llegar a

estar en los listados de amenazada.

Una de las ventajas del cultivo in vitro, radica en que es un proceso que no
requiere de nuevo material biolégico de campo cuando ya se tienen tejido u
organos bajo reproduccion continua, por lo que el cultivo de tejidos vegetales es
una herramienta que se puede aplicar como alternativa de conservacion (Guillén
et al., 2015). Aguirre (2016), logré producir callos y raices a partir de tallos
usando las concentraciones de cinetina 3, 5y 7 mg L', en combinacion con ANA
a una concentracion de 3 mg L', con cinco replicas por cada combinacién. El
variar las concentraciones de los fitoreguladores utilizadas por Aguirre (2016),
podria ser util para obtener brotes y regenerar plantas a partir de callo, ademas
de probar otras combinaciones y concentraciones para promover la formacion

de brotes a partir de tallo.




IV. HIPOTESIS

Las proporciones en las combinaciones de auxinas/citocininas provocaran
diferentes respuestas en un tejido o callo, si se combinan ANAy KIN en distintas
concentraciones, se podran obtener respuestas como obtencién de brotes o

raices aplicadas a callo y esquejes de tallo.




V. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Inducir la formacién de brotes de Loeselia mexicana a partir de tallos o callos

obtenidos in vitro.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Promover diferenciacion para regenerar plantas a partir de callo obtenido

in vitro, con KIN y ANA en diferentes concentraciones.

e Promover el desarrollo de brotes en meristemos laterales de tallo de la
planta de L. mexicana agregando KIN con 2,4-D y BAP con ANA en

diferentes concentraciones.

e Promover la formacion de raiz en los brotes obtenidos del tallo o callo con

AIB o AlA.




VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 MATERIAL VEGETAL
Se colectaron tallos jovenes de plantas ubicadas en el cerro "El Teuhtli", San

Gregorio, Delegacién Xochimilco, en la Ciudad de México. Las coordenadas son:

19°13'44" Ny 99° 2' 55" S

6.2 PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO (Para yemas laterales)

Se utilizd medio MS sélido (Murashige y Skoog, 1962). Con las siguientes
combinaciones de reguladores del crecimiento vegetal: KIN con 2,4-D o ANA 'y
BAP con 2,4-D o ANA; se les agregé acido ascoérbico y acido citrico (1 mg L

cada uno) como una mezcla antioxidante.

Las concentraciones de KIN y BAP usadas fueron 1, 2, 3,4 0 5 mg L. Para las
auxinas ANA y 2,4-D de se ocuparon las concentraciones 1, 2 o 3 mg L', con

cinco replicas por cada combinacion.

Se agregd 30 g L' de sacarosa, el pH se ajusté a 5.8 y se afiadio Phytagel al
0.4 % se calentd hasta disolver el gelificante, en algunos medios se agrego
carbon activado al 2%; se vertieron 30 mL del medio de cultivo en frascos de100
mL y se esteriliz6 en autoclave a 1.2 atm por 20 min junto con materiales de

diseccion requeridos para la siembra.

Para desinfectar los esquejes se utilizaron diferentes tiempos de lavado, con

fungicida comercial (CAPTAN) al 1% en peso, con jabén comercial liquido al 1%,




etanol al 70% e hipoclorito de sodio al 0.6% (Cloralex al 10%) con enjuagues con

agua destilada esterilizada entre ellos.

Se sembraron dos esquejes por frasco con treinta repeticiones. Se incubaron en
una camara de crecimiento a 25 °C de temperatura y fotoperiodo de 8 h luz al
dia.

Debido al tiempo que se lleva la siembra para cada una de las combinaciones,

se realizé una siembra por combinacidn con todas las concentraciones.

En la siembra 6, se colecté en campo la planta completa, aclimatandola, y 36 h

antes del corte de los tallos se agregé a la tierra y hojas Captan 20 g L.

6.3 PROLIFERACION DE CALLO

Se contd con callos previamente obtenidos por Aguirre (2016), que se
resembraron en medio de cultivo MS con KIN 5 mg L'y ANA 3 mg L' y carbdn
activado al 2% para mantener y aumentar la masa fresca del callo y se repitid la
resiembra cada dos meses para incrementar la biomasa. El material conservado

se resembro en combinaciones de KIN y ANA de acuerdo con la tabla 1:

Tabla 1 Combinaciones para callo KIN y ANA en mg L1

KIN 5 6 7 5 5

ANA 3 3 3 1 0

Se revisaron los cultivos in vitro cada tercer dia para detectar la posibilidad de
contaminacion o bien, las respuestas a los reguladores del crecimiento vegetal
tal como la aparicion de brotes o raiz, asi como el aumento del peso fresco del

callo.




VII. RESULTADOS

7.1 PROLIFERACION DE CALLO

Se resembraron 25 callos en medio de cultivo fresco (Fig. 1). Se realizaron dos
resiembras cada dos meses de las cuales se obtuvieron 39 callos, de la segunda
resiembra se obtuvieron 25 callos, los demas se descartaron al presentar

oxidacion.

Figura 1 Callo de L. mexicana (proveniente de resiembra)




Segunda resiembra: cinco callos por tratamiento. Los resultados se presentan

en la tabla 2

Tabla 2 Tratamientos con diferentes concentraciones KIN/ANA mg Lt

KIN : ANA OBSERVACIONES
5:3 Se observd un aumento de biomasa y un tono
café. Se contaminé un frasco (hongo)
6:3 No hubo aumento de biomasa
Se contaminaron dos frascos (hongo)
7:3 No hubo aumento de biomasa
Se contaminaron dos frascos (hongo)
5:1 No hubo aumento de biomasa
Se contamind un frasco (hongo)
5:0 No hubo aumento de biomasa

Se contamind un frasco (hongo)

7.2 ESQUEJES

TRATAMIENTOS PARA LA DESINFESTACION

De los 150 esquejes que se sometieron a la desinfestacion, se registro la

contaminacion cada tres o cinco semanas segun la sobrevivencia, los resultados

se muestran en la tabla 3 (contaminados, sobrevivientes y oxidados).

Tabla 3 (%) Respuesta en los esquejes por tiempo de desinfeccion

Et %
. oH, | NaClo | coNTAMINACION % | 9 total %
Tratamient NacCl ! Desecacio mortalida | Explante

o EtOH, | Seman | Seman n del P!

0 ; d S vivos

. min a3 ab explante

min
1 10,5 2769 | 384 56.92 95.02 4.68
2 10,5 73.33 88.66 11.33 99.99 0.01
3 510 1 8o 0 16 96 4
4 10,10 73.33 0 26.66 99.99 0.01




En la tabla 3 puede observarse que los explantes cultivados con los tratamientos
1y 2 se desinfestaron con los mismos tiempos de hipoclorito de sodio al 0.6% y
etanol al 70%, de estos explantes después de cinco semanas debido a la alta
contaminacion observada y muerte por desecacion se tuvo una sobrevivencia
del 4.68%. En la segunda siembra la contaminacion fue mas agresiva, sin

embargo, sobrevivieron hasta la quinta semana.

En el tratamiento tres se modificd el orden de lavado y hubo una sobrevivencia
de 4% en la semana tres, de estos con la combinacion KIN/2,4-D se obtuvo el
1.3% de callo con los siguientes tratamientos: KIN 1 mg L con 2,4-D 2 mg L”,
KIN2mgL'con2,4-D1mgL'yKIN1mgL"'con24-D1mgL"'. Despuésde la
semana tres no hubo sobrevivencia de los esquejes ya que llegoé al 96%de
mortalidad.

En el tratamiento 4 se aumenté el tiempo con NaClO, no se obtuvo respuesta del
esqueje, el porcentaje de mortalidad en la semana 3 fue de 99.99% debido a lo

agresivo del proceso de desinfeccion.

Figura 2 Callo obtenido de la combinacion KIN 1 mgL /2,4-D 2mgL™* en la semana dos. Microscopio estereoscdpico.




7.3 TRATAMIENTOS CON Y SIN CARBON ACTIVADO

El tratamiento 1, con la combinaciéon KIN 2 mg L'y 2,4-D 1 mg L™ fue el que tuvo
la mejor respuesta en las siembras anteriores (tabla 3); se decidié tomar este
orden y tiempos de lavados para las siguientes siembras. Ademas, se agregd
fungicida previo a la desinfestacion, los medios de cultivo se prepararon con o
sin carbon activado. Se calculd el porcentaje de la contaminacion por esqueje y

produccion del callo (Tabla 4).

En los tratamientos de la tabla 4, los medios de cultivo se prepararon con y sin
carbdn activado; el tratamiento 5 se elaboro sin carbon activado y la planta madre

estuvo en condiciones de invernadero.

Figura 3 Esqueje con respuesta en la combinacion KIN 2 mg L2con 2,4-D 1 mg L%, sin carbdn activado en la semana 4




Tabla 4 Tratamientos realizados con CA, con y sin fungicida.

%

%

Carbon % %
Tratamiento | Semana contaminacion Muerte
activado callo Vivos
total
1 6 + 36.66 100 0 0
2 6 + 45 100 0 0
3 6 + 43.33 80 0 20
6 + 58.33 100 0 0
4
6 - 40 81.67 | 18.33 | 18.33
5 5 - 51.66 80 18.33 20

Siembras en color oro: con fungicida.

Los tratamientos del 3 al 5 (tabla 4) con y sin carbén activado en el medio de

cultivo fueron tratados con fungicida en el explante. La mortalidad de los

explantes fue menor en la siembra 3, por lo cual se decidié tratar los esquejes

con Captan al 10%. La contaminacion se redujo y se pudo obtener callo con el

18.33% de los explantes. En el tratamiento 5, se trat6 a la planta con Captan al

20% en el riego 3 dias antes de cortar los esquejes y ademas a estos mismos

se les dio el tratamiento con el fungicida de la misma forma que en la siembra 4.

La contaminacion por hongo se erradicd pero se presentd contaminaciéon por

bacterias, sin embargo se obtuvo la misma cantidad de respuesta y mayor

numero de esquejes Vivos.




VIIl. DISCUSION

La contaminacion mas frecuente cuando se tienen plantas madre silvestres para
los explantes es la presencia de hongos. Los hongos comunmente estan
asociados con las plantas silvestres sin ser patdogenos, habitualmente pueden
estar formando micorrizas y su presencia se extiende desde el suelo al interior
de la planta y puede ser hasta estructuras distales (Camargo-Ricalde, et al.
2012). Dado lo anterior, si hay presencia de hongo en el tejido tomado como
explante, éste desarrollara mas rapido que la respuesta que pueda dar el
explante mismo, asi se requiere de realizar no solo una desinfestacion sino una
verdadera desinfeccion, de tal forma que se elimine la contaminacion y se dafe

lo menos posible al explante para que pueda dar una respuesta al cultivo in vitro.

Al comparar los tiempos de lavado en la tabla 3 en cada siembra, se observo
que la contaminacion no disminuyd con mayor tiempo de exposicién al NaCIO y
provocé la mortandad de los esquejes. En los tratamientos 1y 2, con los mismos
tiempos y orden de los desinfectantes, se presentd contaminacion y baja
sobrevivencia sin respuesta de los esquejes. En los tratamientos 3 y 4 se
invirtieron el orden de los desinfectantes y se usaron dos tiempos con NaClO,
obteniendo alto porcentaje de contaminacion y los explantes no sobrevivieron
después de la semana 3, probablemente por la accion oxidante y corrosiva del

NaClO como primer reactivo.




Al analizar el porcentaje de mortalidad no se observa diferencia entre los cuatro
tratamientos pero debido a que el tiempo de vida fue mayor en las dos primeras,
se opto por dejar los tiempos y el orden de desinfectantes de las siembras 1y 2
para los posteriores experimentos y se prefirid sembrar en un medio con carbén

activado para evitar la oxidacion.

Se hicieron repeticiones con la combinacion KIN 2 mgL-'/2,4-D 1 mgL™" que fue
la que produjo una respuesta positiva y con el tiempo de lavado donde se registré

la mayor sobrevivencia y que fue la menos agresiva para el esqueje.

Los callos obtenidos a partir de esquejes en el tratamiento 3, se resembraron en
la misma combinacion ya que ésta generé mayor cantidad de biomasa para
poder utilizarlo con diferentes reguladores del crecimiento vegetal que pudieran

inducir al brote.

Debido a la prevalencia de contaminacion, se utilizé el fungicida (CAPTAN) para
disminuirla y tratar de erradicarla a partir de la tercera siembra, de tal forma que
esto implica una desinfeccién. En la tabla 4, se observa que la contaminacion
disminuye hasta un 51.66% al mantener la planta en condiciones de invernadero

y tratada con Captan.

En los tratamientos sin carbon activado se observo callo, como en el trabajo de
Aguirre (2016), se ensayaron dos siembras sin carbon activado y se les agrego
una mezcla antioxidante (acido citrico y acido ascoérbico) con la cual se observo

que en tratamiento 4 y 5 (tabla 4) se obtuvo 18.3 % de callo y 20 % de




sobrevivencia respectivamente.

En la siembra 5, se logro la erradicar el crecimiento de hongos en los cultivos,
sin embargo, hubo presencia de bacterias, puede ser que éstas estuvieran
presentes en el tejido pero se desarrollaron debido al aumento de temperatura
(38 °C) en la camara de crecimiento provocada por un desajuste en el aire

acondicionado. Se aconseja agregar algun antibiético en el medio de cultivo.

Comparando los resultados de este trabajo con los de Aguirre (2016), unico que
se conoce hasta el momento para el género Loeselia, se confirmd que los
tiempos de desinfeccion menos agresivos para el esqueje fueron los mismos que
los nuestros; utilizar el fungicida y adicionar la mezcla de antioxidantes al medio
de cultivo permiti6 aumentar la biomasa del callo, controlar la contaminacion de

los esquejes y la coloracion vy friabilidad de los callos.




IX. CONCLUSIONES

El tratamiento con la combinacion y las concentraciones de los reguladores del
tratamiento vegetal de KIN 5mgL-' + ANA 3 mg L' fue la que logré la mayor

produccion de biomasa de callo en fresco.

El tratamiento mas favorable para que en el material biolégico disminuyera la
contaminacion y la oxidacion fue cuando se utilizaron las condiciones de
concentracion de los reactivos en un tiempo determinado de: jabén 4 gotas por
litro durante 10 min, hipoclorito de sodio al 0.6% por 10 min y etanol al 70% 5

min.

La combinacién de reguladores del tratamiento vegetal que dio la mejor

respuesta para la induccion de callo fue KIN 2 mgL" + 2,4-D 1mg L.

La adicion de un fungicida a los esquejes y a la planta es un factor importante

para evitar la contaminacién, sobre todo cuando la planta se colecta en campo.

Se sugiere agregar algun antibidtico para prevenir el desarrollo de bacterias
oportunistas.
No es necesario adicionar carbon activado al medio de cultivo para reducir la

oxidacion de los explantes.




X. PERSPECTIVAS

Se recomienda tener plantas en condiciones de invernadero para asegurar que

estén libres de patdogenos y tener material bioldgico aséptico.

Tener tiempos y concentraciones para la desinfeccion mas que desinfestacion

del material vegetal adecuada para evitar la contaminacion y la oxidacion.

Inducir la promocién de brotes, raiz o embriogénesis somatica en los callos
obtenidos, a base de cambios en los reguladores de crecimiento, sus
combinaciones y concentraciones. A partir de los cuales se pueden regenerar
plantas para ofrecerlas a la industria farmacéutica y cosmética colaborando de

esta manera a la conservacion de la especie.
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