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RESUMEN

Bouvardia ternifolia, mejor conocida como trompetilla, es una especie vegetal perteneciente a la familia de
las Rubidcea. En la medicina tradicional es utilizada contra varios tipos de infecciones, dolores, fiebre,
inflamacion, trastornos neuronales, hemorragias, hematomas, asma, dolor de cabeza, picadura de serpientes,
escorpiones y arafias, nervios, disenteria, infecciones estomacales, anti inflamatorio para golpes y como
fortificante. Su interés ha crecido enormemente gracias a la produccién de metabolitos secundarios como lo
son hexapéptidos ciclicos (bouvardin, deoxibouvardin y 6-O-metilbouvardin), flavonoides, &cido
clorogénico, 3-0 quercetina ramnopiranosa, 3-0 quecertina glucopirinosa, kaempferol, rutina, triterpenos,
acido ursolico, oleico, cumarinas, escopoletina, estas moléculas producidas por Bouvardia ternifolia
presentan diversas actividades farmacoldgicas como neuro-protectora, fungicida, anti-cancerigena, anti-
pancreética, anti-alacranica, sedante, homeostatica y analgésica. El objetivo de este proyecto fue establecer
un protocolo de micropropagacion y aclimatacién de plantulas de Bouvardia ternifolia generadas por
organogeénesis indirecta. Se obtuvieron hojas jovenes de plantas cultivadas en invernadero de Bouvardia
ternifolia realizando un proceso de desinfeccion con 7 lavados continuos, para después colocar los explantes
en medio basal MS. Las hojas desinfectadas fueron expuestas a los reguladores de crecimiento ANA,
BAP, AIA, KIN y 2,4-D en 33 tratamientos para la induccién a callogénesis. Los callos generados fueron
inducidos a un proceso de organogénesis mediante la exposicion a los reguladores AIA y BAP a una
concentracion de 0.1 mg/L. Para la induccion a rizogénesis, las plantulas obtenidas fueron expuestas a las
auxinas 24D, IBA, ANA y AIA a diferentes concentraciones, probando 12 tratamientos. Para realizar el
proceso de endurecimiento de las plantulas se utilizé un procedimiento de reduccion de la fuente de carbono
(sacarosa) hasta el 0%, y el aumento gradual del intercambio gaseoso. Finalmente, para el proceso de
aclimatacion fueron utilizados los sustratos vermiculita/tierra y perlita/tierra en diferentes porcentajes de
combinacidn. La desinfeccidn obtuvo un porcentaje del 95-98% de efectividad utilizando tal proceso, en el
proceso de callogénesis, el tratamiento nimero 2 (ANA 1 mg/L y BAP 0.01 mg/L) indujo una mayor
produccién de callo de tipo organogénico con un 29.16% de respuesta. En el proceso de organogénesis, al
utilizar los reguladores AIA y BAP en una concentracion de 0.1mg/L se observé la proliferacion de brotes y
su crecimiento y elongacion con la formacion de hojas. Por su parte el tratamiento nimero 10 del proceso de
enraizamiento (AlA a 0.5mg/L) obtuvo el mayor porcentaje de respuesta con el 80%, durante el proceso de

endurecimiento, al realizar la reduccion gradual de la sacarosa se observé crecimiento de las raices,
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alargamiento del tallo y la formacién de nuevas hojas. En el proceso de aumento del intercambio gaseoso y
adaptacion a sustratos, los resultados mostraron resistencia al factor de estrés y aumento de las funciones
fisioldgicas de las plantulas, observando crecimiento de la raiz, elongacién del tallo y formacion de nuevas
hojas. Finalmente, en el proceso de acondicionamiento ex vitro, la combinacion de 75% vermiculita / 25%
tierra presento6 una tasa de supervivencia del 50%, donde se observé buena &rea foliar y desarrollo de la raiz,
lo que hace de éste tratamiento el de mejores caracteristicas para la adaptacion de Bouvardia ternifolia al
medio ambiente. Estos resultados permitieron el desarrollo de un protocolo de micropropagacion de plantulas
de Bouvardia ternifolia por organogénesis indirecta, ademas de la descripcion del proceso de aclimatacion,
lo cual permitird la obtencion de material vegetal de forma continua y uniforme de esta especie para el

desarrollo de futuras investigaciones.



INTRODUCCION.

Desde épocas antiguas, la medicina tradicional se ha implementado para aliviar malestares del
ser humano, utilizando partes de plantas como hojas, flores, tallos y raices, consumiéndolas de
forma directa o en infusiones, por lo tanto, el estudio de las plantas con potencial medicinal es
una opcion importante para la busqueda de nuevas moléculas activas y el alivio de multiples
enfermedades (OMS, 2000; OMS, 2014).

Existen especies vegetales, las cuales tienen una importancia etnomédica y farmacéutica,
algunas de ellas pertenecientes a la familia Rubiacae que son utilizadas por sus propiedades
quimicas y farmacoldgicas: Faramea occidentalis, se emplea tradicionalmente como
astringente, galactogena y otras enfermedades de la piel, principalmente erupciones cutaneas
(Bullain et al., 2014); Arnica montana es utilizada en cuadros inflamatorios, contusiones,
hematomas y dolores; la hierbabuena (Mentha spicata) es empleada para aliviar problemas
estomacales como nauseas, vomito y diarrea; la manzanilla (Chamomilla nobile) se utiliza para
tratar padecimientos como la fiebre, inflamacion, desordenes menstruales, insomnio y Ulceras
(Escamilla-Moreno., 2015). Dentro de estas especies pertenecientes a la familia Rubiaceae,
Bouvardia ternifolia es reconocida como una planta utilizada contra varios tipos de infecciones,
dolores, fiebre, inflamacion, trastornos neuronales, hemorragias, hematomas, asma, dolor de
cabeza, picadura de serpientes, escorpiones y arafias, nervios, disenteria, infecciones
estomacales, anti inflamatorio para golpes y como fortificante (Hernandez-Olivares., 2017)
(Zapata et al., 2023). Su interés ha crecido enormemente gracias a la produccion de metabolitos
secundarios como lo son hexapéptidos ciclicos bouvardin, deoxibouvardin y 6-O-
metilbouvardin (Robert. et al., 1976.; Jolad et al., 1977; Herrera-Morales., 2012; Zapata et al.,
2023), flavonoides, acido clorogénico, 3-0 quercetina ramnopiranosa, 3-0 quecertina
glucopirinosa, kaempferol, rutina, triterpenos, acido ursoélico, oleico, cumarinas,escopoletina,
estas moléculas producidas por Bouvardia ternifolia presentan diversas actividades bioldgicas
como neuro-protectora, fungicida, anti-cancerigena, anti-pancreatica y anti-alacranica (Jiménez
et al.,2004; Herrera-Ruiz., 2012; Jolad et al., 1977; Garcia et al., 2015; Gamboa et al., 2003;
Cornejo-Garrido et al., en 2012; Zapata et al., 2022)



La Biotecnologia es el conjunto de técnicas que involucran la manipulacién de organismos vivos
0 sus componentes, para producir sustancias, desarrollar procesos o proporcionar servicios; que
hace uso de conocimientos generados por ramas como la biologia, quimica, agronomia,

bioquimica y biologia molecular (Casa Nova., 2014; Newell et al., 2000).

Una de las tantas herramientas de la Biotecnologia es el cultivo de tejidos vegetales en la
investigacion de diversas especies de plantas medicinales. Las aplicaciones del cultivo de tejidos
son variadas: produccién de metabolitos secundarios, mejoramiento de especies vegetales,
estudios metabolicos, mejoramiento genético, plantas libres de patdgenos, preservacion de
germoplasma, produccion de semillas sintéticas (Pérez., 2015). Dentro de estas aplicaciones, la
micropropagacion es utilizada para obtener plantas libres de enfermedades, ofrece una tasa
superior y rapida del material vegetal, obtencion de material para el andlisis de los metabolitos
secundarios, teniendo un proceso que va desde la seleccion y preparacion de la planta madre,
desinfeccion de semillas, desinfeccion de explates, introduccién in vitro del material
seleccionado, induccion a brotacion, multiplicacion de brotes, enraizamiento y por Gltimo los
procesos de aclimatacion (Castillo, 2004). Dentro de las ventajas de la micropropagacion, se
puede llegar a la regeneracion de plantas superiores, rescatando especies en peligro de extincion,
en la agricultura se utilizan para la produccion de cultivos méas beneficiosos, en la industria
alimenticia para la produccion alimentos mas saludables y en la agronomia en busca de
herbicidas e insecticidas. Se puede aplicar también para la comercializacién de plantas o para la
busqueda de diversos compuestos bioactivos denominados metabolitos secundarios; estos
compuestos tienen una aplicacion en campos como la medicina y farmacia para la produccion
de nuevos farmacos o como moldes para llevar a cabo la produccién de drogas sintéticas (Calva
Pérez, 2015; Mendoza et al., 2016).

Debido a las caracteristicas etnomédicas, quimicas y farmacoldgicas de Bouvardia ternifola, en
este proyecto de investigacion se realizd6 el establecimiento de un protocolo de
micropropagacion y aclimatacion de plantulas de Bouvardia ternifolia generadas por
organogenesis indirecta para el establecimiento de un cultivo de plantas en condiciones de
invernadero, el cual permitird el desarrollo de futuras investigaciones, ya que gracias a la
micropropagacion podemos obtener material vegetal de una manera continua, evitando afectar

los recursos existentes en la naturaleza (Herrera-Ruiz., 2012; Fernadez-Sanchez., 1981).
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2. ANTECEDENTES.

2.1 Las plantas medicinales como fuente de compuestos de interés farmacologico.

Las plantas medicinales son importantes para la investigacion farmacoldgica y el desarrollo de
nuevos medicamentos, se considera que existen alrededor de 250,000 especies vegetales en todo
el planeta, de las cuales 12,000 presentan actividad terapéutica, teniendo conocimiento cientifico
solo de un 10%, es decir; 1200 especies (Luque., 2016).

En Meéxico existen alrededor de 23,000 especies de plantas, de las cuales alrededor de 11,600
son endémicas. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) presenta en su pagina oficial un
compendio de cuatro volimenes de monografias de plantas utilizadas a nivel mundial con
pardmetros para su uso seguro, donde México destaca en ser uno de los paises con mayor
biodiversidad de especies. A las plantas medicinales, siendo una fuente rica de metabolitos
secundarios se les han atribuido propiedades benéficas y diversos farmacos utilizados en la
actualidad tienen su origen en el estudio de éstas, como, por ejemplo el paclitaxel , farmaco
utilizado para tratar algunos tipos de cancer, originado de la corteza del arbol conocido como
tejo del Pacifico (Taxus Brevifolia) la especie Erythroxylon coca, utilizado como anestésico
topico, también es un estimulante del Sistema Nervioso Central (SNC) y blogueante
adrenérgico, ademas de ser una droga de abuso, otro ejemplo, Papaver somniferum produce
morfina, alcaloide que tiene diversos usos como un potente analgésico a nivel del SNC,

anticonvulsivo y antiespasmodico (Avalos-Pérez., 2009; OMS., 2014).

Estas sustancias provienen del metabolismo celular de las plantas, como sabemos los
metabolitos primarios como los aminoacidos, nucle6tidos, azlcares y lipidos son compuestos
producidos por todas las plantas, esenciales para las vias bioquimicas que controlan el
crecimiento de la planta, como la fotosintesis, la respiracion, transporte y asimilacion de
nutrientes (Taize-Zeiger 2010). Ademas del metabolismo principal que existe en todos los seres
vivos, las plantas también presentan un metabolismo secundario que les permite producir y
acumular compuestos con una gran variedad de propiedades quimicas. Estas moléculas
derivadas del metabolismo secundarios se denominan metabolitos secundarios o productos
naturales, se distribuyen diferencialmente entre grupos taxondémicos y presentan caracteristicas

bioldgicas que son de interés para el humano (Sierra et al., 2018).
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En las plantas, los metabolitos secundarios no son requeridos para el crecimiento y desarrollo
normal, pero pueden ser utilizados como mecanismo de defensa o para fines reproductivos
(Stewart, 2009).

2.2 Metabolitos secundarios.

Las plantas han jugado un papel fundamental en la vida del ser humano, utilizandolas para cubrir
necesidades basicas como alimentacion, medicacion, vivienda, vestimenta y control de plagas.
A diferencia de otros organismos, las plantas asignan una cantidad significativa de carbono y
energia asimilados a la sintesis de una amplia variedad de moléculas organicas que no parecen
desempefiar un papel directo en procesos bioldgicos como la fotosintesis, la respiracion, la
asimilacion de nutrientes o su sintesis, estos son llamados metabolitos secundarios, los cuales
son guimicamente distintos a los metabolitos primarios, acumulandose en tejidos y estructuras
especificas como vacuolas, glandulas especializadas y tricomas, se han identificado mas de
200,000 estructuras quimicas diferentes (Ojito-Portal., 2017; Sariol-Aponte., 2019). Estas
moléculas se pueden clasificar en cuatro grupos principales: terpenoides, compuestos fendlicos,

alcaloides y glucosinolatos (tabla 1) (Guerrier et al.,2018).

Tabla 1. Metabolitos secundarios y su actividad biol6gica (Avalos-Pérez, 2009) (Mitra et al, 2022).

Tipo de metabolitos  Actividad biol6gica

Terpenos Antioxidante, anti carcinogénica, antiviral, antimalarial, antimicrobiana, anticonvulsiva,
actividad sedante, , inmunosupresoras y anticoagulantes.

Alcaloides Efecto sobre el SNC, relajante muscular, tranquilizante , analgésica, antihipertensiva,
empleado en el tratamiento de leucemia y actividad citotoxica.

Glucosinolatos Anticancerigena, antiséptica, vasodilatadoras, hepatoprotectora, gastroprotectora,
osteopreotectora, antioxidante y vasodilator.

Compuestos Antioxidante, prevencion de enfermedades cardio vasculares, prevencion de cancer

fendlicos (estomago, pulmén) , disminucidon del colesterol, estrogenica, neuroprotectora y
antimicrobianas.

Flavonoides Actividad anticancerigena, neuroprotectora, ansiolitico, hepatoprotectora, antialérgica,

antidiabética, antiadipogénica, termogénico, antioxidantes y antiinflamatorias.

La producciéon de los metabolitos secundarios constituyen una parte importante de la respuesta
a diferentes formas de estrés como herbivoria causada por depredadores o plagas, defensa
contra patdgenos, estrés ambiental como sequia, alta humedad, baja concentracidn de nutrientes
en el suelo, alta salinidad, asi como defensa contra la luz UV, proporcionan aroma,

comunicacion quimica entre especies y hasta pueden influir en el crecimiento, reproduccion y
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supervivencia de otras plantas, ya sea beneficidndola o perjudicandolas (Avalos-Pérez, 2009).
En las plantas, los metabolitos estan involucrados en condiciones relacionadas con los
mecanismos reproductivos, atrayendo insectos para promover la polinizacion y el
establecimiento de simbiosis (Sierra et al., 2018). Es importante destacar que muchos de los
metabolitos secundarios producidos por las plantas son utilizados por la industria farmacéutica,
ya que estos compuestos presentan diversos efectos farmacoldgicos en humanos y animales
(tabla 1). Ademéas de su uso farmacéutico, son utilizados para la produccion de test de
diagnostico, fragancias, aditivos alimentarios, suplementos dietéticos, colorantes, insecticidas,
herbicidas cosméticos, impermeabilizantes y abrillantadores, por lo tanto, el interés cientifico e
industrial por los metabolitos secundarios es enorme (Gongalves-Romano., 2018; Mitra et al,
2022).

2.3 Aplicacion de la biotecnologia como estrategia para la produccién de moléculas
bioactivas.

El cultivo in vitro de tejidos vegetales es una herramienta proporcionada por la biotecnologia,
mediante la cual podemos obtener la produccion de células, 6rganos o plantas completas a partir
de explantes de una planta madre, estos tejidos se encuentran en medios que contienen
soluciones nutritivas, reguladores del crecimiento y condiciones controladas. Esta técnica esta
orientada a obtener material vegetal continuo con mayores rendimientos metabdlicos y un alto

valor agregado (Cardozo-Osorio., 2015, Newell et al., 2000).

El cultivo de células y tejidos vegetales ha surgido como una alternativa para la obtencién de
metabolitos de interés farmacoldgico y gracias a los avances en las ciencias biol6gicas se ha
hecho posible realizar estudios en condiciones de laboratorio, reproduciendo todos los factores
que pueden incidir en el crecimiento y desarrollo de las plantas, estas metodologias se basan en
el principio de totipotencia, que es la capacidad de una célula vegetal de producir réplicas del
organismo del que proviene, conteniendo cada célula una copia completa del material genético
de la planta a la que pertenece, independientemente de su funcién o posicién en ella y por lo

tanto el potencial para la regeneracion de una planta completamente nueva.
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Los procesos que se pueden llevar acabo en el cultivo in vitro son variados: cultivo de callos,

celulas en suspension, células inmovilizadas, micropropagacion, cultivo de raices pilosas,

produccion de metabolitos secundarios, produccién de semillas sintéticas, obtencion de plantas

libres de virus, conservacion de germoplasma, mejoracion genética de plantas y germinacion de
semillas (tabla 2) (Castillo, 2004; Arias et al., 2008; Segretin., 2015).

Tabla 2. Metabolitos secundarios con actividad bioldgica producidos a partir de cultivos vegetales (Gongalves-Romano.,

2018; Fowler-Stafford, 1992; Ruiz et al., 2016;Rodriguez et al.,2014

Especie vegetal Compuesto

Taxus spp. Taxol

Catharanthus roseus N-metilajmalina

Daucus carota Pseudoindoxil-ajmalicina
Beberis stolonifera Ajmalicina

Corylus avellana L. Taninos y flavonoides
Linum album Podofilotoxina

Moringa oleifera Glucosinolatos

Ugni molinae Polifenoles

Curcuma zedoaria Sesquiterpeno

Gatharantus roseus L. | Ajmalicina

Ophiorrhiza pumila Camptotecina

Actividad bioldgica

Anticancerigena (tratamientos para cancer
de mama, ovario, pulmén, vejiga)
Anti-hipertensiva

Cardioténica
Antihipertensivo

Anti-inflamatoria, hemorroides, epistaxis y
anti-flebitis.

Tratamiento topico para verrugas en los
genitales por causa del VPH.

Antioxidante, ansiolitica y gastroprotectora.
Antioxidante

Gastroprotectora y diurética.

Antihipertensiva

Anticancerigena (cancer de pulmén, de colon y

de mama).

Sistema de cultivo

Células en suspension

Células en suspension
Células en suspension
Células en suspension
Células es suspension

Células en suspension

Micropropagacion
Micropropagacion

Micropropagacion

Cultivo de raices pilosas

Cultivos de raices pilosas

Estos procesos son dados gracias a un fendmeno Ilamado plasticidad celular, donde las células

madre tienen la capacidad de generar grupos celulares diferentes a los del tejido de origen.

Entonces, el primer paso consiste en la seleccion de una planta donante y de un explante a partir

del cual se desarrollaran estrategias para la multiplicacion de individuos con caracteristicas

idénticas. La planta seleccionada debe encontrarse libre de enfermedades y con una buena
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nutricion (Calva-Pérez, 2005). Es primordial evitar la proliferacion de microorganismos que
puedan afectar el desarrollo de las especies vegetales, los microorganismos presentes en la
superficie del material vegetal y las fallas en el procedimiento de cultivo en el laboratorio son
las principales fuentes de contaminacion y pérdida de material, por lo cual es indispensable

desarrollar estrategias de desinfeccion altamente eficiente (Téllez-Casanova., 2014).

Se deben consideran condiciones de crecimiento para tener una buena estrategia de cultivo in
vitro, como lo son: el explante, agente gelificante inerte, agua destilada, temperatura, pH, macro
y micronutrientes , fotoperiodo, concentracion de sacarosa, vitaminas y la mezcla de hormonas
para su desarrollo, ademas se necesitan equipamientos que tengan condiciones necesarias de
esterilidad como, la autoclave, campana de flujo laminar, que son estaciones de trabajo que
hacen circular aire filtrado y estéril, potenciometro, balanza digital analitica , protegiendo y

cuidando asi los cultivos (Segretin., 2015; Vifias-Jiménez., 2011).

Debido a que los cultivos de plantas son plasticos y versatiles, su desarrollo y crecimiento
pueden ser manipulados por reguladores de crecimiento que son compuestos sintetizados
guimicamente y naturalmente obtenidos. (Stewart, 2009). Segun sea el balance hormonal y otras
condiciones de cultivo, se puede propiciar la regeneracion de distintos érganos vegetales, por
ejemplo, si el balance de citoquininas es mayor a las auxinas, se favorece la generacion de
brotes; si la concentracidn de axinas es mayor, se lleva a cabo la regeneracion de raices; y si las
concentraciones son iguales, la formacion de callo, esto siempre va a depender la especie. Cada
planta requiere condiciones de crecimiento especificas, los reguladores de crecimiento pueden
ser producidos por la planta o ser productos sintéticos adicionados que se han convertido en la
primera herramienta para controlar el crecimiento vegetal (Alcantara et al., 2019; Goncalves-
Romano., 2018).

2.4 Reguladores de crecimiento vegetal.

Los reguladores de crecimiento son compuestos organicos que fomentan, inhiben o modifican
el crecimiento de los tejidos vegetales, ejerciendo una profunda influencia en los procesos
fisiolégicos. Una hormona vegetal es un compuesto producido internamente por una planta, que

ejerce su funcion en muy bajas concentraciones y cuyo principal efecto se produce a nivel



celular, permitiendo su control, mientras que los reguladores de crecimiento vegetales son
compuestos sintetizados quimicamente u obtenidos de otros organismos y son, en general,

mucho maés potentes que los analogos naturales (Azcon-Talon., 2008; Alcantara-Godoy., 2019).

Las hormonas vegetales estan involucradas en muchos procesos que permiten que las plantas
reaccionen ante estimulos internos y externos. Los grupos "clasicos” de hormonas vegetales
son las auxinas, giberelinas, citoquininas, &cido abscisico y etileno, estas hormonas vegetales se
pueden formar en diferentes sitios citologicos o morfoldgicos, sus principales sitios de

produccidn son meristemos y frutos en crecimiento (Redamacher., 2015)

La adicion de reguladores de crecimiento en medios de cultivo es utilizada para optimizar el
crecimiento y desarrollo de plantulas, aunque no siempre es favorable, ya que puede haber
respuesta de callogénesis, es decir la formacion de callo, retardo en el crecimiento y excesiva
elongacion de los tallos, entre otras, por lo que debemos tomar en cuenta la concentracion, tipo
y combinacion 6ptima de éstos (tabla 3) (Avila-Salgado., 2014).

Tabla 3. Principales reguladores de crecimiento y sus efectos in vitro (Jordan-Caserato., 2006) (Alcantara €t al., 2019).

Fitohormonas  Variedades encontradas Efecto a nivel vegetal

Auxinas AlA, IBA, 2,4-D 'Y ANA Formacion y elongacion de tallos, produccion de raices
adventicias.

Citoquininas KIN, cZ, BA , 4- Induce la iniciacién y elongacion de raices, estimula la

hidroxifeniletil alcohol y TDZ  generacion de brotes axilares, estimula el desarrollo
fotomorfogenetico de las hojas.

Giberelinas GA1l, GA2, GA3 Aumenta el desarrollo de tejido vegetal de manera
constante, induce a la germinacién de semillas,
alargamiento de segmentos nodales.

Acido No presenta Estimula la maduracion de la semilla, puede inducir a la

abscisico senescencia y floracion vegetal.

Las auxinas es un grupo de hormonas vegetales naturales que pueden regular muchos aspectos
del crecimiento y desarrollo de las plantas. La forma principal en las plantas es el &cido indol
acetico (IAA), que es muy activo en los bioensayos y generalmente existe en concentraciones
nanomolares (nM). Las formas naturales de las auxinas son &cido 4-cloroindol acético (4-
ClIAA), acido fenilacético (PAA), &cido indol butirico (IBA) y otras formas sintéticas, como
acido naftaleno acético (NAA), éacido 3,6-diclorobenzoico (dicamba), 4&cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y acido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T). Sus funciones

fisiologicas son promover el crecimiento del tallo, hojas, la formacion de raices adventicias,
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activar el dominio del apice de las raices, inducir la floracion y la diferenciacion vascular
(Jordan-Casaretto., 2006; Garcia et al., 2006). El grado de accion de las auxinas va a depender
de la concentracion de la hormona y del érgano del que se trate, por ejemplo, el crecimiento del
tallo de una planta sera proporcional al aumento de la concentracion de auxina hasta alcanzar
un maximo, si la concentracion sigue aumentando el crecimiento se reduce en intensidad hasta
llegar a inhibirlo (Curtis-Sue, 2013).

Las técnicas biotecnologicas del cultivo in vitro de tejidos vegetales son una alternativa para la
conservacion de plantas endémicas, en peligro de extincion y medicinales, entre estas técnicas
la mas usada es la micropropagacion porque permite producir en corto tiempo y en gran nimero
de plantas uniformes y libres de patdgenos. Es asi que los medios para el cultivo in vitro pueden
contener sustancias sintéticas similares a las hormonas vegetales denominadas reguladores de
crecimiento vegetal, los cuales son importantes en el metabolismo, distribucion de los solutos,
en el crecimiento y fisiologia de la planta regulando la expresion genética interna al igual que
las hormonas naturales, porque controlan la ramificacion de los brotes, la formacion y

mantenimiento de los meristemos y la formacion de raices. (Laguna et al. 2019).

Las citoquininas, su nombre proviene del término “citocinesis” que se refiere al proceso
de divisidon celular y son un grupo de hormonas vegetales que tienen la capacidad de estimular
e inducir una alta proliferacién celular, suelen inducir la iniciacion y elongacion de las raices al
igual que pueden activar la senescencia de las hojas, permitiendo estimular el desarrollo
fotomorfogénico vegetal y jugar un rol importante en el aumento y generacion de la produccion
de brotes a nivel vegetal. Su efecto en el sistema vegetal casi siempre suele acompafarse de la
presencia de auxinas debido a su alta complementariedad en la estimulacion del crecimiento y
desarrollo vegetal (Vera-Millones., 2020) (Alcantara et al., 2019).

La aplicacion externa de citoquinina en tejidos que requieren hormonas como lo son los tejidos
in vitro, promueve el mecanismo de autoinduccion de la sintesis de citoquininas, mediante este
mecanismo, el contenido y los efectos fisioldgicos de las citoquininas pueden exceder su sitio
de aplicacion y producir efectos mas amplios en la plantan. Segun sus fuentes, se pueden
distinguir dos tipos de citoquininas: citoquininas naturales como la Trans-Zeatina (Tz), cis-

zeanina (cZ) lsopentiladenina (Ip) y dihidrozeatina (DZ) producidas por plantas y otras
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citoquininas artificiales sintetizadas por humanos, como 4-hidroxifeniletil alcohol
,benciladenina (BA), kinetina (KIN) y Tidiazuron (TDZ) (Cossio., 2013).

2.5 Procesos morfogénicos vegetales para la clonacion y regeneracion de plantulas.

La morfogénesis se define como la formacion de 6rganos y comprende el crecimiento y
diferenciacion celular. En las células o tejidos cultivados in vitro, el proceso de morfogénesis se
induce gracias a que, las células vegetales son capaces de diferenciarse bajo determinados
estimulos, a esto se le conoce como totipotencia celular. La morfogénesis tiene 2 rutas: La
embriogénesis somatica y la organogénesis, que son procesos muy frecuentes en el cultivo in

vitro (Domenech-Carmina, 2011).

La embriogénesis somatica es un proceso mediante el cual se puede obtener una estructura
similar a un embridn cigético sin fertilizacion de gametos, la cual nos permite saltar las etapas
de formacion de yemas y enraizamiento, regenerando plantas en una forma mucho mas rapida
y eficiente, en la organogénesis se pueden obtener tallos, raices, brotes, células en suspension,
callo y plantulas a través de un explante, cuanto mas joven es el tejido, mayor es la respuesta a

los tratamientos que conducen a la organogénesis (Jhong et al., 2019).

Estas técnicas tienen muchas ventajas como la propagacion clonal, debido a que se lleva en
condiciones controladas es un sistema independiente que no se ve afectado por las condiciones
externas, el numero de plantas disponibles es ilimitado, requieren muy poco espacio, el proceso
es relativamente corto produciendo suficiente material vegetal para desarrollar el analisis
quimico o farmacoldgico que demuestre la produccion de metabolitos secundarios con actividad
bioldgica (Stewart, 2009; Eloisa- Hernandez, 2016).

2.6 Embriogénesis (cigdtica y somatica).

La embriogénesis cigotica es el proceso donde el gameto masculino fecunda un gameto
femenino dando origen al cigoto, comprende cambios morfol6gicos, estructurales y de
expresion genética que tienen lugar desde la formacion del cigoto hasta el final de su desarrollo
y la maduracion del embrion, para esto sufrira una serie de divisiones celulares reconocibles y
conocidos como globular, corazén, torpedo y cotilenodar, nombres que se les da debido a sus
formas. (Azcon- Taldn, 2008)
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La embriogénesis somatica in vitro es un proceso biolégico mediante el cual las células
somaticas desarrollan embriones similares a los embriones cigéticos y estos embriones se
regeneran en plantas que son genéticamente idénticas a la planta madre (Sanchez-Cabrera.,
2019). Los embriones somaticos pueden derivarse a partir de células que han estado en el pasado
en un proceso de diferenciacion, como células producidas en cultivos de callos o suspension
celular, la llamada embriogénesis indirecta, o células que no se someten al proceso de
desdiferenciacion; directamente de explantes, la cual se denomina embriogénesis directa. Desde
un punto de vista comercial, los embriones pueden llegar a ser utilizados para la produccion de
plantas completas, establecimiento de cultivos en biorreactores o la produccion de semillas
artificiales (Campos et al., 2017).

De esta forma, las células somaticas pueden regenerar una planta completa, aunque no existe un
proceso de recombinacién y fusién de gametos, pero al ser un proceso de clonacién, retienen

por completo el genotipo de la planta donante (Vifias-Jiménez., 2011; Martin., 2017).

2.7 Organogénesis (directa e indirecta).

En la regeneracion in vitro, la organogénesis es de gran importancia para el desarrollo de nuevos
tejidos, la organogénesis hace referencia a la capacidad que tienen las células vegetales para
reprogramar su desarrollo hacia la formacion de tejidos y 6rganos nuevos. Este procedimiento
requiere que las células sean susceptibles a la reprogramacion genética, sean competentes y por
ende receptivas a procesos de desdiferenciacion y diferenciacion celular lo cual permita el

desarrollo de 6rganos y asi la obtencion de una plantula completa (Rodriguez et al., 2014).

La organogénesis se puede dividir en directa e indirecta, la produccién directa de brotes a partir
de un tejido consiste en la propagacion sin la etapa de callo, por esta via asegura la estabilidad
genética de las plantas regeneradas, mientras que, en la organogénesis indirecta, se desarrollan
masas de células desorganizadas en proceso de desdiferenciacion, con el fin de llevar acabo la
rediferenciacion y asi, la formacion de 6rganos. Las mutaciones cldnales somaticas suelen estar
relacionadas directamente con el proceso de la via indirecta y permiten diferentes caracteristicas
que normalmente no se expresan en la naturaleza, los cambios visibles mas comunes, son
deformaciones del fruto, generacion de plantas albinas y la inestabilidad de algunos clones
(Randel et al.,2015; Dominguez-Gonzales, 2008).
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Debido a diversos factores, la respuesta in vitro puede variar, debiendo tomar en cuenta:

contenido enddgeno, edad fisioldgica del explante y especie estudiada. En la micropropagacion,

la organogénesis es un meétodo alternativo ampliamente utilizado para la produccion masiva de

plantas en un corto periodo de tiempo, es una herramienta muy utilizada para la propagacion de

plantas ornamentales y otros cultivos de jardineria, frutales, industriales y forestales (Eloisa-

Hernandez 2016).

2.8. Micropropagacion.

Tabla 4 . Ensayos de aclimatacion y propagacion en diferentes especies vegetales (Castillo, 2004; Aguilar-.Rodriguez 2018; Lara-
Valverde, 2003; M. Valencia et al., 2019; E. Rangel-E.Hernandez 2016; L. Osuna et al., 2006; Inamine- Moretti 2004; A. Ruiz et

al., 2016; Komalavalli-Rao 2000).

Especie

Fragaria x ananassa

La familia Orchidaceae

Encyclia adenocaula, Epidendrum radicans,
Euchile citrina, Laelia albida, Laelia autumnalis,
Oncidium cavendishianum, y Oncidium
Saccharum officinarum L

Psychotria acuminata

Agave marmorata Roezl

Lepidium virginicum

Curcuma zedoaria

Moringa oleifera

Gymnema sylvestre

Trabajo

Aclimatacion ex vitro de plantulas de Fragaria x ananassa
Propagacion y mantenimiento in vitro de orquideas
mexicanas para su conservacion.

Micropropagacion de variedades de cafia de azucar
cultivadas en México.

Micropropagacion de la planta medicinal Psychotria

acuminata.

Micropropagacion y aclimatacion de maguey pitzometl en
la mixteca poblana.

Micropropagacion de Lepidum virginacum (brassiaceae),
planta con actividad antiprotozoaria.

Establecer un protocolo in vitro para micropropagacién y
callogénesis de Curcuma zedoaria para la produccion de

plantas.

Propagacion in vitro de cultivares de Moringa oleifera .

Micropropagacion in vitro de Gymnema sylvestre.

Tipo de explante
Yemas apicales
Segmentos de hojas,
protocormos y
pseudobulbos
Meristemos apicales
Yemas axilares
Brotes in vitro

Semillas

Apices de brotes

Semillas

Nédulos axilares
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La micropropagacion es un proceso que implica el uso de medios nutritivos adecuados para
propagar plantas en un ambiente artificial controlado, es una herramienta muy atil, porque tiene
el potencial de seleccionar genotipos especificos, teniendo una tasa de reproduccion ilimitada.
por lo que se pueden producir plantas de calidad uniforme y un alto nimero de individuos
(Castillo, 2004). Esto es posible gracias a la propiedad de totipotencia que tienen las células
vegetales, teniendo la capacidad de regenerar tallos, raices, embriones somaticos y hasta una

planta completa, segun sus capacidades y a los estimulos adecuados (Tabla 4) (Diaz et al., 2010).

Hay cuatro etapas principales de la micropropagacion: 1) Establecimiento del cultivo, lo méas
importante es la calidad de los explantes, o que nos ayudara a tener un buen desarrollo del
proceso, la edad fisioldgica, época de recoleccion, tamafio y salud general de las plantas
donantes. Las condiciones bajo las cuales crece el explante son el resultado de la interaccién de
tres factores: la condicion del explante, que esta determinada en parte por el medio de cultivo,
el recipiente de cultivo y el ambiente externo o las condiciones de crecimiento del espacio de
cultivo. El objetivo de esta etapa es establecer un cultivo factible y apropiado, el principal
proceso de control es la seleccion, separacion y esterilizacion de los explantes. 2) Desarrollo y
reproduccion de yemas: en esta etapa, el objetivo es mantener y aumentar el nimero de brotes
para nuevos ciclos de multiplicacion continuo y que las etapas posteriores de produccion puedan
continuar, este proceso lo podemos obtener a través de vias regenerativas como la organogénesis
y la embriogénesis y pueden ocurrir directa o indirectamente, teniendo como ayuda el uso de
fitohormonas, que permitido controlar de manera especifica procesos como la produccion de
metabolitos secundarios, el tiempo de crecimiento y mejoramiento de especies vegetales
(George et al., 2008; Randel et al.,2015).

3) Formacion de raices: en esta etapa se produce la formacién de raices adventicias y el
fortalecimiento de la raiz principal, este proceso se realiza en condiciones in vitro utilizando
diferentes tipos de reguladores de crecimiento (principalmente auxinas). 4) Endurecimiento y
aclimatacion: estos procesos aumentaran la resistencia de las plantas y restableceran las
caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas normales. Se puede decir que, es un proceso de
adaptacion donde el organismo se adecuara a los cambios de su entorno, como lo son cambios
de temperatura, humedad, fotoperiodo o pH. La supervivencia de las plantulas regeneradas en
el periodo de adaptacion depende fundamentalmente de las caracteristicas fisiologicas,

estructurales y anatdmicas, con buena apariencia, buen nimero de raices y hojas y un tamafio
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mayor a 10 cm en las plantulas que puedan desarrollar en el proceso de microprogacion (Levitus
et al., 2010; Escamilla-Moreno., 2015; Indacochea et al.,2017). La correcta seleccion y
preparacion del explante repercute directamente sobre la calidad del mismo y su respuesta frente
a los dos principales problemas que afectan al establecimiento del cultivo que son la

contaminacion por microorganismos y la oxidacion del explante (Eloisa- Hernandez 2016).

2.9 Proceso de endurecimiento.

El proceso de endurecimiento es una etapa de la micropropagacion donde una planta aumenta
su resistencia estando expuesta a un estrés determinado, sometiéndola a dosis subletales de ese
mismo estrés. Durante esta etapa se produce un retorno gradual al funcionamiento autotrofico,
asi como la recuperacion de las caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas, como la produccion
de cera de las hojas en la parte externa, apertura de estamos, funcionamiento de raices,

asimilacion de nutrientes (Diaz et al., 2010; Sanchez et al., 2012).

En el cultivo in vitro se potencian los mecanismos bioldgicos de las plantas relacionados con la
resistencia a factores de estrés como el hidrico, térmico, nutricional y mecanico. Las plantulas
que sufren un estrés por cambios en las condiciones de su entorno, deberan ser transferidas de
forma gradual para que el endurecimiento llegue a ser efectivo (Osuna et al., 2016). El
endurecimiento de las plantas es un proceso que ocurre espontdneamente en la naturaleza y
gracias a el, las plantas se aclimatan para sobrevivir o crecer bajo situaciones de estrés. Un
ejemplo de endurecimiento es el aumento de la resistencia a las heladas que experimentan
muchas especies lefiosas del mundo templado y boreal al acercarse la época fria del afio (Cortina
et al., 2006).

Durante la fase de endurecimiento in vitro, las plantas se someten a un estrés sucesivo y
creciente para inducir respuestas de tipo morfoldgico, fisioldgico y del comportamiento, que les
permitird tener un desarrollo adecuado. Se requiere la seleccion de plantulas con desarrollo
foliar y radicular adecuado, lo cual permitira su mayor resistencia a los cambios en las
condiciones ambientales y su crecimiento autétrofo (Sanchez et al., 2012). La sacarosa es el
azucar mas utilizado en el cultivo in vitro ya que aporta carbono e induce la morfogénesis, su
presencia en el medio de cultivo, es esencial para el desarrollo de una planta in vitro debido a

que la fotosintesis en estas condiciones de cultivo suele ser insuficiente para satisfacer la
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demanda de carbono de la planta, sin embargo, cuando las concentraciones de sacarosa son
bajas, se tiende a incrementar la capacidad fotosintética, funcionamiento de los estomas,
engrosamiento de la cuticula y con ello se reducen las caracteristicas fisiologicas anormales de
la planta para adaptarse al suelo con lo que mejora su respuesta al trasplante ( Silva-Villegas .,
2009).

2.10 Proceso de aclimatacion.

La aclimatacion comienza cuando un organismo se adapta a un cambio en su entorno, cambio
de temperatura, humedad, fotoperiodo o pH, el cual se lleva en un periodo que puede tardar dias
0 semanas, esto permite que la planta vaya teniendo buen desarrollo y asi retorno del

funcionamiento autotrofico (Indacochea et al.,2017).

La aclimatacion de las plantas consiste en el paso de las condiciones in vitro a las condiciones
ex vitro, por lo que se debe tener un método estandarizado y asi preparar las plantulas para su
trasplante final (Lalam et al., 2016). Durante este periodo se pretende corregir las anomalias
fisiolégicas y morfologicas como el desarrollo deficiente de la cuticula cerosa, el
funcionamiento deficiente del sistema estomatico, aparato fotosintesis insuficiente y la baja
eficiencia de absorcion y transporte de agua, las cuales causaran el mayor porcentaje de pérdida
de plantas. Cualquier estrategia desarrollada para la fase de adaptacién debe asegurar una alta
tasa de supervivencia y un rapido crecimiento de la misma especie, un nimero apropiado de
ramas, area foliar y sistema de raices, considerando el numero y longitud de estas. La
aclimatacion es una etapa fundamental en un sistema de micropropagacion porque dependen de
ella la eficiencia del proceso y la calidad final de las plantas producidas in vitro (Diaz et al.,
2010; Castillo, 2004). La supervivencia de las plantulas regeneradas durante el periodo de
adaptacion depende fundamentalmente de las peculiaridades fisioldgicas, estructurales y
anatomicas que las plantulas pudieran desarrollar durante este proceso. Por esta razén, es
necesaria la aplicacion de técnicas de adaptacion, para el cambio de las condiciones in vitro a
ex vitro. Es fundamental apoyarse de sustratos, los cuales son uno de los materiales mas usados
para cultivos de invernadero. Debido a la diversidad de sustratos que puede haber, es todo un
desafio seleccionar la mejor mezcla para sus cultivos (Lopez et al., 2014; Escamilla-Moreno,
2015).

23



2.11 Sustratos.

Los sustratos son materiales solidos colocados en un recipiente que puede anclar el sistema de
raices de la planta y sostenerla, estos deben tener buenas caracteristicas para el desarrollo de la
planta en el cultivo (Hidalgo et al., 2009), se pueden utilizar solos 0 combinados, dependiendo
de sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, por otro lado, el sistema de produccién,
manejo del cultivo y el tipo de contenedor debe ser adecuado para cada especie (Gayosso et al.,
2016; Cortina et al., 2006). Al determinar la eleccion del sustrato, se deben considerar ciertas
propiedades fisicas como: porosidad, retencion de humedad, densidad aparente, distribucion del
tamafio de particulas y espacio de gas y propiedades quimicas como: baja capacidad de
intercambio cationico, suficiente cantidad de nutrientes asimilables, bajo contenido de sal y
minima tasa de descomposicion. Estas caracteristicas estan determinadas por los componentes
que se usan y la proporcion en la que se encuentran en la mezclan (Hidalgo et al., 2009; Baixauli-
Aguilar, 2000).

Los sustratos pueden clasificarse segun el origen de sus materiales, tipo, degradabilidad y
propiedades, en consecuencia, se pueden dividir en inertes y activos, cuyas diferencias se deben
a la capacidad de intercambio catidnico o la capacidad de almacenamiento de los nutrientes por
parte del sustrato con respecto al consumo de estos por la planta (Tabla 5) (Lépez et al., 2014).
Los materiales quimicamente activos acumulan los nutrientes y forman una reserva de la cual
los va tomando la planta, por lo tanto, como un colchdn nutritivo, esto va a depender de las
necesidades de la planta, algunos ejemplos de estos sustratos son las turbas rubias y negras,
orujos, residuos de la industria maderera, vermiculita, la corteza de pino, fibra de coco y
cascarilla de arroz. Cuando la capacidad de intercambio cationico (CIC) es casi nula, el material
actua exclusivamente como medio de soporte fisico para el cultivo, sin ejercer influencia sobre
el intercambio de minerales de los que se alimenta la planta, algunos ejemplos de estos sustratos

son la grava, roca volcanica, perlita, arcilla y lana de roca (Martinez-Roca., 2011).
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Tabla 5. Caracteristicas de sustratos activos e inertes (Martinez-Roca., 2011; Baixauli- Aguilar., 2000; Gayosso et al., 2016)

Activos

Vermiculita

Fibra de coco

Corteza de pino

Material muy ligero de elevada porosidad y niveles de retencion de agua del 45 al 50%,
su capacidad de intercambio catidnico es muy alta.

La fibra de coco es hidrofila, absorbe el agua con facilidad y no sufre contraccién o
expansidn que afecte a su capacidad de aireacién, contando con buen CIC.

Tiene alta capacidad de aireacién, pH de 5,0 a 6,0 y bajo contenido de sales, es utilizado

Lana de roca

principalmente en cultivos ornamentales.

Inertes

Este sustrato presenta densidad baja, porosidad elevada, cuenta con baja capacidad de

aireacion y la mayor retencién de agua.

La capacidad de retencidon del agua es pequefia, segun su granulometria presenta
aireacion alta y baja capacidad de intercambio catiénico, lo que significa que, casi no

retiene minerales.

Sustrato sintético, presenta baja densidad aparente, alta porosidad y alta retencién de

agua, pH alto y puede liberar cantidades significativas de cationes especialmente de

hierro y manganeso.

2.12 Planta de estudio: Bouvardia ternifolia.

Bouvardia ternifolia, mejor conocida como trompetilla, donita, candelilla, hierba de indio,
hierba del pasmo, tlacoxochitl o mirto es una especie vegetal perteneciente a la familia de
las Rubiacea. Crece en bosques templados, matorrales y pastizales de nuestro pais y se
distribuye en los estados de Durango, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Morelos, Nayarit,
Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sonora, Tamaulipas, Veracruz, y Chiapas (figura
1) (Jiménez et al.,2006; Herrera et al., 2012).

Es un arbusto perene que puede llegar a medir hasta 3 metros de altura, su tallo cuenta con ramas
con pelos blancos cortos en la juventud, 3 a 4 hojas verticiladas por nodo, estipulas pequefias,
peciolos de 0.5 a 11 mm de largo, laminas extremadamente variables (lineares, lanceoladas,
elipticas, ovadas u obovadas) con mayor frecuencia eliptico-lanceoladas de 1 a 10 cm de largo
y 0.2 a 2.5 cm de ancho, apice agudo, base cuneiforme, nerviacién pinnada, con o sin pelos,
inflorescencia generalmente en forma de cima terminal con 3 a 40 flores, pedicelos de 2 a 14

mm de largo, flores con corola tubular de color salmon, rojo o naranja, el tubo de 5 a 30 mm de
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largo, con un anillo velloso interno hacia la base, 16bulos ovados a oblongos, de 1.5 a 3.5 mm
de largo, anteras de 2 a 4 mm de largo, l6bulos del céliz lanceolados a lineares de 2 a 10 mm de
largo, el fruto es una capsula de 4.5a 9 mm de largo y 5 a 10 mm de ancho, con 10 a 30 semillas

de 2 a 3.5 mm de ancho (Jiménez et al.,2006).
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Figura 1. Distribucién de Bouvardia ternifolia en la Republica Mexicana (Villasefior y Espinosa., 1998).

2.13 Usos etnomedicos y fitoquimica de Bouvardia ternifolia.

En la medicina tradicional la raiz es utilizada en la reduccion del efecto del veneno de
escorpiones, insectos y serpientes, también se llega a utilizar para tratar problemas en el sistema
digestivo (diarrea, disenteria e infecciones), circulatorio (sangrado, hemorragias nasales y
hematomas), respiratorio (asma) y nervioso (dolor, desérdenes mentales y nervios), al igual que
fatiga, fiebre, como tonico cardiaco, para problemas en la piel como prurito o erisipela,
problemas en el embarazo y parto, colicos, para tratar la diabetes y la inflamacion (Delgado-
Altamarino., 2017; Garcia et al., 2015; Ferrer et al.., 2004; Herrera-Garcia et al., 2012;
Fernandez y Sanchez., 1981 ; Herrera-Morales., 2012; Jolad et al., 1977; Mendoza et al., 1997,
Argueta-Villamar et al., 1994; Pérez et al., 1998).

Los estudios fitoquimicos han revelado diferentes componentes en esta planta como los
hexapeptidos ciclicos bouvardin y deoxibouvardin con actividad antitumoral (Robert. et al.,

1976; Jolad et al., 1977), ursélico y acido oleandlico analizando la actividad hipoglucemiante
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(Pérez et al., 1998), &cido ursolico. y acido oleandlico, determinaron la toxicidad aguda y
subaguda (Cornejo-Garrido et al., en 2012), bouvardin, desoxi-bouvardin y 6-O-
metilbouvardin, actividad de inhibicion competitiva de la enzima acetilcolinesterasa, ademas,
las partes aéreas de la planta han mostrado actividad antioxidante y antiinflamatoria (Zapata et
al. 2023), rutina, quercetina y kaempferol, analizando el efecto de inhibicién de la enzima
acetilcolinesterasa (Herrera-Ruiz et al., 2012) escopoletia, en efecto antiinflamatorio (Garcia et
al., 2015), extracto metanolico de hojas de B. ternifolia, para la inhibio del crecimiento micelial
de Rhizoctonia solani y Phytophthora infestans (Gamboa et al., 2003) y extractos hexanico y
metandlico de raices de B. ternifolia efecto sobre la inflamacion aguda del pancreas (Jiménez et
al.,2004)

2.14 Farmacologia de Bouvardia ternifolia.

Se han realizado diversos estudios de actividades bioldgicas sobre Bouvanifolia ternifolia, los
cuales se describen en la siguiente tabla.

Tabla 6. Actividades biolégicas de Bouvardia ternifolia.

Extracto  hexanico y Actividad anti-toxica Efecto inhibitorio de la accidn toxica del veneno de Jiménez et
matanolico de raiz de B. Actividad anti pancreatica  Centruroides limpidus limpidus. al.,2004
ternifolia
Extracto  hidroalcohdlico = Inhibicién de la actividad = Inhibicibn de la enzima acetilcolinesterasa en Herrera-Ruiz
de partes aéreas y sus de la acetilcolinesterasa homogenizado de cerebro de raton. 2012
fracciones (flavonoides)
Deoxibouvardin Citotdxica Inhibicién de células tumorales de leucemia linfocitica  Jolad et al., 1977
P388.
Bouvardin Inhibicion de células tumorales para sarcoma 180. Chitnis et al.,
Citotéxica Inhibicion de la sintesis de proteinas de células tumorales = 1985
(proliferacidn de células tumorales).
Robert. et al,
1976
Extracto  hidroalcohdlico = Fungicida Actividad fungicida contra Rhizoctonia solani Kiihn. Gamboa et al.,
de partes aéreas 2003
Extracto metanélico deraiz =~ Actividad anti- = Inhibicion de hipoglucemia de los con constituyentes  Pérez et al., 1998

hiperglucémica. aislados en ratones diabéticos por aloxano.
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Extracto  hidroalcohdlico =~ Anti-alzhéimer Inhibicion de la actividad de la acetilcolinesterasa, edema  Garcia et al.,

de partes aéreas (Inhibicion de la actividad ~ de oido en ratones inducido por 2-O-tetradecanoilforbol- 2015
de la acetilcolinesterasa, 13-acetato (TPA), inhibicién de peroxidacion lipidica en
antiinflamatoria, homogenizado de cerebro de raton e inhibicion de
antioxidante 'y  neuro neurotoxicidad inducida por B-amiloide.
protectora)
Extractos de raiz Nueroprotectora evaluar los efectos protectores de los extractos de raiz de = Zapata et al.,

B. ternifolia en ratones macho sobre la barrera 2023
hematoencefalica y la regulacion positiva de las citocinas
IL-1B, IL-6 y TNF-a, y la caracterizacion de compuestos
presentes en el diclorometano (BtD ) y extractos de hexano

(BtH)
Extractos y fracciones de  Anttiflamatoria e Modelo completo de adyuvante de Freund (CFA) enratonese ~ Zapata et al.,
raiz inmunomoduladora inhibicion de NF-xB en macrofagos RAW 264.7. 2022

2.15 Cultivo in vitro de Bouvardia ternifolia.

Para la especie Bouvardia ternifolia se han empleado diferentes técnicas de cultivo in vitro, los

cuales se mencionan en la siguiente tabla.

Tabla 7. Tratamientos para el establecimiento de cultivos in vitro de Bouvardia ternifolia. Auxinas: (2.4D) Acido 2,4
Diclorofenoxiacetico, (ANA) Acido naftalenacético. (AlA) Acido indolacético, (KIN) Kinetina y (BAP) Bencilaminopurina.

Explante Reguladores de Respuesta Referencia

crecimiento
Tejido foliar AIA/BAP Organogénesis indirecta  (Fernandez-Sanchez., 1981)

(formacidn de plantulas)

Tejidos radiculares y foliares =~ ANA/BAP Formacion de callo (Fernandez-Sanchez., 1981)
Tejidos radiculares y foliares ~ AIA/KIN Formacion de callo (Fernandez-Sanchez., 1981)
Tejidos radiculares y foliares | KIN/24D Formacion de callo (Ferndndez-Sanchez., 1981)
Células en suspension ANA/BAP Protoplastos (Fernandez-Sanchez., 1981)
Tejido foliar BAP/ANA Formacidn de callo (Sanchez., 1983)
Radiculas KIN/24D Formacion de callo (Sanchez., 1983)
Tejido foliar KIN/24D Formacion de callo (Murillo-Sénchez, 1985)
Tejido radicular y foliar KIN/24D Suspensiones celulares (Murillo-Sénchez, 1984)
Tejido foliar KIN/24D Formacion de callo (Hern&ndez—Olivera., 2017)
Tejido foliar e KIN/24D Suspensiones celulares (Hernandez—Olivera., 2017)
inflorescencias
Tejido foliar 24D/KIN Formacion de callos (Robert. et al., 1976)

28



Tejido foliar 24D/KIN Suspensiones celulares (Robert. et al., 1976)

Semillas KIN/BAP Formacion de brotes (Garcia et al., 2009)

3. Justificacion

Desde épocas muy antiguas, las plantas se han utilizado como agentes importantes con fines
terapéuticos, de acuerdo con la OMS, existe un incremento de personas utilizando la medicina
tradicional para el tratamiento de diversos malestares. Como consecuencia, el interés cientifico
en compuestos bioactivos obtenidos a partir de plantas medicinales ha ido en aumento, sin
embargo, la extraccion de estos a partir de material silvestre y las colectas intensivas podrian
poner en riesgo las poblaciones naturales y perturbar su habitad. Bouvardia ternifolia conocida
como “trompetilla” tiene usos etnomédicos para tratar Ulceras genitales, disenteria, dolor de
estdbmago, diarrea, rabia, fiebre, dolores articulares, como fortificante, para mordeduras de
serpientes, abejas, escorpiones y arafias, curar llagas y detener el sangrado, tos, tosferina, en el
tratamiento de espinillas o abscesos vaginales, moretones, controlar nervios y cansancio. Se le
han otorgado actividades farmacoldgicas como citotoxicas, antitumorales, antiveneno,
antiinflamatorias, neuroprotectora, antioxidante, hepatoproectora, analgésica, homeostéatica y
sedantes. Sus principales efectos se le atribuyen a diversos grupos de metabolitos secundarios
como hexapeéptidos ciclicos bouvardin, deoxibouvardin y 6-O-metilbouvardin, flavonoides
como la rutina, quercetina, kaempferol, escopoletina, la presencia de acidos triterpénicos, como
el &cido ursdlico y el 4cido oleandlico. Estos datos comprueban el gran potencial de aplicacion
farmacoldgica de Bouvardia ternifolia y hablando a favor del empleo de estrategias
biotecnoldgicas para establecer un protocolo eficiente que permita la produccion de compuestos
bioactivos. La micropropagacion in vitro permite la obtencion masiva de plantulas mediante un
sistema de propagacion clonal como alternativa a la colecta de ejemplares silvestres, por lo cual;
tener la disponibilidad de material todo el afio es factible ya que algunas especies solo estan
presentes en cierta época del afio, teniendo un sistema independiente de las condiciones externas
donde el nimero de plantas que se puede obtener es ilimitado para el desarrollo de analisis
quimicos y/o farmacoldgicos. En la presente propuesta de investigacion se plante0 realizar el

establecimiento de un protocolo de micropropagacion y de aclimatacion de plantulas de
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Bouvardia ternifolia generadas por organogénesis indirecta como posible fuente de produccion

de metabolitos secundarios con aplicacion farmacoldgica.

4. Hipotesis

El implemento de un protocolo de micropropagacion y aclimatacion de plantulas de Bouvardia
ternifolia generadas por organogénesis indirecta permitira el establecimiento de un cultivo de

plantas en condiciones de invernadero.
5. Objetivo general

Establecer un protocolo de micropropagacion y aclimatacion en plantulas de Bouvardia

ternifolia generadas por organogénesis indirecta
5.1 Objetivos particulares

1. Evaluar diferentes concentraciones y combinaciones de reguladores de crecimiento en
la induccion a callogénesis en Bouvardia ternifolia.

2. Generar plantulas de Bouvardia ternifolia a través de un proceso de micropropagacion
por organogeénesis indirecta.

3. Evaluar diferentes concentraciones y combinaciones de reguladores de crecimiento en
la induccioén a enraizamiento de plantulas en Bouvardia ternifolia.

4. Desarrollar un método de endurecimiento de plantulas y aclimatacién en Bouvardia
ternifolia.

5. Evaluar el porcentaje de supervivencia de plantulas de Bouvardia ternifolia en diferentes

sustratos.
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6. Metodologia.

Figura 2. Estrategia experimental.
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6.1 Material vegetal.

Plantas de Bouvardia ternifolia (Cav.) Schlechter (Rubiaceae) se colectaron en agosto del 2018
en la comunidad de Coajomulco, Municipio de Huitzilac Morelos (19° 01° 37.94” N; 99° 12°
39.57” W con 2589 msnm) en temporada de sequia. Un ejemplar fue llevado al herbario del
Centro Medico Siglo XXI (IMSSM) para su autenticacion por la Dra. Abigail Aguilar Contreras,
registrandolo con el numero HPMIMSS13596.
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6.2 Medios de cultivo.

Para la realizacion de los ensayos de cultivo in vitro de Bouvardia ternifolia se utilizé el medio
basal de Murashige y Skoog (MS) (1962) modificado al 50% de sus macro y micronutrientes.
Se utilizaron sacarosa al 3% como fuente de carbono y 0.1 g/L mio-inositol con un pH ajustado
a5.75 £ 0.1 previo a la esterilizacion en autoclave por 25 min a 121°C.

6.3 Medio de desinfeccion.

Medio basal MS complementado 1 g/L con carbén activado y 3 g/L de Phytagel® (Sigma)

(medio semisolido) (tabla 9).

6.4 Medio de induccion a callogénesis.

Medio basal MS complementado con los reguladores de crecimiento acido a-naftalenacético
(ANA), 6-bencilaminopurina (BAP), &cido indol-3-acético (AlA), 6-furfurilaminopurina (KIN)
y &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) a diferentes concentraciones y combinaciones (tabla
10).

6.5 Medio de induccidn a micropropagacion por organogenesis indirecta.

Medio basal MS complementado con los reguladores de crecimiento acido indol-3-acético

(AlA) y 6-bencilaminopurina (BAP) a una concentracion de 0.1 mg/L.

6.6 Medio de induccion a enraizamiento en plantulas.

Medio basal MS complementado con los reguladores de crecimiento é&cido 2,4-
diclorofenoxiacético (24D), acido indolbutirico (IBA), acido a-naftalenacético (ANA) y acido
indol-3-acético (AlA) a diferentes concentraciones y combinaciones (tabla 11).

6.7 Medio para el proceso de endurecimiento en plantulas.

Tabla 8. Medio basal MS con reduccion gradual en la concentracion de sacarosa.

Reduccion gradual de la concentracion de sacarosa
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Concentracién de sacarosa Tiempo ( semanas)

20 g/L Sacarosa 1
10 g/L Sacarosa 2
5g/L Sacarosa 3
0 g/L Sacarosa 4

6.8 Método de desinfeccion en explantes de B. ternifolia.

Para la desinfeccion de explantes de B. ternifolia se llevo a cabo el siguiente protocolo (Tabla
9). El proceso se llevd a cabo dentro de una campana de flujo laminar (marca VECO). Se
colocaron 5 hojas en frascos que tenian 250 ml que contenian 25 ml de medio basal MS. Los
frascos fueron depositados en un cuarto de cultivo a temperatura de 25°C y fotoperiodo de 16h

luz/8h oscuridad por un periodo de 7 dias.

Tabla 9. Proceso de desinfeccion de explantes de Boubardia ternifolia.

N° Lavado Tratamiento Tiempo(minutos)
1 Agua estéril 2

2 Agua estéril 2

3 Etanol al 70% 6

4 Agua estéril 1

5 Hipoclorito de sodio 12

6 Agua estéril 1

7 Agua estéril 1

6.9 Proceso de induccién a callogénesis en Bouvardia ternifolia.

Frascos con 250 ml que contenian 25ml de medio basal MS adicionado con los reguladores de
crecimiento acido 2,4 diclorofenoxiacetico (2.4D), acido naftalenacético (ANA), éacido
indolacético (AlA), kinetina (KIN) y 6-bencilaminopurina (BAP) a diferentes concentraciones
y combinaciones (tabla 10), fueron utilizados para la induccion a la formacion de callo tipo
compacto con 6 repeticiones por tratamiento (4 explantes para cada tratamiento). La incubacion
de los explantes tomé un periodo de 28 dias a temperatura de 25°C y fotoperiodo de 16h luz/8h.
Después de un periodo de 3 semanas se registraron los cambios en las caracteristicas fisicas y

el nimero de explantes con formacién de callo compacto.
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Tabla 10. Tratamientos para la induccion a callogenesis de tipo compacto a partir de explantes de hoja de B.
ternifolia con los reguladores de crecimiento 4 diclorofenoxiacetico, acido naftalenacético, acido indolacético,

kinetina y 6-bencilaminopurina.

1 ANA 2mg/L / BAP 0.002 (Fernandez y Sanchez 1981)
2 ANA 1mg/L /BAP 0.01 (Sanchez., 1983)

3 AIA 5mg/L /KIN 0.01 (Fernandez y Sanchez., 1981)
4 KIN 1mg/L/24D 0.005 (Murillo-Sénchez, 1985)

5 KIN 1mg/L/24D 0.05 (Herndndez-Vazquez., 2017)

6.10 Proceso de induccidn a organogénesis indirecta en Bouvardia ternifolia.

Se utilizaron los reguladores de crecimiento acido indolacético y 6-bencilaminopurina a una
concentracion de 0.1mg/L, tomando como referencia a Fernandez y Sénchez., 1981 para la
induccién a organogénesis indirecta a partir de los callos compactos obtenidos en ensayos
anteriores y el desarrollo de las plantulas generadas.

En frascos que tenian 250 ml que contenian 25 ml de medio basal MS. Los frascos fueron
depositados en un cuarto de cultivo a temperatura de 25°C y fotoperiodo de 16h luz/8h oscuridad

por un periodo de 4 semanas.

6.11 Proceso de induccion a enraizamiento de plantulas de Bouvardia ternifolia.

Se emplearon las auxinas &cido 2,4 diclorofenoxiacetico (2,4-D), &cido naftalenacético (ANA),

acido indolacético (AIA) y é&cido indolbutirico (IBA) a diferentes concentraciones y
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combinaciones para la induccion a la formacion de raices en los brotes desarrollados. Se
establecieron 12 tratamientos (tabla 11) con 5 repeticiones cada uno (4 plantulas por repeticion).
Después de un periodo de 8 semanas se determino el nimero de plantulas por tratamiento con
la formacion de raices. En frascos que tenian 250 ml que contenian 25 ml de medio basal MS.
Los frascos fueron depositados en un cuarto de cultivo a temperatura de 25°C y fotoperiodo de
16h luz/8h oscuridad por un periodo de 8 semanas.

Tabla 11. Tratamientos para la induccién a enraizamiento de plantulas de B. ternifolia &cido 2,4
diclorofenoxiacetico, acido naftalenacético, &cido indolacético y acido indolbutirico.

Tratamientos Reguladores de crecimiento (mg/L)

2.4-D IBA ANA AlA
1 0.5mg/L
2 0.25mg/L
3 0.125mg/L
4 0.5mg/L
5 0.25mg/L
6 0.125mg/L
7 0.5mg/L
8 0.25mg/L
9 0.125mg/L
10 0.5mg/L
11 0.25mg/L
12 0.125mg/L

6.12 Optimizacion de proceso de enraizamiento en plantulas de Bouvardia ternifolia.

Posterior a obtener los resultados de enraizamiento de los 12 tratamientos propuestos, se
agregaron dos tratamientos mas con 50 repeticiones con 4 plantulas cada uno, modificando las
concentraciones de los reguladores de crecimiento utilizados en el tratamiento nimero 10, el
cual fue el de mayor respuesta a la formacion de raices en plantulas de Bouvardia ternifolia. Las
plantulas utilizadas fueron obtenidas a partir del proceso de micropropagacion en ensayos
anteriores. Estos tratamientos fueron propuestos con la finalidad de potenciar la respuesta a la
formacion de raiz, incrementando las concentraciones de la auxina AIA (Acido indol-acetico),
ya gue se ha observado que, en concentraciones elevadas, este regulador provoca una respuesta
positiva a la formacién de raiz en plantulas de Bouvardia ternifolia (Alcantara-Godoy., 2019).

Las plantulas con formacion de raiz fueron utilizadas en el proceso de endurecimiento.
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6.13 Proceso de endurecimiento de plantulas in vitro de Bouvardia ternifolia.

Para iniciar el proceso de endurecimiento se utilizaron las plantulas provenientes del tratamiento
de enraizamiento empleando medio MS basal sin la adicidn de reguladores de crecimiento, con
una reduccion gradual de la fuente de carbono (sacarosa): 20 g/L en la primera semana, 10 g/L
en la segunda semana, 5 g/L en tercera semanay 0 g/L en la cuarta semana. Se utilizaron frascos
de 250 ml con 25 ml de medio MS, los frascos se esterilizaron en autoclave a 120°C por 20
minutos. En frascos que tenian 250 ml que contenian 25 ml de medio basal MS. Los frascos
fueron depositados en un cuarto de cultivo a temperatura de 25°C y fotoperiodo de 16h luz/8h
oscuridad por un periodo de 4 semanas.

La transferencia del material vegetal se realizé después de una semana de haber terminado el
proceso reduccidn de sacarosa. Posteriormente se colocaron en frascos con 25 gr de los sustratos
perlita y vermiculita al 100% esterilizados 3 veces a 120°C por 20 minutos en autoclave, se
dejaron en condiciones de cuarto de cultivo a temperatura de 25°C y fotoperiodo de 16h luz/8h
con riego con agua destilada cada 7 dias por un periodo de 4 semanas para finalizar con el

endurecimiento.

6.14 Acondicionamiento ex vitro de plantulas de B. ternifolia en diferentes sustratos.

Los sustratos vermiculita, perlita y tierra se colocaron en macetas de 20 cm de largo, 20 cm
ancho y 20 cm alto, con las siguientes combinaciones: Tratamiento 1: 25% vermiculita / 75%
tierra. Tratamiento 2: 50% vermiculita / 50% tierra. Tratamiento 3: 75% vermiculita / 25%
tierra. Tratamiento 4: 25% perlita / 75% tierra. Tratamiento 5: 50% perlita / 50% tierra.
Tratamiento 6: 75% perlita / 25% tierra.

Para la transferencia de las plantulas a los sustratos, las raices se lavaron en agua destilada
estéril, las plantulas tuvieron un proceso de seleccion con base a ciertos criterios: nimero de
hojas, presencia de raices laterales y una estatura promedio de 5 a 6 cm. Las macetas se

mantuvieron en un cuarto de cultivo a temperatura de 25°C y fotoperiodo de 16h luz/8h,
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realizando riegos diarios con 100 ml de agua estéril durante las primeras semanas para mantener

una alta humedad, para posterior realizar riegos cada tercer dia.

7 RESLTADOS Y DISCUSION.

7.1 Desinfeccion de explantes.

Figura 3. Explantes desinfectados de
Bouvardia ternifolia colocados en frascos

con medios MS basal por 7 dias.

Para obtener explantes y plantulas libres de patdgenos se
requiere del implemento de diferentes métodos de
desinfeccion, etapa crucial para el establecimiento de
cultivos in vitro viables. El lavado de los explantes con
productos desinfectantes bajo condiciones asépticas,
elimina patogenos superficiales, sin embargo puede
ocasionar dafios en las células, produciendo necrosis y
afectando eventualmente los procesos in vitro (Ticona-
Triguero, 2019), por lo cual es necesario desarrollar un
tratamiento Optimo para cada especie, de acuerdo a la
superficie de contacto y naturaleza del explante, existen

tratamientos que vinculan concentraciones Optimas de

usar para cada desinfectante versus tiempo de exposicion, lo cual proporcione una cantidad

aceptable de explantes viables (Eloisa- Hernandez., 2016).

Se realizd el método de desinfeccion descrito en la tabla 9 sobre explantes de hojas de Bouvardia

ternifolia, obteniendo un porcentaje del 98% de efectividad, logrando observar posterior a 7 dias

del ensayo, explantes sin dafio, fenolizacion, muerte o contaminacién por bacterias u hongos

(figura 3), por lo que el método utilizado fue determinado como idoneo sobre esta especie. El

método fue similar al utilizado por Fernandez y Sanchez (1981) sobre Bouvardia ternifolia,

donde trabaj6 con explantes como hojas, tallos, peciolos y raices, sumergiendo en etanol al 70%,

hipoclorito de sodio y agua destilada estéril, obteniendo un 80% de efectividad. Los explantes

desinfectados fueron utilizados para la induccion a la formacion de callo tipo organogénico.
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7.2 Proceso de induccidn a callogénesis en Bouvardia ternifolia.

Los reguladores de crecimiento son las principales herramientas para el cultivo de tejidos y
células vegetales, estos pueden ocasionar varias respuestas como la produccion de células no
organizadas denominadas callos, esto puede suceder siempre y cuando se llegue a utilizar la
concentracion y combinacion correcta para la especie de estudio (Cossio., 2013). Las auxinas y
citoquininas como reguladores de crecimiento importantes en el crecimiento y la morfogénesis
en el cultivo in vitro. La produccion de callo puede generarse por los efectos de las auxinas y
las citoquininas en conjunto ya que gracias a que sus funciones promotoras de division celular
se puede obtener este cumulo de células no diferenciadas, se requiere de un expalnte inicial, el
gue pueda tener una alta diferenciacion de sus tejidos, como raiz, tallo u hoja, en cualquier caso,
la induccidn de callo representa un proceso de desdiferenciacion y division celular intensa, el
cual depende principalmente del explantes, genotipo, medio de cultivo, tipo de regular de
crecimiento como también su concentracion y combinacion (Randel et al.,2015) (Beraut et al.,
2014)

Para el cultivo de callo se utilizaron 24 explantes de hoja de B. ternifolia desinfectados por
tratamiento, expuestos a diferentes combinaciones y concentraciones de reguladores de
crecimiento como se muestra en la tabla 10, dando como resultados lo siguiente: A 3 semanas
de haber iniciado el proceso de induccidn callogénesis, el tratamiento 2 (ANA 1mg/L/BAP
0.01mg/L) produjo una mayor cantidad de callo compacto u organogénico (29.16% de
respuesta) (figura 4) en comparacion con los otros tratamientos, donde se obtuvieron porcentajes
de respuesta entre el 4.16 y el 16.66 % (tabla 12). Los callos obtenidos mostraron una
consistencia dura y coloracion verde intenso, sin embargo, también se dio la formacion de callo
de tipo friable, el cual presentd una consistencia disgregable y coloracién beige claro (figura 5).
El callo compacto u organogénico fue utilizado en la siguiente fase de este proyecto, la
induccion a organogénesis para la generacion de plantulas. La formacion de callos depende en
gran medida de los tipos de explantes y hormonas utilizadas (Rodriguez et al., 2014). En
Bouvardia ternifolia, cuando los explantes fueron expuestos a ANA 1 mg /L /BAP 0,01 mg/
L, la formacion de callo organogénico aument6 significativamente, mientras que en el
tratamiento 1 ANA 2/BAP 0.002 mg/L dio un resultado del 16.66%, el tratamiento 3 AIA 5/KIN

38



0.01 mg/L dio un resultado del 4.16%, el tratamiento 4 KIN 1/24D 0.005 mg/L dio un resultado
del 8.33% y el tratamiento 5 KIN 1/24D 0.05 mg/L dio un resultado del 16.66%, mostrando un

bajo resultado para la formacion de callo tipo organogénico.

Los resultados observados son similares a los obtenidos por Sanchez en 1983, donde al utilizar
los mismos reguladores de crecimiento en iguales condiciones (ANA 1mg / L / BAP 0.01mg

/L), indujeron la formacion de callo tipo organogénico.

Por otro lado, Fernadndez y Sanchez en 1981 mencionan que, al utilizar los reguladores de
crecimiento ANA (2mg /L)y BAP (0.002mg/L), se da la formacién de callo de tipo compacto,
sin embargo, al utilizar el mismo tratamiento en este proyecto, no se mostro respuesta positiva

a la formacion de callo compacto, pero si a la de callo friable.

Figura 4. Callos organogénicos de Bouvardia ternifolia obtenidos a partir del tratamiento nimero 2
(ANA 1mg/L/BAP 0.01mg/L) de induccion a callogénesis.
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Figura 5. Callo friable de Bouvardia ternifolia obtenido a partir del tratamiento nimero 3 (AIA

5mg/L /KIN 0.01) de inducci6n a callogénesis.

Los callos compactos obtenidos fueron utilizados para la induccion a organogenesis y la
obtencion de plantula a partir de la exposicion con los reguladores AIA y BAP a una

concentracion de 0.1mg/L cada uno.

Tabla 12. Produccién de callo compacto u organogénico durante el periodo de

evaluacién en los diferentes tratamientos de induccidn a callogénesis en B. ternifolia.

1 ANA 2mg/L / BAP 0.002 mg/L 4 de 24 16.66%
2 ANA 1mg/L/BAP0.01 mg/L  7de24 29.16%
3 AIA 5mg/L / KIN 0.01 mg/L 1de24 4.16%
4 KIN 1mg/L /24D 0.005 mg/L 2 de 24 8.33%
5 KIN 1mg/L / 24D 0.05 mg/L 4.de 24 16.66%

7.3 Proceso de induccién a organogénesis indirecta.

Debemos de tener en cuenta los tipos de reguladores, su combinacién y rangos de concentracion
que deben ser optimizados para cada especie, genotipo y etapa de multiplicacion determinada.
Las condiciones de incubacion de los cultivos in vitro dependeran de la especie con la que se
trabaje (Segretin., 2015). La funcion principal de las auxinas y citoquininas es la de ejercer
multiples efectos sobre el crecimiento y desarrollo de 6rganos vegetales, la presencia de
citoquininas provoca la formacién de nuevos brotes, permitiendo asi la aparicion de nudos y a
su vez nuevas hojas mientras que las auxinas promueve la division celular estimulando el
crecimiento vegetativo de los explantes, la relacion entre auxinas y citoquininas son la
explicacion de una serie de procesos fisioldgicos, incluida la regulacion de la division celular y
asi la multiplicacion de brotes (Jordan-Casserato., 2006; Eloisa,-Hernandez., 2016; Azcon-
Talon., 2013).
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Los resultados observados también guardan similitud con los descritos por diferentes autores
durante  la  propagacion in  vitro de  otras  especies arbOreas como Tectona
grandis L., Pithecellobium dulce, Caesalpinia spinosa, O. Kuntz y C. officinalis. Los autores
refieren que con el empleo de estos reguladores de crecimiento en el medio de cultivo podemos
obtener la formacion de nuevos brotes, asi como modelo para otras especies forestales de la
familia Rubiaceae (Jiménez etal., 2018).

La totalidad de callos compactos obtenidos en el proceso de callogénesis fueron colocados en
tratamientos para la induccion a organogénesis indirecta y la produccion de plantulas utilizando
los reguladores de crecimiento AIA y BAP a una concentracion de 0.1mg/L cada uno. Se logrd
observar la formacion de brotes, nudos y hojas en un periodo de30 dias, donde se alcanz6
mejores niveles de brotacion en plantulas de Bouvardia ternifolia utilizando esta combinacién
y concentracion. Durante la primera semana de exposicion de los callos compactos a los
reguladores de crecimiento, se observd un aumento de su volumen y la formacion de brotes en
algunas zonas del callo, a partir de la segunda semana de cultivo se observo un aumento en la

proliferacion de brotes y su elongamiento (figura 6).

A partir de la tercera semana se observo un mayor crecimiento de los brotes con la formacion
de hojas, obteniendo en la cuarta semana plantulas de aproximadamente 1 a 2.5 cm de diametro
con la presencia de 2 a 4 hojas, las cuales fueron individualizadas para llevar a cabo el proceso
de enraizamiento (figura 7). El éxito radicé en varios factores para la manipulacion de la
organogénesis, entre ellos, se menciona el tamafio y la edad fisiologica de los explantes,
genotipo, medio de cultivo, concentracion y combinacion de reguladores de crecimiento debido
a que se ha comprobado que los tejidos juveniles tienen mayor respuesta a la formacion de
brotes, ya que explantes como hojas, tallos o raices tienen alta diferenciacion de sus tejidos
(Pérez et al., 2008) (Rodriguez et al., 2018).

Los resultados obtenidos son compararon con los de Fernandez-Sanchez., 1981, encontrandose
similitud en la formacion de brotes, que se llevo en un periodo de 20 dias utilizando los
reguladores AIA'Y BAP en concertaciones 0.1 mg/L. Esto nos demuestra que las auxinas y las

citoquininas en conjunto disparan la brotacion de manera rapido y eficaz en comparacion a otras
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especies vegetales donde los tiempos de respuestas pueden alargarse a semanas y hasta meses,

lo cual permitiré estandarizar en futuras investigaciones sobre Bouvardia ternifolia.

Las plantulas obtenidas fueron utilizadas para el proceso de enraizamiento a partir de la
exposicion a los reguladores de crecimiento, proponiendo 12 tratamientos con 4 auxinas en 3

diferentes concentraciones (tabla 11).

Figura 6. Proceso de organogénesis indirecrta de Bouvardia ternifolia durante un periodo de 4 semanas. A)
Callo organogénico expuesto por 1 semana a reguladores de crecimiento. B) Callo organogénico expuesto por
2 semanas a reguladores de crecimiento con la generacion de un mayor numero de brotes. C) Callo organogénico
expuesto por 3 semanas a reguladores de crecimiento con elongacion de los brotes generados. D) Callo

organogénico expuesto por 4 semanas a los reguladores de crecimiento.
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Figura 7. Proceso de individualizacion de plantulas de B. ternifolia obtenidas por

organogeénesis indirecta.

7.4 Proceso de induccién a enraizamiento de plantulas de B. ternifolia.

Para el proceso de enraizamiento se colocaron 12 tratamientos con 5 repeticiones cada uno (4
plantulas individualizadas por repeticion), subcultivadas en medio MS basal con diferentes
combinaciones y concentraciones de reguladores de crecimiento (tabla 11) para la induccién a
la formacion de raices. Después de 21 dias de exposicion a los diferentes tratamientos, se
observo la formacion de raices en los tratamientos nimero 9 (ANA a 0.125mg/L) y 10 (AlA a
0.5mg/L) con un porcentaje de respuesta del 10 y del 80 % respectivamente, posteriormente se
realizaron 2 nuevos tratamientos modificando las concentraciones de reguladores de

crecimiento del tratamiento niimero 10.

El tratamiento nimero 10 mostrd la mejor respuesta respecto al grosor de la raiz, extension y a
la altura del brote, con diferencias significativas del resto de los tratamientos. EI nimero de
hojas y alargamiento del tallo fue superior con diferencias significativas en comparacién con el
resto de los tratamientos. Se probaron 2 tratamientos més (nimero 13 y 14) para mejorar la
respuesta observada en el tratamiento nimero 10, aumentando la concentracion del regulador
de crecimiento AIA, sin embargo, estos tratamientos no mostraron los resultados esperados y
fueron descartados por inducir solo la formacion de callo de tipo friable en la parte inferior de

las plantulas individualizadas, mostrando hinchamiento del tejido y proliferacién celular
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desorganizada (figura 9) al igual que en los tratamientos namero 1,2,3,6,7 y 8. La formacion de
callo en la region basal de los brotes podria estar relacionado con el incremento exdgeno de la
concentracion de auxina, ya que se reconoce que algunas plantas pueden tener un elevado
contenido enddgeno, provocando la division celular descontrolada dando lugar a la formacion

de masas callosas (Ruiz et al., 2016).

En los tratamientos numero 4,5,11 y 12 no se observé ningin cambio, es decir la formacion de
callo friable o la formacidn de raiz (figura 9), por lo que se determind al tratamiento nimero 10
(AIA a 0.5mg/L) como el de mejores caracteristicas para llevar a cabo el enraizamiento de
plantulas de B. ternifolia. Dentro de las caracteristicas mas relevantes de las auxinas se encuentra
su capacidad para inducir la formacién y elongacién de tallos en vegetales, promover la division

celular en cultivos de callos y como principal, el promover la formacion de raices adventicias.

El AIA es un axina producida de manera natural por las plantas, pero también se puede producir
de manera sintética con caracteristicas potenciadas en comparacion con la molécula natural, esta
fitohormona es muy importantes en el desarrollo del sistema radicular primario, lateral y
adventicio por lo que se les atribuye una actividad especifica en la formacion estructural de la
raiz, ademas, tienen la capacidad de controlar y regular los factores dependientes del desarrollo
radicular (crecimiento de ejes radiculares, aparicion de raices laterales y direccion y elongacién
de laraiz) (Alcantara-Godoy., 2019). Con el uso de esta auxina se obtuvo el mayor efecto sobre
la formacion de raices en plantulas de Bouvardia ternifolia. Para lograr esto se tuvo que
optimizar un protocolo para la especie, donde se procuré minimizar la formacion de callo y

maximizar la tasa de enraizamiento y supervivencia de las plantas.

Trabajando con Bouvardia ternifolia en 2009, Garcia indujo la formacidn de raices adventicias
en brotes de Bouvardia ternifolia utilizando los reguladores IBA, AIA y ANA con 5
concentraciones diferentes para cada auxina, permitiendo asi la formacion de raices de mayor
longitud, grosor y vitalidad con el regulador de crecimiento &cido indolbutirico (IBA) en una
concentracion de 0.5 mg / L, sus resultados difieren con los obtenidos en este proyecto, ya que
no se encontro formacion de raices en la concentracion propuesta de (IBA). La diferencia en los
resultados podria estar relacionada con el “ecotipo”, término utilizado para una subpoblacion
genéticamente diferenciada al resto de individuos de la misma especie. Esto plantea que los

especimenes utilizados por Garcia podrian diferir genéticamente a los utilizados en este
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proyecto a pesar de tratarse de la misma especie, por lo que la respuesta a la formacion de raices
adventicias se obtuvo al utilizar diferentes auxinas (Lara-Valverde., 2003).

Se realizd un andlisis de varianza de 1 via para posteriormente llevar a cabo el método estadistico
de Dunnett para la determinar los 12 tratamientos de induccidn a enraizamiento y ver si tienen
una diferencia significativa versus el control, el método de Dunnett determina los niveles de
confianza para cada tratamiento segln corresponda, en los tratamientos numero 1, 2, 3, 4, 5, 6.
7, 8,9, 11 y 12 obtuvieron una respuesta negativa por lo que no existe una diferencia
significativa para generacion de raices respecto al control, en el tratamiento nimero 10 se obtuvo
un resultado positivo, mostrando una produccion significativa en el nimero de raices respecto
al control. Como resultado de este estadistico, los datos nos sugieren utilizar el tratamiento

numero 10 (AlA a.5mg/L) para la induccion a rizogénesis es el optimo en Bouvardia ternifolia.

Tabla 13. Tratamientos de enraizamiento en plantulas de B. ternifolia. ANOVA: F
(12,52)=101.9 p<0.05 (*), p<0.01 (**) contra el control negativo (prueba de Dunnett’s).

T1(2.4-D a .5mg/L) 80%
T2 (2.4-D a .25mg/L) 0% 25% 75%
T3 (2.4-D a.125mg/L) 0% 15% 85%
T4 (IBAa .5mg/L) 0% 0% 100%
T5 (IBA a .25mg/L) 0% 0% 100%
T6 (IBA a.125mg/L) 0% 35% 65%
T7 (ANA a .5mg/L) 0% 25% 75%
T8 (ANA a .25mg/L) 0% 10% 90%
T9 (ANA a .125mg/L) 10% 0% 90% *
T10 (AlA a.5mg/L) 80% 0% 20% **
T11(AlA a .25mg/L) 0% 0% 100%
T12 (AlA a.125mg/L) 0% 0% 100%
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Figura 8. Plantulas de B. ternifolia con la formacion de callo friable en
tratamiento de enraizamiento de los tratamientos 2, 3,6y 7.

Figura 9. Plantulas de B. ternifolia sin respuesta a la formacion
de raiz en los tratamientos 1, 4, 5, 8, 9, 11, 12, 13 y 14.

Figura 10. Plantulas de B. ternifolia con respuesta a la

formacion de raiz del tratamiento numero 10.

7.5 Proceso de endurecimiento de plantulas in vitro de Bouvardia ternifolia.

El proceso de endurecimiento se realiza en la Ultima etapa del proceso de micropropagacion, es
el momento adecuado para "fortalecer" la planta y observar los mecanismos fisiol6gicos y
morfolégicos de su resistencia a los factores de estrés (Cortina et al., 2006), asegurando asi un
Optimo desarrollo bajo condiciones in vitro. EI método utilizado sobre las plantulas de
Bouvardia ternifolia fue reducir gradualmente la concentracion de sacarosa y aumentar
gradualmente el intercambio gaseoso y sus funciones fisioldgicas (figura 11). Durante este
proceso se utilizaron 18 plantulas provenientes del proceso de enraizamiento y sometidas a

estrés, mostrando cambios lentos y de forma gradual.
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Durante el proceso de eliminacion gradual de la fuente de carbono (sacarosa) se observo el
crecimiento de la raiz, elongacion del tallo y formacion de nuevas hojas. El endurecimiento es
un proceso en el que se promueven los mecanismos de resistencia y segun Azcon-Talon (2013),
el concepto de resistencia o tolerancia al estres hace referencia a la capacidad de una planta para
sobreponerse a condiciones ambientales desfavorables. El logro se basa en la activacion de la
fotosintesis durante la fase de endurecimiento que constituye una etapa decisiva en la adaptacion
a las condiciones naturales, de lo contrario ocurre la muerte de las plantas, principalmente por
por el bajo de la funcionalidad autotréfica, desarrollo brotes funcionales e incrementar la
resistencia a la perdida de agua y el ataque de patdgenos, tienen una alta tasa de transpiracion,
que provoca una gran pérdida de agua, debido a que poseen una delgada capa de cera
epicuticular y un anormal funcionamiento de los estomas, raices poco funcionales, presentando
epidermis no suberizada y pocos pelos radicales, los que generalmente mueren postranplante
(Lalam et al., 2016; Indacochea et al.,2017).

En el proceso de aumento en el intercambio gaseoso y adecuacién a sustrato se utilizaron 18
plantulas provenientes de la fase de reduccion de sacarosa, se colocaron en frascos que contenian
los sustratos perlita y vermiculita al 100% (25 gr) (figura 12). Cada tres dias, las tapas de
aluminio de los frascos que contenian a las plantulas en sustrato fueron perforadas y regadas
con 5 ml de agua estéril. Durante este proceso se obtuvo un porcentaje de sobrevivencia del 88.8
% de las plantulas colocadas en perlita, mostrando una coloracién verde intenso, la formacion

de nuevas hojas, elongamiento del tallo y crecimiento de la raiz, mientras que las plantulas
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colocadas en vermiculita sufrieron un proceso de contaminacion y muerte a partir de la segunda

semana, teniendo un porcentaje de sobrevivencia del 11.1% de plantulas en mal estado.

La funcion de la perlita en las plantas es mejorar la aireacion, esto les permite mantener la
oxigenacion en la raiz y retener la humedad, ayudar a sostener las plantas debido a su alta
porosidad, y también puede actuar como aislante para que las plantas no sufran calor. En este
caso, es muy Util por sus caracteristicas tanto quimicas como fisicas, ayudando a las raices a
tener una mejor respiracion, lo cual es imposible en una tierra compactada, de manera que la
mezcla de perlita proporciona la aireacion necesaria debido a la alta porosidad del material
(Segun Ldpez et al., 2014; Valencia et al., 2019). La vermiculita, por otro lado, es un sustrato
con alta porosidad, con valores similares a la perlita, también tiene mayor retencién de agua que
la perlita, pero su capacidad de intercambio catidnico es muy alta, ademas cuenta con un nivel
alto de humedad, esta propiedad podria ser una obstaculo para la finalizacion del proceso de
endurecimiento debido a que las plantulas no pueden eliminar el vapor de agua acumulado por
la humedad y por falta de espacio, escaseando el intercambio gaseoso, donde se pueden
manifestar alteraciones o déficit en cuanto a su estructura anatémica, morfoldgica y fisiologica,
debido al estrés hidrico provocado por la ausencia de regulacion estomatica (Martinez-Roca.,
2011).

Se determind que el sustrato perlita es el de mejores caracteristicas para el proceso de
endurecimiento de plantulas de B. ternifolia, obteniendo un mejor comportamiento que el
observado con el sustrato vermiculita. Las plantulas de Bouvardia ternifolia pudieron
sobreponerse al estrés nutricional al que fueron expuestas, acompafadas de un sustrato de tipo
inerte y libre de cualquier contaminante, cuya funcién principal es proporcionar una mejor
aeracion radicular gracias a su porosidad, permitiendo el desarrollo radicular con buena

retencion de humedad.

Figura 12. Plantulas de B. ternifolia colocadas en los sustratos perlita y

vermiculita al 100% en proceso de aumento de intercambio gaseoso.
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7.6 Acondicionamiento ex vitro de plantulas de B. ternifolia en diferentes sustratos.

Las raices desarrolladas in vitro son extremadamente fragiles, al ser colocadas en sustrato
mueren, por lo que la eleccion de un sustrato con buenas caracteristicas fisicas y quimicas es
indispensable para el éxito de esta etapa. Para el trasplante, se debe elegir un sustrato suelto y
poroso que permita un desarrollo y crecimiento éptimo de las raices. Los sustratos se pueden
utilizar solos o combinados, las mezclas son diferentes y muy variadas de acuerdo a la especie

que se esté manipulando (Lalam et al., 2016).

La transferencia de condiciones de cultivo in vitro a ex vitro de las plantulas endurecidas de
Bouvardia ternifolia fue un proceso gradual y hubo que adoptar una serie de precauciones
destinadas principalmente a evitar la deshidratacién y contaminacién del material vegetal (figura
13). Las plantulas obtenidas del proceso de endurecimiento se colocaron en diferentes
combinaciones de sustratos con tierra (figura 13). Al colocar plantulas en una combinacion de
25% vermiculita o perlita / 75% tierra, 50% vermiculita o perlita / 50% tierra'y 75% perlita /
25% tierra, no se observo un buen desarrollo del area foliar ni radicular, teniendo una coloracion
amarillenta y registrando un porcentaje de sobrevivencia del 0%. Este bajo porcentaje puede
deberse a que las plantas tuvieron que adaptarse de una nutricion heterétrofa a una autétrofa,
aunque las plantas en el ensayo habian desarrollado raices, tuvieron también que desarrollar
brotes funcionales e incrementar la resistencia a la perdida de agua y el ataque de patdgenos
(Indacochea et al.,2017).

Al colocar plantulas en una combinacion de 75% vermiculita / 25% tierra, se observaron
mejores caracteristicas de crecimiento, buena coloracion verde de las plantas, mostrando un
crecimiento lento pero constante y desarrollando area foliar, obteniendo un porcentaje de
sobrevivencia del 50%, observando una buena adaptacion fisiologica a los cambios de un medio
ambiente en condiciones ex vitro, esto se debe a que estos sustratos tienen caracteristicas y
funciones diferentes como retencion de agua, aeracion radicular y uno de las méas importantes
es la capacidad de intercambio catiénico (CIC), este nos indica el potencial del sustrato para
retener e intercambiar nutrientes con el suelo, por lo que al poner a vermiculita que tiene un alto
indice de CIC y perlita un bajo indice de CIC en combinacion igual observamos que vermiculita
como sustrato éptimo para el desarrollo y aclimatacion en plantas de Bouvardia ternoflia, sin

embargo, debido a la contingencia provocada por el virus COVID-19, las plantulas fueron
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perdidas antes de lograr colocarlas en un porcentaje del 100 % de tierra. La vermiculita ha sido
el sustrato mas exitoso gracias a su retencion de agua y almacén de nutrientes, siendo adecuada
para el crecimiento de las plantas en un porcentaje alto en combinacion con tierra (Lopez-Ruiz,
2014). Cada especie vegetal necesita nutrientes especificos, en el caso de Bouvardia ternifolia,
el sustrato de vermiculita permitio un mejor desarrollo gracias a que la combinacion de 25%
tierra y 75% vermiculita, aporta los nutrientes necesarios para satisfacer las necesidades de la
especie sin tener apelmazamiento gracias a su porosidad y asi, ayudando a una correcta aeracion
de las raices, evitando la deshidratacion por retencion elevada de agua y nutrientes e impidiendo

la colonizacién de patogenos en la planta, lo que favorece la aclimatacion de B. ternifolia.

Figura 13. Plantulas de Bouvardia ternifolia transplantadas en

sustrato perlita tratamiento en condiciones ex vitro de 1 mes de

Los resultados mostraron la factibilidad de establecer un protocolo de aclimatacion para esta
especie, desarrollandolo de forma paulatina se podria aumentar el porcentaje de sobrevivencia
para la obtencion de un mayor ndmero de plantas aclimatadas como se observo en el proyecto
realizado por G. Garcia (2009), donde trabaj6 con Bouvardia ternifolia utilizando un sistema de
cultivo por hidroponia, los tratamientos se colocaron en solucién nutritiva de Hoagland al 25,
50, 75, 100 y 125% en un periodo de 10 semanas, se encontr6 plantas mejor desarrolladas en
raiz y brotes el tratamiento con la solucion nutritiva al 25% y con el tratamiento al 100%
desarrollaron entrenodos mas largos y por lo tanto un mayor nimero de nodos estos resultados

corresponden a la octava semana de cultivo hidropénico.
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7. Conclusiones.

Con larealizacion del presente proyecto y el planteamiento de los objetivos particulares para su

desarrollo se puede concluir que:

e Se determind al tratamiento nimero 2 (ANA 1mg/L/BAP 0.01mg/L) como el de mejores
caracteristicas para el establecimiento de un cultivo de callo de tipo organogénico de B.
ternifolia, con un porcentaje de respuesta del 29.16%.

e Enel proceso de induccion a organogénesis indirecta de B. ternifolia, los reguladores de
crecimiento AIA y BAP a una concentracion de 0.1mg/L provocaron una respuesta
positiva a la formacion de plantulas.

e Se determin6 al tratamiento ndmero 10 (AIA a 0.5mg/L) como el de mejores
caracteristicas en el proceso de induccion a enraizamiento de plantulas de B. ternifolia
con un porcentaje de respuesta del 80 %.

e Ladisminucién gradual de la fuente de carbono y el aumento en el intercambio gaseoso
en frascos con sustrato perlita al 100 % mostrd caracteristicas deseables para llevar a
cabo el proceso de endurecimiento de plantulas de B. ternifolia, con un porcentaje de
sobrevivencia del 88.8 %.

e La combinacion de 75% perlita / 25% tierra presentd las mejores caracteristicas de
crecimiento y sobrevivencia (50%) en el acondicionamiento ex vitro de plantulas de B.
ternifolia.



Perspectivas.

Realizar el establecimiento de un cultivo de plantas aclimatadas de B. ternifolia
utilizando el protocolo descrito en este proyecto para la obtencién de material vegetal,
el cual pueda ser utilizado en futuras investigaciones.

Desarrollar estrategias para el mejoramiento de los procesos de enraizamiento,
endurecimiento y aclimatizacion de plantulas de B. ternifolia para optimizar los tiempos

y porcentajes de respuesta.

Evaluar la produccion de metabolitos secundarios en plantas de B. ternifolia
acondicionadas ex vitro.

Realizar la evaluacion de actividades farmacologicas reportadas para la especie de
extractos de diferente polaridad producidos a partir de plantas acondicionadas ex vitro
de B. ternifolia.

Protocolo de micropropagacion de B. ternifolia.

Proceso de desinfeccion: implementar etanol al 70% e hipoclorito de sodio, para
posteriormente implementar un cultivo de medio basal MS complementado con 1 g/L
de carbén activado y 3 g/L de Phytagel® (Sigma).

Proceso de induccion a callogénesis: realizar medio basal MS complementado con los
RCV ANA 1mg/L/y BAP 0.01mg/L.

Proceso de induccion a organogénesis indirecta: realizar medio basal MS
complementado los RCV AIA 0.1mg/L y BAP 0.1/L.

Proceso de induccion a enraizamiento: realizar medio basal MS complementado AIA
0.5mg/L.

Proceso de endurecimiento: realizar una disminucion gradual de la fuente de carbono y
el aumento en el intercambio gaseoso en frascos con sustrato perlita al 100 % (25 gr).
Proceso de aclimatacion: utilizar la combinacion de 75% perlita / 25% en el
acondicionamiento ex vitro.
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