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RESUMEN

La pitaya de mayo Stenocereus griseus (Haworth) Buxabaum es una planta
cultivada principalmente por sus frutos y es en la actualidad una especie con un
futuro promisorio en las zonas aridas y semiaridas del pais, aunado a su
importancia econémica en el aspecto alimenticio, se tienen repories de que esta
planta contiene alcaloides cuya estructura no ha sido determinada, estos
compuestos son ampliamente utilizados en la industria farmaceutica y agricola,
por lo que en el presente trabajo se realizé el estudio fitoquimico preliminar tanto
en la planta como en los tejidos cultivados in vitro, ya que estos pueden ser
mucho mas efectivos para la produccion de metabolitos. Para |a obtencidn de callo
se us6 el medio Murashige y Skoog (1962) adicionado c:)n reguladores de
crecimiento, las plantulas fueron germinadas en almacigo, una vez obtenidas las
muestras se realizé la extraccion hexanica y metandlica con agitacion constante
para separar los compuestos polares y no polares. Por medio de reacciones
coloridas y cromatografia en capa fina con diferentes reveladores, se identificaron,
en pléntula y callo, oxidrilos fendlicos, sesquiterpenlactonas, coumarinas,
flavonoides y alcaloides. Estos ultimos fueron separados por cromatografia
preparativa y purificados. Su espectro infrarrojo nos confirma la presencia del
mismo compuesto en plantula y callo por lo que concluimos que el cultivo in vitro

puede ser una alternativa para la obtencion de compuestos de interés

farmacologico o industrial. .



SUMMARY

“La pitaya de Mayo” , Stenocereus griseus (Haworth) Buxabaum is a plant that is
cultivated mainly because of its fruits and at the present time a species with a
promissory future in the arid and semi-arid areas of the couniry. Besides its
economic importance in the nutritious aspect, there are reports that this plant
contains alkaloids whose structure has not been determined, these compounds are
widely used in the pharmaceutic and agricultural industry. A preliminary
phytochemistry study was carried out to study the plant as well as it's tissue
cultivated in vitro, since these can be more productive for the metabolitc
production. For the callus induction Murashige and Skoog medium (1962) added
with regulators of growth were used, plantulas were germinated in almacigo, once
the samples were obtained hexanic and methandlic exiraction was carried out with
constant agitation to separate the polar and non-polar compounds. By means of
colorful reactions and chromatographic in thin layer with different developing
agents. In plantula and callus, phenolic hidroxiles, sesquiterpenlactones,
coumarins, flavonoids and alkaloids were identified. These last ones were
separated by preparative chromatography and they were purified. Their infrared
spectrum confirms the presence of the same compound in plantula and callus. We
conclude, that the cultivation in vitro c;an be an alternative for obtaining compounds

of pharmacological or industrial interest.



. INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES

Desde sus inicios la humanidad como tal siempre ha tenido como aliadas en su
desarrollo a las plantas, les ha dado diversos usos, desde los mas simples, como
alimento, techo, abrigo, hasta como agentes medicinales, en la actualidad son una
importante fuente de donde obtener diversos farmacos a través de sofisticados
sistemas de cultivo y extraccion.

Las plantas sintetizan dos tipos de metabolitos: Los primarios, que son esenciales
para su crecimiento y desarrollo, entre ellos podemos mencionar a los &cidos
nucleicos, las proteinas, lipidos, etc, y los secundarios que son aquellos
especificos para ciertas especies de plantas, en este grupo tenemos los
flavonoides, alcaloides, aceites esenciales, etc. Los alcaloides son de suma
importancia ya que su aplicacion como farmacos es muy diversa, los aceites
esenciales se usan en perfumeria, en la industria alimentaria y como solventes. El
conocimiento de los metabolitos secundarios que una planta produce y su
subsecuente aprovechamiento son estudios que se deben de realizar para
aprovechar al maximo los recursos naturales.

La extraccién de estos compuestos, es de suma importancia ya que son la fuente
primaria para un sinnOmero de medicamentos, en forma tradicional estos
productos se obtienen por exiracciones a partir de plantas cultivadas, pero esto
conlieva a una serie de problemas como son: La produccidn en el campo que esta
directamente relacionada con el clima, enfermedades, plagas, una disminucion de

las areas de cultivo, necesidad de mano de obra, costos elevados, etc. Por estas



razones se ha optado por métodos mas eficaces para la obtencion de estos
productos, como lo es, la técnica de cultivo de tejidos vegetales, la cual
inicialmente puede ser costosa pero a la larga se tendran mayores rendimientos,
disminucién de costos y un suministro continuo de materia prima para la obtencion
del metabolito. La comparacion entre los metabolitos producidos a nivel de planta
y de los tejidos in vitro, es muy importante para el establecimiento a futuro de un
sistema de produccion masiva, ya que en ciertas especies se ha observado
diferencias en el tipo y cantidad de metabolitos producidos (Vazquez y Villegas
1989 y Pierik. 1990.)

En fechas recientes ha cobrado importancia el estudio y cultivo de las cactaceas
columnares, por diversas razones, como son: por ser fuente de metabolitos
secundarios y por ser fuente de alimento, sobre todo aquellas que producen frutos
comestibles entre las que destacan las pitayas (Stenocereus spp) y las pithayas
(Hylocereus spp. y Selenocereus spp.), efc. La exiraccion e identificacion de estos
productos es esencial para establecer su uso potencial, asi mismo es muy
importante la disponibilidad del material vegetal para la obtencibn de estos

compuestos quimicos.



1.2 ANTECEDENTES

CARACTERISTICAS DE LA ESPECIE Y POSICION TAXONOMICA

Orden: CACTALES Britton et Rose, Cactaceae 1: 8. 1819

Familia: CACTACEAE Lindley, Nat. Sist. Ed. 2, 53. 1856

Subfamilia: CEREOIDEAE Schum.

Tribu: PACHYCEREAE Buxab.

Subtribu;: STENOCEREINAE Buxab.

Género: Stenocereus (Berg.) Ricc.

Especie: S. griseus (Haworth) Buxabaum

Nombre Vulgar “Pitayo de mayo”

FAMILIA CACTACEA:

El género Stenocereus pertenece a la familia de las cactaceas la cual ha jugado
un papel importante en muchos aspectos de la vida cotidiana de nuestro pueblo,
desde el arribo de sus primeros pobladores hasta nuestros dias y en muchos de
los casos no han recibido la atencién que merecen. Los primeros pueblos le
dieron multiples usos como alimento, bebida, medicina y material de construccién,
en la actualidad algunos de sus usos se mantienen, otros han desaparecido y
también hemos desarrollados nuevos como son. forraje, ornato, fuente de
metabolitos secundarios y simplemente como un recurso mas de nuestra
biodiversidad; la pitaya de mayo tiene un amplio uso en las regiones tropicales y
semitropicales de México donde es cultivada en forma semiintensiva (Bravo y
Scheinvar, 1995 y Bravo y Sanchez, 1978a). Cuentan con una serie de

caracteristicas anatémicas, morfolégicas y fisioldgicas, que les permiten



desarrollarse en lugares donde la cantidad de agua y suelo son insuficientes para
otros cultivos. (Cruz, 1997).

De la época prehispanica se tienen reportes del uso del fruto y semillas de “pitaya”
dentro de la farmacopea de ese tiempo, reportandose para dolores de cabeza Y
“clorosis” (Valverde y Pérez 1988).

COMPUESTOS QUIMICOS DE LAS CACTACEAS Y ALGUNOS METABOLITOS
ENCONTRADOS EN EL GENERO Stenocereus.

Las cactaceas son un grupo de vegetales que presentan como la mayoria de las
plantas superiores un gran numerc de compuestos diversos debido a sus
complicados procesos metabdlicos. A continuacién se enumeran algunos: el agua
es uno de los conslituyentes principales de las cactaceas reportando varios
autores concentraciones que van desde 74% hasta un 94% de su peso total. La
composicién de sales minerales es muy variable, no sélo entre las distintas
especies, sino también entre individuos de la misma especie, ya que dependen,
en parte, de la composicidn guimica del suelo y de los complicados fenémenos de
la disponibilidad de ellos para la planta relacionados con ia acidez, salinidad,
conductividad, grado de disociacion o ionizacion, humedad y textura de los suelos.
Las sustancias pécticas son muy comunes entre los frutos de las cactéceas
principalmente tunas y pitahayas, que tienen un valor muy importante en la
manufactura de jaleas, dulces y otros productos. Tiene diversos grados de
contenido de azicares qQue pueden usarse para formar acidos, siendo los
principales los acidos urénicos, estos acidos cuando estan en solucion, pueden
formar ésteres internos denominados lactonas como la histrixlactona, la cual se

encontrd en S. griseus (Bravo y Sanchez 1978) .



Los glicosidos, son compuestos formados por la combinacion de un azacar con
una o mas sustancias distintas, algunos presentan propiedades ténicas para los
organos cardiovasculares. Las ceras que juegan un importante papel en las
cactaceas como mecanismo de conservacion de la humedad. Las saponinas
triterpénicas o esteroideas son glucésidos carentes de propiedades
cardiovasculares que con el agua producen una sustancia jabonosa. De estas
saponinas se pueden producir hormonas esteroideas como cortisona, testosterona
y progesterona. La presencia de saponinas en Machaerocereus gummosus, ha
sido reportada, produciendo una resina que los nativos de Baja California utilizan
para envenenar peces (Bravo y Sanchez 1978) .

Se han encontrando 18 triterpenos en las cactaceas algunos reportados para S.
griseus, como la betulina y el acido oleandlico. Los principales pigmentos de las
cactaceas estan dentro de los grupos de clorofililicos, carotenoides y fendlicos.
Los principales compuestos nitrogenados en esta familia son aminoacidos,
proteinas, bases nitrogenadas, acidos nucleicos y alcaloides, siendo estos los mas
estudiados. Los alcaloides son importantes por sus efectos fisiolégicos y sus usos
farmacolégicos, el 40% de las pruebas de campo para deteccion de alcaloides en
cactaceas han sido positivas, se aislaron tres alcaloides de Stenocereus
marginatus a los que denomind cereina, pachicereina y ochoterenina, aunque no
se llegb a establecer la estructura de estos, La mayor parte de los alcaloides de
las cactaceas estudiados pertenecen al grupo quimico de la feniletilaminas o de
las tetrahidroisoquinolinas, aunque algunos como la pilocereina muestra
estructuras mas complejas. Se ha demostrado que los alcaloides en {as cactaceas

no se encuentran distribuidos uniformemente en toda la planta pues se encuentran



concentrados en la epidermis y en menor cantidad existen en la corteza, mientras
que la médula practicamente carece de ellos. Es importante notar que ciertos
compuestos como |la dopamina y tiramina aunque no son alcaloides propiamente
dichos pertenecen a la biosintesis de alcaloides en las cactaceas. Se han
encontrado Anhalonidina en S. weberi y Pilocereina en S. marginatus, en otros
generos se han encontrado muy diversos alcaloides (Bravo y Sanchez 1978) .
Arnaud Vihas R, et al 1997, reportan para el fruto de S. griseus, la presencia de
colorantes (betacianinas y betaxantinas), en una proporcion de 100 mg. de
betaleinas por 100 g. de pulpa seca de pitaya 250 mg. de betaleinas por 100 g. de
pulpa seca las cuales retinen las propiedades bromatologicas adecuadas para la
elaboracion de productos alimenticios.

ALCALOIDES

Dominguez, (1973) menciona que se ha tratado de conocer la funcion de los
alcaloides en las plantas, considerandese como productos terminales del
metabolismo del nitrdgeno, también se les ha asociado con la proteccién del
vegetal ante los actos predatorios de insectos y animales herbivoros, aunque hay
alcaloides que son téxicos tanto para el hombre como para los animales
superiores, pero no para los insectos. Se han aportado datos que sugieren que
algunos alcaloides intervienen en el crecimiento vegetal, ya sea por su capacidad
de formar quelatos o intervenir en fenébmenos de oxido-reduccion. En lo que
corresponde a su distribucion en la planta, en ocasiones, se hallan restringidos a
ciertos 6rganos o a ciertas paries de la planta; a veces se les encuentra en toda la
planta. Hay casos en los cuales sélo se presentan en alguna etapa de crecimiento

o epoca del afo, o en determinadas condiciones ecologicas.



GENERO Stenocereus

El genero Stenocereus (Berg. ) Ricc., Segin Bravo (1978) presenta 19 especies
de plantas arborescentes a veces gigantescas, provistas de tronco bien definido
y de una copa amplia y muy ramificada; algunos son arbustivos produciendo
ramas mas O Menos Curvas y a veces casi rastreras, aunque algunas pueden ser
erectas; las ramas son gruesas, largas, provistas de costilias numerosas, 5 o mas,
Se les conoce en el pais con el nombre de “pitahayos” , “pitajayos” , “xoconostles”,
y algunas de ellas se cultivan por sus frutos comestibles, muy agradables,
Florecen de marzo a mayo y fructifican de mayo a junio.(Bravo y Sanchez 1978).
Caracteristicas de la especie: Stenocereus griseus {Haworth) Buxabaum
sinénimos a través de la historia.

Cereus griseus Salam-Dyck, Observ. Bot. 3: 6. 1822

Cereus crenulatus griseus SD. In Pfeinffer, Enum. Cact. 85. 1837.

Cereus resupinatus SD._, Allg. Gart. 8: 10. 1840.

Cereus gladiger Lemaire, Hort. Univ. 6: 60. 1843.

Lemaireocereus gnseus (Haw.) Britton et Rose, Contr, U.S. Nat. Herb. 12; 425.
1909.

Ritterocereus gniceus (Haw.) Backeberg, Cact. Succ. Journ. Am. 23; 121. 1951,
Planta arborescente candelabriformes de 6 a 9 metros de altura, ramosa con
tronco bien definido, como de 35 cm. de diametro, o con ramas desde la base.
Ramas de color verde mas o menos glauco, generalmente erectas, a veces
flexuosas. Costillas de 8 a 10 areolas, distantes entre si 2 a 3 cm. , dé 8 mm. de
longitud, con fieltro moreno, con el tiempo grisaceo. Espinas mas o menos

subuladas (estrechandose hacia el apice). Espinas radiales 10 a 11, de 6 a 10




10

mm. de largo. Espinas centrales 3, de 15 mm. de largo o mas, las mas largas
hasta de 4 cm. de longitud, al principio color rojo claro con la punta obscura,
después grisaceas. Flores hasta de 10 cm. de longitud; segmentos exteriores del
perianto rojizos; segmentos interiores del perianto blancos; boton floral obtuso o
redondeado, con el apice cubierto por escamas abtusas, morenas. Fruto globoso
hasta ligeramente ovoide, de 5 cm. de diametro, provisto de areolas espinosas y
caducas, color que varia desde el verde amarillento hasta rojo o moreno purplireo;
pulpa del mismo color que el pericarpelo, comestible. Su distribucion esta
establecida para Venezuela y Antillas; en México fue posiblemente introducida
para ser cultivada. Los campesinos la cultivan en sus huertos por el sabor muy
agradable de sus frutos llamados “pitayas” que se venden en los mercados en los
meses de mayo. (Bravo y Sanchez 1978).

Arnaud Vifias R, et al 1997, describen el fruto de la pitaya de mayo como ovoide,
con un diametro de 5 a 12 cm, con un peso que puede oscilar entre los 150 g.
hasta los 800 g. Su cascara es lisa con tonalidades de verde a rojas, segun el
grado de maduracién, cubierta de aereolas y de espinas caedizas. Su pulpa es
dulce, jugosa, rica en proteinas y con semillas negras de 1 mm de diametro.
CULTIVO DE TEJIDOS:

Mantell and Smith (1986), reconocen que el cultivo de células puede contribuir de
varias formas para la produccién de productos vegetales naturales: como upa ruta
de sintesis para nuevos productos, como una via de sintesis para un producto que

la planta tiene dificultades para producir o0 como un sistema de biotransformacion.
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Induccién de callo

Se puede definir el callo como un tejido obtenido por medio del aislamiento de
drganos o tejidos diferenciados, los cuales luego son llevados a una diferenciacion
celular, estas células presentan proliferacién continua, acelerada y de apariencia
desorganizada que dan lugar 2 una masa amorfa de tejido. Algunos callos son
masas celulares compactas mientras que otros son esponjosos. La induccién de
callos a partir de una porcion de vegetal sucede cuando él indculo ya estéril se
pone en contacto con un medio de cultivo que induzca y mantenga un crecimiento
y una divisién celular continua. (Hurtado y Merino 1988). Existen multiples reportes
para la induccion de callo de diferentes especies: Secciones de peciolo de
Tropaeoium tuberosum fueron colocadas en medio Murashige y Skoog ajustado a
un pH de 5.8, para la induccion de callo se usaron combinaciones de cinetina en
un rango de 1 a 5 ppm con cada una de las siguientes auxinas 2,4-D 0.5 a 10
ppm; IAA 0.01 a 2 ppmy NAA 0.5 a 2 ppm (Torres O, et al 1989). Para nopal se
ha reportado la formacién de callo al colocar explantes de cladodio en medio MS
adicionado con una combinacién de picloram 1.5 mg/l y BAP 0.2 mg/l. (Villegas,
ef al 1989).

Smith, et al. (1991), propagaron Coryphantha macromeris en un medio Murashige
y Skoog, al cual se le adiciona 0.4mg/l de tiamina+HCI, 100mg/l de inositol, 20g/
de sacarosa, 44 uM N-{fenilmetil)-1H-purina-6-amino(BA), 0.5 uM de &cido 2.4-
Diclorofenoxiacéti@ (2,4-D) con un pH de 5.7, para el desarrollo de callo.

Silos y Meléndez (1995), trabajaron con una cactacea, Mammillaria bocasana,

emplearon las areolas espiniferas como explantes en un medio Murashige y Skoog
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adicionado 2,4-D y K (cinetina) en diferentes concentraciones. Todos los
tratamientos formaron callo y solamente en uno de ellos hubo brotacién, posterior a
los callos formados.

Oliveira, et al. (1995), utilizaron semillas como recursos de explantes y lograron
inducir y mantener tejidos de callo en rapido crecimiento usando una combinacién
de 2,4-Den 18.1 pMconKen 18.6 uyM 0 27.9 uM.

Se ha observado formacion de callos de Ariocarpus retusus, después de doce
meses de cultivo, utilizando medio MS adicionado con BA 0-3 mg/l y NAA 0-1 mgA.
(Olguin y Chavez 1994),

Morales E (2000), logré la induccion de callo de Hylocereus undatus, con medio
MS adicionado con BAP (6 mg/l) y NAA (2 mg/).

Desinfeccion

Para la desinfeccién de nopal (cladodios, fruto y flor) da buenos resultados
lavarlos con NaClO (50%) y etanol (70%) (Villegas, et al (1989)). Para la
desinfeccién de semillas de sorgo para su germinacion in vitro. Mir (1996)
recomienda lavar en agua destilada estéril con tween 20, enjuagar con agua
destilada estéril dos veces y colocar en una gasa en grupos de 5 semillas para
ser sumergidos en tubos de ensaye con solucion desinfectante de hipoclorito de
sodio (cloralex comercial) al 15 % por 20 minutos, dentro de la campana de flujo
laminar, enjuagar 3 veces en agua destilada y colocar una semilla por tubo de
ensaye con plataforma de Heller, con medio nutritivo MS liguido.

Villalobos (1985). reportd que para la desinfestacion de explantes herbaceos se

recomienda incorporar detergente a la solucion desinfectante para romper la
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tension superficial y eliminar asi los microorganismos, 0 combinar un lavado en
alcohol absoluto.

Pierik (1990), recomendo la técnica siguiente para la desinfestaciéon de explantes:
1) lavar el material en forma intensiva en agua limpia, 2) colocarlo por unos
segundos en alcohol etilico al 70%, para eliminar las burbujas de aire y de esta
manera el liquido desinfectante estara en contacto con el material vegetal. 3)
desinfectar los explantes en una solucion, de hipoclorito de sodio al 10% con
Tween 20 u 80 para disminuir la tension superficial y asi permitir un mejor contacto
con la superficie del explante.

Morales E. (2000), recomienda |a .germinacic')n in vifro para obiener explantes
asépticos y eliminar asi los problemas con la desinfeccion y el riesgo de

contaminacion.
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AISLAMIENTO DE METABOLITOS A PARTIR DE CULTIVO IN VITRO

Arias et al, (1992), mencionan que los primeros metabolitos secundarios
detectados en cultivo de tejidos, fueron descubiertos por Gautheret en 1942 en
cultivo de callo, y también hacen mencion de que la desdiferenciacion del tejido
de la planta con la finalidad de obtener el cultivo de células en suspension, va
acompafado por una aparente pérdida de la habilidad de acumular el metabolito,
debido a: 1) carencia de expresion en las celulas no especializadas de los genes
que regulan la ruta de la biosintesis. 2) uso del sustrato en otras rutas que no son
del metabolismo secundario, 3) ausencia de mecanismos de transporte para
remover del sitio de la biosintesis productos toxicos. 4) falta de sitios para
almacenar el metabolito secundario. 5) catabolismo no regulado del metabolito
sintetizado.

Reinet y Yeoman (1982), hacen referencia de que los cultivos de células
vegetales pueden acumular una serie de metabolitos secundarios como los
polifenoles, alcaloides, esteroides y pigmentos, y algunos de ellos pueden
almacenarse en el medio e inhibir el crecimiento, como es el caso de los
polifenoles. Recomiendan para ciertas especies el cultivo de callo para obtener
metabolitos secundarios y para otros el cultivo de células en suspensién.
Briones(1989) citando a Banthrope, et al (1986), menciona que de cuarto especies
de plantas aislaron siete aceites esenciales por métodos fitoquimicos, luego
cultivaron in vitro estas mismas especies para verificar si los callos formaban y
acumulaban estos compuestos, observando que tenian la capacidad de acumular

y sintetizar compuestos semejantes pero en menores proporciones.
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Friederich (1975) y Robins, et al (1986), mencionan la influencia de los
reguladores del crecimiento de tipo auxinico y citocininico de manera favorable
para la produccién de metabolitos secundarios.

Topete, et al (1991), consideran al cultivo de tejidos como una de las alternativa
mas importantes para obtener metabolitos secundarios de las plantas, los cuales
son dificiles de sintetizar por la via quimica. Hacen mencién que el primer
metabolito producido por la técnica de cultivo de tejidos a escala comercial, fue la
chiconina, producto usado como coloranie en cosmetologia y en la industria del
vestido y como farmaco auxiliar en el tratamiento de heridas y quemaduras.
Robert y Loyola (1985), mencionan a ciertas especies como Nicotiana rustica y
Cassia tora, cuyos callos cultivados in vitro tienen la capacidad de sintetizar y
acumular metabolitos secundarios que se aproximan o exceden a los producidos
por plantas completas.

Vazquez y Villegas (1989), cultivaron in vitro cinco especies de plantas
medicinales: epazote, albahaca, muitle, espinosillo y diente de leén, logrando la
induccién de calio, la extraccidn y caracterizacion del metabolito en la planta
original y en el cultivo in vitro.

Chavez, et al (1997), realizaron un estudio comparativo de betacianinas presentes
en callo y fruto de Stenocereus queratoerensis, concluyendo que a nivel de callo la
biosintesis parece no completarse y solo se produce un tipo de betacianina.
Chavez My Villegas T (1989), cultivaren in vitro cinco especies de plantas
porductoras de pigmentos, el medio utilizado fue el de MS usando 2,4-D en una
concentracion de 1.5 mg/l y K en 0.2 mg/l , obteniendo la produccion de

betaleinas.
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Reinert J. y Bajaj Y. (1977), enlistan los siguientes metabolitos secundarios
obtenidos de cultivo de tejidos de arboles forestales: aminoacidos del Ginko
biloba, taninos y compuestos fendlicos de Juniperus communis y Pinus resinosa,
agentes antimicrobianos de Populus tremuloides y Phylolacca americana, y la
camptothecina, que es un alcaloide usado como agente antitumoral vy
antileucémico y obtenido de Campotheca acuminata, sin embargo las cantidades
obtenidas por esta técnica son pequefias y no se pueden comparar con una

escala industrial.

AISLAMIENTO DE COMPUESTOS

Valencia O (1995), menciona que las formas de aislar los principios activos
presentes en las plantas son muy diversos entre los que describe: precipitacion
disolvente-disolvente, extraccién liquido-liquido. Para su caracterizacion
recomienda reacciones coloridas, métodos cromatograficos, electroforéticos y de
espectofotometria.

La propiedad quimica mas caracteristica de los alcaloides es su basicidad
(exceptuando, |a ricinina, colchicina y otros casos muy particulares), por lo que los
métodos para aislarlos, purificarlos e identificarlos por lo general aprovechan su
basicidad. Aunque muchos aicaloides pueden extraerse con disolventes neutros,
como alcoholes y cloroformo, es frecuente extraerlos con soluciones de acidos en
agua, con lo cual se separan los alcaloides y sus sales. En algunos casos el
material vegetal se desengrasa con éter de petroleo o benceno y después se
alcaliniza con hidréxido de calcio, de amonio 0 con solucion de carbonato de sodio

y después se extraen con disolventes organicos, tales como cloroformo, benceno,
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cloruro de metileno, éter etilico o isopropilico. De estos disalventes se pasa el
alcaloide a una fase de agua acidulada de donde se precipitan con alcali y se
vuelven a pasar a una fase organica, con la que se separa de sustancias neutras y
acidas. Los alcaloides contenidos en la Ultima fase organica pueden separarse pof
métodos particulares como cromatografia, intercambio idnico, cristalizacion
fraccionada, etc. Unos cuantos alcaloides son arrastrados con vapor de agua,
como la nicotina en medio alcalino. También se les puede precipitar de soluciones
acidas con silicato de aluminio (reactivo de Lloyd) vy después eluirse
selectivamente con bases diluidas. De los precipitados formados por l1os alcaloides
al mezclarse con el mercurio-yoduro de potasio (reactivo de Mayer), con las sales
de Reinecke y con el tetrafenilboro sodio, pueden descomponerse permitiendo la
recuperacion de los alcaloides. Dominguez, (1973) .

Wagner et al (1984), refieren que la basicidad de los alcaloides difiere
grandemente, y que pueden ser obtenidos por extraccion metanoélica y mencionan
que de los meétodos cromatograficos actuales disponibles, el método de
cromatografia en capa fina ha sido adoptado por su rapidez y efectividad para
detectar drogas.

Dominguez X.A. (1973)., refiere varios métodos quimicos para detectar
compuestos como: insaturaciones, con la prueba del Bro/CCl, o del KmnQO,; para
grupo carbonilo la prueba de 2-4- dinitrofenilhidracina; para oxidrilos fendlicos la
reaccion con FeCls ; para esteroides y terpenos la prueba de Liebermann-Burchard
y la de Salkowski; para carbohidratos la prueba de Molisch; para cumarinas la
prueba con NaOH al 10%; para sesquiterpenlactonas la prueba de Baljet; para

flavonoides la prueba de H.SOs y para alcaloides la prueba de Dragendorff.
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1.3 HIPOTESIS

Existe una diferencia en el contenido de metabolitos de los tejidos de la plantula y

el callo desarrollado in vitro

1.4 OBJETIVO GENERAL

Realizar un estudio fitoquimico comparativo de tejidos cultivados in vitro e in vivo

de Stenocereus griseus (Haworth) Buxabaum.

1.5 OBJETIVOS PARTICULARES

N
0

o

Establecer un protocolo de desinfeccidén para cultivo in vitro

Obtener una reserva de tejido vegetal in vitro e in vivo de Stenocereus
griseus para estudio, a partir de semillas.

Instaurar el cultivo aséptico de callo.

Realizar el estudio fitoquimico comparativo de los tejidos cultivados in vitro e

in vivo.



2. MATERIAL

Agitador Dual Action Shaker Lab Line
Agitador magnético y térmico
Balanza analitica

Balanza granataria

Campana de flujo laminar

Clima

Espectrébmetro de Infrarrojo Perkin Eimer, Pargon 2,000 FTIR.
Jeringa Hamilton 710 N

Lampara de alcohol

Lampara de luz ultravioleta
Potenciémetro

Refrigerador

Regulador de fotoperiodo (Timer)

Termémetro
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2.3 REACTIVOS PARA MEDIO DE CULTIVO
2.3.1 COMPONENTES INORGANICOS
2.3.1.1 MACROELEMENTOS:

NH4NO3

KNO;

CaCl,* 2H20
MgSQO,4 * 7H0
KHzPO4

2.3.1.2 COMPONENTES INORGANICOS : MICROELEMENTOS:

NazEDTA
Fe>S04 ™ 7H0
H3BO4

MnSO4* H20
ZnS04 * 7TH.0
KI

NaMoO4 * 2H.0
CuS04 * 5H0
CoCl; *6 H:0
Agua bidestilada
HCI 1N

NaOH 0.1 N

2.4. COMPONENTES ORGANICOS

Myo-inositol
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Ac. Nicotinico

Piridoxina * HCI

Tiamina * HCI

Glicina

Sacarosa

Agar

2.5 REGULADORES DEL CRECIMIENTO
2,4-D (acido 2 4-Diclorofenoxiacético} K (Cinetina)

2.6 REACTIVOS PARA ESTUDIO FITOQUIMICO

Hexano

Acetaldehido

Acetona

Dietilamina

Ciclohexano

Cloroformo

Cloruro Férrico al 5%
Metanol

Reactivo de Dragendortff
Reactivo de Baljet

Hidroxido de Scodio al 10%

2]
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3. METODOLOGIA

Se dividi6 en las siguientes etapas:

3.1 Desarrollo del cultivo “in vivo'.

3.2 Establecimiento del cultivo aséptico y desarrollo del
cultivo “in vitro de callo”

3.3 Obtencion de extractos

34 Realizacion de pruebas coloridas
3.5 Cromatografia en capa fina con silica gel.
36 Espectroscopia de infrarrojo para grupos funcionales

3.1Desarrollo del cultivo “in viva”
De frutos maduros (Foto.1),se extrajeron las semillas (Foto.2), se lavaron y
tamizaron, una vez limpias se procedi$ a inducir su germinacion. Las semillas se
colocaron en un almacigo consistente de sustrato organico y perlita (50/50) con
riego diario y fotoperiodo de 12 h. luz y temperatura de 23°C (Foto. 3 y 4). Una
vez que los brotes alcanzaron un tamafio aproximado de 4 centimetros (Foto. 5)

se procedid a implementar la técnica de cultivo de tejidos.

3.2 Establecimento del cultivo aséptico y desarrollo del cultivo “in vitro
de callo”
Los brotes (Foto. 6) fueron seccionados en forma longitudinal y se colocaron en
una gasa para su manejo, siendo desinfectados primeramente con un lavado en
agua corriente, luego un DIP con alcohol etilico y por ultimo se sumergieron por 10
minutos en una solucién de cloro 10% para luego enjuagarlas con agua estéril y

colocarlos en Medio MS, con condiciones de 12 h de fotoperiodo y 23° C. El medio
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MS, fue adicionado con 2,4D (5 mg/l) ¥ K (bmg/l) para la induccién de callo (Foto.
7). Una vez establecido el cultivo de callo in vitro y las plantulas en almacigo se

realizaron los estudios fitoquimicos.

3.3 Obtencion de extractos
Se tomaron las plantulas crecidas en almacigo durante un aio, se removieron sus
raices, se lavaron y pesaron en una balanza analitica, el peso de las plantulas fue:
4g., se utilizé la técnica de maceracidén a temperatura ambiente; se le adicioné
200 mL. de hexano, las muestras fueron colocadas en matraces perfectamente
cerrados, para posteriormente someterse a agitacion constante en un agitador
Dual Action Shaker Lab Line a temperatura ambiente por espacio de 48h.
Después de esto se separo el hexano y se centrifugd por 5 minutos a 2500 r.p.m.,
para luego evaporarlo y asi concentrar la muestra de la extraccion. Al sélido del
tubo de ensayo se le agregd mas hexano, para extraer la mayoria de los
compuestos no polares que se encontraban en la muestra, nuevamente se
centrifugd a las mismas revoluciones y tiempos y se depositd €l liquido restante en
un vaso de precipitado, para su evaporacion, con esto se termind la extraccion
hexénica y s& continud con la metandlica, que comienza devolviendo el sélido
restante al matraz Ertenmeyer original y agregando una cantidad de 200 mL de
metanol para su agitacion por dos dias, después de esto se centrifugé bajo las
mismas condiciones a las que se sometié el extracto hexanico y luego se evaporb.
Al solido restante, se le reintegré al matraz para su segunda extraccién con el

mismo alcohol durante otros dos dias. A los dos dias de evaporacién de los
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extractos se pesaron para obtener la diferencia entre el peso del vaso y la solucién

extractada. Para el callo se siguié el mismo procedimiento.

3.4 Realizacion de pruebas coloridas
A partir de los extractos (Foto. 8) se desarrollaron las pruebas coloridas para la

identificacién de los compuestos presentes:

Prueba de Dragendorft:

Modifcacion de Munier y Machelobuf. Para alcaloides. Solucién A; Se disuelven en
0.85 g de nitrato de bismuto, en una mezcla de 10 mL de acido acético glacial y 40
mL de agua. Solucién B: Se disuelven 8 g de yoduro de potasio en 20 mL de agua
El reactivo se prepara mezclando 5 mL de A, 4 mL de B y 100 mL de agua, el
reactivo es estable por un afio, la prueba es positiva para alcaloides al dar la placa

coloraciones rojo o naranja, persistentes por 24 h.

Prueba de hidréxido de sodio
Prueba de hidréxido de sodio al 10% para cumarinas: se disuelven 100 microlitros
de la muestra en una soltucion de NaOH al 10% si aparece una coloraciéon amarilla

al acidular, la prueba es positiva.

Prueba de Shinoda:

Para compuestos de tipo flavonoide; 1.0 mg de la muestra disuelta en etanol y

limaduras de magnesio se le aplica calor (60 °C) y después unas gotas de HCI por
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las paredes. Se considera positiva con la aparicion de colores naranja, rojo, rosa,

a violeta.

Prueba de Baljet:

Esta prueba es para sesquiterpenlactonas, donde se usan dos soluciones, la
solucion A) se coloca 1 g de acido picrico en 100 mL de etanol y la solucién B) se
agregan 10 g de NaOH en 100 mL de agua. Para la prueba se agregan 100
microlitros de la muestra y 3 6 4 gotas del reactivo siendo la prueba positiva si

adquiere una coloracidén naranja o rojo oscuro.

Prueba de cloruro férrico:

La solucién de cloruro ferrico al 5%, se utiliza para determinar oxidrilos fenélicos,
se toma 1 0 2 mg de la muestra en 1 mlL de agua o etanol y se le adicionan una
gotas de cloruro férrico al 5%, la aparicion de un precipitado rojo, azul violeta o

verde se considera positivo.

También se realizaron pruebas cromatograficas para la separacibn e
identificacion por métodos de agentes ¢cromogénicos con luz ultravioleta de onda

corta (254/366 n.m..), para obtener los R.{. (Relaci6n de frentes).
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3.5 Cromatografia

En la pagina de internet http://www.ur.mx/cursos/diva/quimicaljescobed/ menciona

la definicion de la palabra Cromatografia la cual significa "Escribir en Colores" ya
que cuando fue desarrollada, los componentes separados eran colorantes. Los
componentes de una mezcla pueden presentar una diferente tendencia a
permanecer en cualquiera de las fases involucradas. Mientras mas veces los
componentes viajen de una fase a la otra (particidn) se obtendra una mejor
separacion.

Las técnicas cromatograficas se basan en la aplicacion de la mezcla en un punto
(punto de inyeccion o aplicaciéon) seguido de la influencia de la fase moévil. Hay
diversas tecnicas cromatograficas la empleada en el presente trabajo, fue la

cromatografia en capa fina.

3.5.1 Cromatografia en capa fina.
En esta técnica se utiliza una placa de vidrio recubierta con fase estacionaria
(generalmente con silica u 6xido de magnesio con algunas variantes) manteniendo
un pequefio espesor constante a lo largo de la placa. La placa se coloca en una
cuba cromatografica, la cual debe encontrarse saturada con el eluente (fase movil
liquida). El eluente ascendera por la placa y arrastrara los componentes a lo largo
de ésta produciendo "manchas" de los componentes. Si los componentes no son
coloreados se requeriran técnicas de revelado (adicion de ninhidrina a aminas,
acido sulfarico para carbonizar compuestos organicos, solucién de Dragendorff,

etc.) y/o observacion bajo luz ultravioleta.
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Para las pruebas cromatografias se us6 como absorbente silica Gel G, F-254,

sobre placas de vidrio las cuales fueron activadas en una estufa a 115°C durante

2:00 h, mediante un Jeringa de 100 microlitros se distribuyé una porcion del

extracto, se dejé evaporar el solvente, posteriormente se efeclué el corrimiento

dentro de una camara de vidrio con la mezcla de solventes seleccionados.

3.5.2 Técnica para la preparacion de las placas para la

cromatografia en capa fina

Pasos para la realizacion de las placas con 10 g de silica gel 7G

1.
2.

3.

Limpiar la placa de vidrio con etanoi.

En un vaso de precipitado agregar 10 g de silica gel 7G

Agregar agua destilada, la cantidad determinada es de 1:3, 0 sea que por cada
g de silica se deben de colocar tres mililitros de agua destilada (pero se
recomienda colocar 1:2.5 para determinar la consistencia de la mezcla y
agregar el otro medio mililitro solo si la mezcla no esta muy liquida).

Se mezcla lentamente para que no se formen burbujas.

Se vacia la mezcla sobre las placas de vidrio asegurandose que se reparia
equitativa y uniformemente sobre la superﬁcié de esta, para lo cual se
recomienda hacer movimientos ondulatorios de la placa de vidrio. ( Con 10 g
de silica se logran hacer de 7 a 9 placas de 10 X 5§ cm.).

Sé deja secar en un area horizontal plana.

Se activan colocandolas en la estufa a 120°C por una hora aproximadamente.
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Para la realizacidn de las cromatografias, los extractos se disuelven en %: mL. de
cloroformo al extracto hexanico y % mL. de metanol al extracto metandlico. se
colocan 50 microlitros en las placas, con una jeringa Hamilton de 100 microlitos'.
aproximadamente en el cuadrante de un cm. de la parte inferior y lateral, en el
lado derecho el callo y en el izquierdo la plantula, para poder comparar las dos
muestras, asegurandose de poner cada gota en forma tal que seque cada una
antes de poner la siguiente. Después de secar las gotas se colocan en los
eluentes para su corrimiento. Los diferentes eluentes que se utilizaron para
arrastrar los compuestos fueron:

1. Benceno -Metanol 6:4

2. Benceno -Metanol 7:3

3. Benceno -Metanol 8:2

Benceno -Metanol 9:1

e

Cloroformo- Metanol 15:5
Cloroformo- Metanol 17:3

Cloroformo- Metanol 19:1

® N @ o

Cloroformo - Acetona - Dietilamina 5:4:1
9. Tolueno - Acetato de Etilo - Dietilamina 7:2:1

10. Tolueno - Eter 1:1 (Saturado con Ac. Acético al 10%)

Al colocar las placas en los recipientes de los eluentes se debe observar que
estos se encuentren por debajo de las manchas o sea menor de un cm. y que el
corrimiento no llegue hasta la parte superior de la placa para que se puedan

determinar las relaciones de frentes " Rf ", las cuales se obtienen calculando la
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distancia del punto de aplicacion al centro de la mancha estudiada y se divide

entre la distancia recorrida por el eluente.

Rf.=2

R f = Relacion de Frentes
a = Distancia recorrida por los compuestos presentes en la muestra

b = Distancia total recorrida por el eluente.

3.6 Meétodos espectroscopicos para la déterminacién de grupos
funcionales
La determinacion de los grupos funcionales del aicaloide se llevd a cabo con un
espectrOmetro de Infrarrojo Perkin Elmer, Pargon 2,000 FTIR, en la Facultad de

Ciencias Quimicas de la U.AN.L.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Desarrollo de callo
El establecimiento del cultivo de callo “in vitro® para Stenocereus griseus, se
logré con el medio MS (1962) adicionado con 5 mg/lde 2,4-Dy S mg/l de K, lo
que concuerda con Morales E (2000) y Silos y Meléndez (1985), que utilizaron
esta combinacion de reguladores de crecimiento para inducir callo en otras
especies de esta familia, siendo la proliferacion de callo para S. griseus mas

abundante que la reportada por estos autores.

4.2 Pruebas coloridas de callo y plantula
Los resultados de los estudios fitoquimicos para plantula y callo (tabla 1),
indican la presencia de alcaloides, cumarinas, sesquiterpenlactonas y oxidrilos
fendlicos en ambas muestras, los cuales en forma cualitativa se encuentran en
mayor cantidad en los tejidos in vivo, resultados que concuerdan con Chavez
et al 1997 que encontré mayor cantidad de betaleinas, pero no con Vazquez y
Villegas 1989 y Pierik. 1990. La presencia de alcaloides para esta especie es

también reportada por htip://www.herbal-shaman.com/

En base a los resultados de las pruebas cromatograficas se puede concluir que
los extractos polares obtenidos a través de la extraccidon metanélica corroboran
la hipdtesis, ya que muestran una diferencia entre los compuestos encontrados
en plantula y callo, como se puede observar en la Fig. 3,4, 6 y 7. Por otro lado,
los compuestos no polares obtenidos de la extraccibn hexanica son muy

similares, esto fue corroborado con la prueba del espectrofotdbmetro infrarrojo,
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que demuestra que se trata de los mismos compuestos, como se puede ver en

la Fig.10.

4.3 Cromatografia

Sobre la base de las observaciones de los corrimientos cromatograficos (Fig 1 — 9)

y el revelado de los mismos se obtuvieron las relaciones de frentes mencionadas

en la tabla 2 . Las cuales nos muestran los siguientes resultados:

1.
2.
3.

En plantula y callo se encuentran alcaloides.

Los extractos hexanicos y metandélicos separaron diferentes compuestos.
Las relaciones de frentes de los alcaloides encontrados en plantula y callo
de extractos hexanicos son similares por lo que se puede deducir que son
los mismos compuestos (tabla 3-4).

Los extractos metandlicos solamente se separaron con ciertos eluentes
como se observa en la tabla 2 y 5, dando como resultado, relaciones de
frentes diferentes en los alcaloides, por o que se puede deducir que son
compuestos distintos.

Los eluentes que mejor separaron los extractos fueron Benceno — Metanol.
Las proporciones 6ptimas de Benceno — Metanol para la separacidén de los

compuestos fueron 7:3, 8:2, 9:1, en orden progresivo.
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4.4 Espectro infrarrojo

1.

Los resultados de las pruebas con el infrarrojo mostrados en la Fig. 10y 11,
comprueban la similitud de los compuestos extraidos hexanicamente en
plantula y callo. Banthrope y colaboradores (1986), reporta resultados
similares pero con aceites esenciales.

E! espectro de infrarrojo de la banda identificada como alcaloide con el
reactivo de Dragendorff, mostro las siguientes bandas: a 2921 y 2852 cm””
(F) correspondientes a vibraciones por estiramiento de enlaces C-H de
metilos y metilenos; a 1704 cm’’ (M) se debe a.I estiramiento C=N, a
1461cm™ (M) al estiramiento C-N y a 13751278 y 724 cm™ (D)
correspondientes a movimiento de flexibn C-H (Dominguez 1973,
Silverstein 1991), con los datos anteriores confirmamos la presencia de un
alcaloide en Sfenocereus griseus, este resultado concuerda con Dominguez
(1973) quien reporta que 19 géneros de la familia cactacea contienen estos
compuestos, también Bravo y Sanchez (1978) encontraron alcaloides en

dos especies de Stenocereus, S. weberiy S.marginatus.
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FIGURAS

@@ &r-0529» (]
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PLANTULA CAllO PLANTVULA CALLOD

Fig. 1.- Corrimiento de extracto hexanico (1) y metandlico (2)de plantula y callo en

placas de 5 X 10 cm. con eluente de Benceno - Metanol 8:2.
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Fig. 2.- Corrimiento de extracto hexanico (1)de plantula y callo en placas de 20 X

10 cm. con eluente de Benceno - Metano! 6:4 .

Fig. 3.- Corrimiento de extracto hexanico (H) y metandlico (M)(2) de plantula(P) y

callo(C) en placas de 10 X 20 cm. con eluente de Cloroformo - Metanol 15:5.
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Fig. 4.- Corrimiento de extracto hexanico (1,3) y metanélico (2,4)de plantula y callo

en placas de 5 X 10 cm. con eluente de Benceno - Metanol 7:3 (1,2) Y 9:1(3,4)

respectivamente.
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PLANTULA CALLO PLANTULA CALLO

Fig. 5.- Corrimiento de extracto hexanico (H){1) y metandlico (2) de plantula(P) y

callo(C) en placas de 5 X 10 cm. con eluente de Cloroformo - Metanol 17:3.



Rf=0925
0 0
HP HC

Rf=0.074
-
MP

¥

MC

Rf=0.888

37

Fig. 6.- Corrimiento de extracto hexanico (H) y metandlico (M){1) de plantula(P) y

callo(C) en placas de 10 X 20 cm. con eluente de Cloroformo - Metanol 19:1.

Fig. 7.- Corrimiento de extracto hexanico (H) y metanolico (M)(2) de plantula(P) y

callo(C) en placas de 10 X 20 cm. con eluente de Cloroformo — Acetona —

Dietilamina 5:4:1.
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Fig. 8.- Corrimiento de extracto hexanico (H) y metandlico (M){1) de plantula(P) y
callo(C) en placas de 10 X 20 cm. con eluente de Tolueno — Acetato de etilo —

Dietilamina 7:2:1.

Fig. 9.- Corrimiento de extracto hexanico (H) y metandlico (M)(2) de plantula(P) y
callo(C) en placas de 10 X 20 cm. con eluente de Tolueno — Eter 1:1 (saturado

con Acido Acético al 10%.
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TABLAS
n
]
5
=] /]
k- 8
c 0
@ c
w ;] o @
g £ 3 & 0
: 5 2 5 8
3 5 g g 5
L Q o 3 "
< (& o 7] o]
Plantula + + _ + +
{Hexano)
Callo (Hexano) + + _ + +
Plantula(Metanol) + + _ + +
Callo (Metanol) _ + _ + +
Dragendorff; NaOH 10% Shinoda Baljet Clorurro
Prueba HCI +Mg férrico 5%

Tabla 1.- Pruebas coloridas de Stenocereus griseus
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ELUENTES Hexano | Hexano | Metanol | Metanol
Plantula Callo Plantula Callo
Rf Rf Rf Rf
1 Benceno -Metanol 6:4 0.769 0.769 0 0
2 Benceno - Metanol 7:3 0.738 0.738 0.692 0.307
3 Benceno - Metanol 8:2 0.828 0.828 0.323 0.307
4 Benceno - Metanol 9:1 0.857 0.857 0.214 0.142
5 | Cloroformo - Metanol [15:5| 0.928 0.928 0 0
6 | Cloroformo- Metanol | 17:3] 0.646 0.646 0 0
7 | Cloroformo- Metanol |19:1 0.925 0.925 0 0.074
8 | Cloroformo - Acetona - | 5:4:1 0.888 0.888 0.277 0.166
Dietilamina
9 | Tolueno - Acetatode (7:2:1| 0.896 0.896 0 0
Etilo - Dietilamina
10 Tolueno - Eter 1:1 0.827 0.827 0 0

(Saturado con Ac.

Acético al 10%)

Tabla 2. Resultados de las relaciones de frentes (RIf), de los alcaloides encontrados en

plantulas y callo con extracciones hexédnicas y metandlicas y revelados con el reactivo de

Dragendorff.
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Eluentes Rf Visible uv Dragendorff
1 0.769 Amarillo claro Verde brillante café
2 0.738 Amarillo claro Azul verdoso café
3 0.828 Amarillo claro Verde brillante café
4 0.857 Amarillo claro Verde brillante café
5 0.928 Amarillo claro Azul verdoso café
6 0.646 Amarillo claro Azul verdoso café
7 0.925 Amarillo claro Verde brillante café
8 0.888 Amarillo claro Azul verdoso café
9 0.896 Amarillo claro Verde brillante café
10 0.827 Amarillo claro Verde brillante café

Tabla 3.- Cromatografia en capa fina con varios eluentes (tabla 2) de callo y plantula de

Stenocereus griseus en extracto hexanico.

Eluentes Rf visible uv Dragendorff
1 0 — —— N
2 0.692 Amarillo claro Rojo Café
3 0.323 Amarillo claro Naranja Café
4 0.214 Amairillo claro Rojo Café
5 o | = — — —
6 0 — ———— —
7 e — —
8 0.277 Amairillo claro Azul verdoso Café
9 0 —_— S —
10 0 — —— ———

Tabhla 4 - Cromatografia en capa fina con varios eluentes (tabla 2) de plantula de

Stenocereus griseus en extracto metandlico

Eluentes Rf visible Uv Dragendorff
1 o | e —— ——
2 0.307 Amarillo claro Azul verdoso Café
3 0.307 Amarillo claro Azul verdoso Café
4 0.142 Amarillo claro Azul verdoso Café
5 0 — —— —
6 0 —_— —_— ———
7 0.074 Amarillo claro Azul verdoso Café
8 0.166 Amarillo claro Azul verdoso Café
9 0 —— —_— ——————
10 0 —_— | = —

Tabla §.- Cromatografia en capa fina con varios eluentes (tabla 2) de callo de

Stenocereus griseus en extracto metandlico
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Foto.- 2 Semillas de S.griseu ( Hawort) Foto.- 3 Aimacigo de S.griseus ( Hawort)

Foto.- 4 Semillas en proceso de germinacién y plantulas de S.griseus ( Hawort)
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.Foglo_ 5 p|ém|a de _ griseus (Hawort) _ Foto .-6 Callo de brote de S.griseus (Hawort)

Foto. — 8 Extractos de pléntula y callo de S.
Foto. — 7 Callo de S.griseus (Hawort) griseus (Hawort)



46

5. CONCLUSIONES

> Se logré establecer el culivo "in vivo®™ de Stenocereus griseus (Haworth)
Buxabaum, al lograr su germinacion y crecimiento en almacigo para asi

tener una reserva de material vegetativo para su estudio.

» Se establecio el protocolo de desinfeccidn para el cultivo “in vitro® para esta
especie, para lo cual se llevaron a cabo: lavados de los brotes de plantulas
con agua corriente, inmersion en alcohol etilico, solucién de cloro, tween

20 y agua estéril, para luego sembrarlos en el Medio MS.

» Se logro la induccion y desarrollo de callo, con el medio MS (1962)
adicionado con 2,4- D, 5 mg/l, ( acido 2,4-Diclorofenoxiacético) y K 5 mg/l

(cinetina) .

» Los metabolitos secundarios encontrados en pléantula y callo fueron:

alcaloides, sesquiterpenlactonas, coumarinas y oxidrilos fenélicos.

» El alcaloide obtenido en plantula y callo a partir del exiracto hexanico es el

mismo, esto fue corroborado con el espectro infrarrojo.
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RECOMENDACIONES

» Probar nuevos y diversos eluentes para encontrar los que separen mejor

los extractos metanolicos.

» Buscar la identificacion de los alcaloides asi como sus posibles

aplicaciones,

» Trabajar con mayores cantidades de planta para obtener mayor cantidad de

extracto.

» El cultivo “in vitro puede ser explotado como una alternativa para la

obtencion de compuestos de interés a la industria.
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