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Resumen.

Cosmos sulphureus Cav. es una planta originaria de américa central y ampliamente
distribuida en Meéxico, posee propiedades medicinales como antioxidante,
antidiabético y contra la malaria. La produccion de los metabolitos secundarios
responsables de esta actividad puede variar debido a factores ambientales,
fisiologicos, bioquimicos y genéticos. Se disefié un protocolo de germinacion in vitro
que permitié evaluar la produccién de estos metabolitos en condiciones controladas,
se evaluaron tres tratamientos de desinfeccion de semillas, donde ademas de los
métodos convencionales e inmersion en etanol al 70%, se utilizaron NaCl activo al
1.5, 2.5y 5% en un disefio establecido para 72 semillas con una sola repeticion por
tratamiento. Las variables porcentaje de semillas germinadas (PG) e indice de
velocidad de germinacion (IVG) fueron evaluados 15 dias posterior a la siembra.
También se evaluo el porcentaje ideal del medio de cultivo Murashige & Skoog (MS).
Los resultados sefialan que el mejor tratamiento de desinfeccion fue NaCl activo al
5%, el cual arrojé 0% de contaminacion. El porcentaje ideal de medio de cultivo fue
MS al 50% ya que los resultados no tuvieron diferencias significativas contra MS al
100%. Se obtuvo un IVG de 4.23 semillas por dia y el 34.72% de germinacion. Se
analizaron los extractos de la parte aérea de las plantas germinadas al finalizar su
proceso de rusticacion mediante cromatografia en capa fina, comparando contra el
extracto de una planta silvestre, obteniendo como resultado una presencia de
compuestos mayoritarios idénticos en ambos, por lo que esta propuesta de
germinaciéon in vitro representa una estrategia para la produccién masiva y

obtencién de los compuestos a los que se les atribuye su actividad farmacolégica.

1. Justificacion.
Las plantas medicinales constituyen uno de los principales recursos terapéuticos

tanto en el medio rural como suburbano, donde los servicios de atencién médica
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son escasos, acentuandose en las poblaciones mas alejadas de las cabeceras
municipales. Es innegable los siglos de uso empirico que avalan en la mayoria de
los casos, los recursos vegetales utilizados como medicinales (Osuna et al., 2005),
sin embargo, es necesario aplicar el método cientifico de manera interdisciplinaria
para el estudio de las plantas que actualmente estan siendo utilizadas como
medicinales, abordando aspectos como la caracterizacion fitoquimica (Mata, 1993),
ya que el método cientifico es preciso, critico, objetivo, racional, comunicable y es
la forma de obtener conocimiento mas elevada que puede aplicar el ser humano
(Alvarez, 1996), para ello, la ciencia moderna analiza y estudia los efectos
terapéuticos de las plantas, para precisar, comparar y clasificar las diversas
propiedades, y conocer los efectos activos responsables de aliviar o curar
enfermedades, determinando sus estructuras quimicas, su sintesis y para proponer
modificaciones estructurales en la busqueda de una mayor actividad (Cuadrado,
2004). La comprobacion cientifica resulta muy importante ya que, de no tenerlo, el
valor terapéutico de estas plantas simplemente no existe, y no se conocen sus
componentes quimicos responsables de la supuesta accién farmacoldgica. Por lo
cual, el andlisis de las plantas utilizadas en la medicina tradicional permitira
comprobar si efectivamente tienen un valor terapéutico, caracterizar el o los
compuestos responsables de esa actividad y justificar su mecanismo de accién
(Cruz, 2002).

Durante siglos la medicina tradicional ha utilizado plantas medicinales y aromaticas
en la prevencion y tratamiento de numerosas enfermedades, por lo que en la
actualidad, la capacidad que tienen estas plantas para producir gran variedad de
sustancias con caracteristicas especiales ha llamado la atencién de industrias
farmacoldgicas, cosmeéticas y alimenticias, lo que ha provocado la necesidad de
intensificar el cultivo de plantas medicinales y aromaticas buscando altos indices de

produccion a bajos costos (Bedoya et al., 2016).

El interés de los medicamentos de origen vegetal es debido a que la medicina

convencional puede ser ineficiente, debido al abuso o uso incorrecto de ésta,
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originando efectos secundarios y resistencia, ademas de que un gran porcentaje de
la poblacion mundial, no tiene acceso al tratamiento convencional, mientras que la
medicina tradicional y los conocimientos etnoboténicos sugieren que estos
productos no son inofensivos. Sin embargo; el uso de estas sustancias no se
encuentra siempre autorizadas por autoridades legales, debido a que los productos
fitomedicinales son distribuidos comercialmente sin control de calidad en su

produccion, lo que tiene repercusion en su eficacia (Rates, 2001).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera a la fitoterapia en sus
programas de salud y sugiere procedimientos béasicos para la validacién de
medicamentos de origen vegetal dentro de su desarrollo (Vulto et al., 1998), incluso
paises asiaticos como China y la India, cuentan con su industria de plantas
medicinales bien establecida (Gruenwald, 1997). En Estados Unidos de América,
los productos fitomedicinales han logrado contar con la supervision de la Food and
Drug Administration o FDA, organismo que regula los medicamentos de patente
(Rates, 2001). En los paises latinoamericanos se estan invirtiendo en programas de
investigacion de plantas medicinales por medio de estandarizacion y regulacion de
los productos fitomedicinales, siguiendo el ejemplo de paises europeos como
Francia y Alemania, siendo este ultimo el que vende el 50% de los productos
fitomedicinales con prescripcion médica, y el costo es cubierto incluso por las

compafiias de seguros (Gruenwald, 1997).

Por lo que resulta de gran importancia el reconocimiento de la investigacion sobre
las plantas medicinales usadas en la medicina tradicional, aunado a la carencia de
falta de mercado farmacéutico, lo cual origina un satisfactorio acercamiento para el
desarrollo de nuevos farmacos, reflejandose en un incremento en el nUmero de
publicaciones en este campo, ademas de que las instituciones gubernamentales y
privadas alrededor del mundo se interesan y son las que apoyan financieramente

programas de investigacion en este rubro (Calixto, 1996).

Durante todo el siglo XIX y los primeros 60 afios del siglo pasado, la investigacion

cientifica de la flora mexicana se realiz6 sin atender adecuadamente su uso médico
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tradicional. En México, los especialistas en la medicina tradicional representan la
Gnica alternativa médica para mas de 40 millones de mexicanos que no tienen

acceso a los diferentes centros de salud (Osuna et al., 2005).

En nuestro pais, el conocimiento sobre las propiedades curativas de las plantas es
utiizado permanentemente entre las poblaciones indigenas, y las plantas
medicinales constituyen el recurso mas grande y valioso de la Medicina Tradicional
Mexicana (Lozoya, 1976). En el ambito nacional, el interés cientifico y médico en
relacion con el estudio de la Medicina Tradicional y de las plantas medicinales,
también se ha incrementado recientemente. Aunado a esto, se encuentra la
situacién provocada por la crisis econdémica del pais, donde los costos de
medicamentos de patente son cada vez mas caros, llevando con esto a la
conviccion de que los recursos vegetales del pais deben ser estudiados, para de
esta manera afrontar las carencias y costos de los medicamentos. En los herbarios
de nuestro pais, existen una gran cantidad de plantas registradas y clasificadas
taxondmicamente, donde ademas se ha tomado en cuenta el conocimiento popular,
y se ha interrogado en forma programada sobre su uso a curanderos, chamanes y
hierberos. Sin embargo, aln existe un gran numero de plantas que, a pesar de su

uso popular, no se encuentran incluidas en dichos acervos (Cruz, 2002).

La planta de Cosmos sulphureus Cav. es originaria de américa central y
ampliamente distribuida en México, es utilizada por las personas para combatir
efectos de piquetes de alacran, aftas, angina, como digitalico (aumenta la fuerza de
la contraccién cardiaca) y para la curacion de llagas en la boca (Fernandez et al.,
1998) ademas; ha sido identificada con propiedades medicinales como antioxidante,
antidiabética y contra la malaria (Lim, 2014), por lo que representa una especie de
interés farmacolégico en la actualidad. Es una especie importante para la ecologia
ya que sus flores atraen aves y mariposas de diversas especies como la mariposa
monarca (CONABIO, 2009) y a pesar de que los datos mas recientes la posicionan
como uno de los taxdn con mayor area de ocupaciéon (AOO) en México al arrojar

3,048 km? y un area estimada de presencia (EOO) de 1, 219,367 km? (Vargas et al.,
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2013) se puede concluir que su (AOO) brinda el material biologico suficiente para
su explotacion e incluso aun mas su (EOO) que se encuentra por arriba del millén

de kilbmetros cuadrados.

Sin embargo; se han identificado especies en peligro de extincion o peligro critico
por su excesiva recoleccion insustentable y a la pérdida de habitats causados por
el hombre, como ejemplo se puede identificar que en la India existen 44 especies
de plantas medicinales en peligro de extincion, como es el caso de la planta
endémica Aconitum chasmanthum, sus raices y tubérculos contienen alcaloides que
son utilizados en la medicina ayurvédica y homeopatica, por lo que es recolectada
en grandes cantidades (UICN, 2015).

De acuerdo a diversos andlisis y articulos cientificos sobre la actividad bioldgica de
Cosmos sulphureus Cav. se identificd que presenta actividad contra la ictericia,
fiebre intermitente, esplenomegalia y también actividad antiinflamatoria,

antigenotoxica y antimicrobiana (Rasdi et al., 2010).

Para ello, el cultivo de tejidos vegetales es una excelente via para incrementar
rapidamente el nimero de individuos, lo cual representa un gran valor no sélo para
la investigacién, sino también para preservar la especie (Calderén et al., 1993), para
este efecto la germinacion in vitro permite altas tasas de multiplicacion en un corto

tiempo y facilita el control de organismos patégenos (Sanchez et al., 2004).

2. Marco teorico.

2.1 Antecedentes.

La utilizacion de plantas medicinales ha retomado especial importancia bajo el
enfoque de una nueva biotecnologia que augura revolucionar el mundo de los
medicamentos provenientes de las plantas (Wagner et al., 1985). Este renacimiento
se acompanfa también con el descubrimiento de propiedades curativas y conceptos
farmacodinamicos novedosos, reincorporando muchos recursos vegetales que

fueron vistos en el campo farmacéutico del pasado (Famsworth et al., 1985).
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El uso de plantas con fines medicinales forma parte de la Medicina Tradicional (MT)
la cual es definida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como todo el
conjunto de conocimientos, aptitudes y practicas basados en teorias, creencias y
experiencias indigenas de diferentes culturas, usados para el mantenimiento de la
salud, la prevencion, el diagnostico o la mejora de enfermedades fisicas o0 mentales
(OMS, 2018). La medicina tradicional se basa en el conocimiento ambiental local,
es adaptiva a los contextos espacio-temporales y sus poseedores son
principalmente los pueblos originarios (Chavez et al., 2017). La MT es una
necesidad social avalada por la sumatoria de conocimientos de diferentes culturas

trasmitidos de una generacion a otra (Barranco et al., 2013).

Los inicios de la Medicina Tradicional se remontan al origen de las ciencias médicas,
las cuales fueron confundidas por una parte por el empirismo y por otra, con la
supersticion. El empirismo dio nacimiento a la medicina popular, fundamento de la
observacion rudimentaria de los fendmenos de orden médico, que aun perdura entre
los pueblos salvajes. En tanto la supersticion, dio lugar a la medicina sacerdotal,
gue aparecio en las primeras edades de todos los pueblos y se explica también por
la mayor ilustracion de los ministros del culto respecto a una masa popular
ignorante. Los inicios de las ciencias meédicas en Grecia, se dieron con caracter
mitologico personificado, primero en Apolo y después en Esculapio y su hijo.
Atribuyendo las ciencias médicas de Esculapio al centauro Quirdn, por algunos
poetas. La leyenda afirma que Macadn y Podalirio asistieron a los griegos en el sitio
de Troya; por entonces la medicina se limitaba a arrancar flechas, puntas de lanzas,
y a controlar hemorragias y aliviar el dolor. Por otra parte, fildsofos y matematicos,
como Pitdgoras, se ocupaban también de la medicina, fundando algunas escuelas
como la de Crotona en la antigua Grecia; asi se le atribuye a Demdcrito la realizacion
de un tratado acerca de la rabia y otro sobre la influencia terapéutica de la musica.
Iniciado el siglo V a.C., la visién de Hipécrates revelé un poderoso genio que iluminé
toda una época. El criterio racional y natural del llamado “Padre de la medicina”, se
manifestd en su observacion clinica de la evolucion de la enfermedad, con

discernimientos muy completos. Entre las causas de las enfermedades se incluyen:
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la herencia, el clima, el suelo, las aguas, los vientos y la temperatura. Se le concede
gran importancia a la balneacién, los ejercicios fisicos y la dieta; se describen las
sangrias, las escarificaciones y las ventosas, se le atribuye, ademds; gran
importancia al prondstico, con el establecimiento de reglas generales para este. A
Hipocrates se le admira su gran capacidad de observacion, que lo lleva a definir,
con gran acierto, el proceso de la enfermedad, la cual es considerada como un
estado existencial muy similar al de la salud, pues en ambas la naturaleza e muestra
como un todo. En las afecciones se producen reacciones que se verifican como
salvaguarda de la salud; es decir, “la naturaleza es el médico de las enfermedades”.
También, reconocio que el principio de contrariedad era aplicable en la medicina,
especialmente para las afecciones resultantes de noxas evidentes, obrando sobre
el exterior y considerando siempre la fuerza vital o “dynamis actuante” en el ser
humano y la relacion de similitud de la accion de las drogas con la del proceso
patolégico. Ofrecio el concepto de “physis” como fuerza vital que anima y produce
todos los estados de existencia en sus diversas variaciones, la fuerza vital
conservadora y parte de la naturaleza toda, conceptuada como diversas energias
actuantes en forma concurrente, en la reaccion de la totalidad del cuerpo humano y
de la enfermedad como un proceso encaminado a eliminar el desequilibrio y volver
a la salud. Hipécrates es, indudablemente, el genio de la medicina naturalista
(Pascual et al., 2014).

Durante el antiguo Egipto, hace 4000 afios, ya contaban con médicos
especializados a su servicio, desde dentistas hasta oculistas, que combinaban sus
conocimientos fisioldgicos con las invocaciones magicas. Uno de los pilares en los
gue se asentaba la nocion de enfermedad y curacién en Egipto era el mito. Algunos
dioses se ocupaban de un érgano concreto. El remedio se imploraba mediante rezos
y canticos, y la suplica del médico ante la divinidad constituia el preambulo de un
tratamiento. A veces, el sanador buscaba la proteccion de la magia para esquivar el
mal. Gracias al conocimiento del nombre secreto del mal, y mediante la intervencién
ante la divinidad, se lograba rechazar los elementos productores del desorden fisico

o psiquico. El recitado de las plegarias escritas o su impregnacion por el agua lustral

14

Universidad Abierta y a Distancia de México | Division de Ciencias de la Salud, Biol6gicas y Ambientales
México 2019




UnADM

Universidad Abierta y a
Distancia de México

producian el mismo efecto terapéutico y benéfico. El médico, recurria a la ciencia 'y
le afiadia elementos rituales desde invocaciones magicas hasta el empleo de
talismanes o amuletos para lograr la curacion. En Egipto convivian sin estridencias
el tratamiento farmacolégico con el rito y la plegaria magica, complementandose
mutuamente, como la invocacion al dios Horus y Atum, el ritual se efectuaba sobre
el mineral de cobre malaquita, la miel y una planta de la familia del papiro. EI médico
era experto en la preparacién de drogas, para lo que empleaba sustancias de
procedencia variopinta que la tradicion habia consagrado por su eficacia, y las
dosificaba de forma muy precisa, como la leche de mujer como ingrediente, el cual
se utilizaba en enemas. Se desconoce si existian escuelas de medicina, aunque lo
mas probable es que los conocimientos se transmitiesen de padre a hijo, como el

resto de los oficios (Nunn, 2002).

De acuerdo a datos documentados, se sabe que la Medicina Tradicional ya habria
surgido en China hace unos 3000 afios y su origen se encuentra en la misma area
de nacimiento y desarrollo de la Naciéon China: la cuenca del rio amarillo. En los
rasgos primitivos de la escritura China, grabados en huesos de animales o en
caparazones de tortuga, descubiertos en la dinastia Han, habia anotaciones sobre
la medicina, la asistencia médica y la sanidad publica, incluso referencias a mas de
10 tipos de enfermedades, sus sintomas y su tratamiento. La etnia de los han, mas
gue ninguna otra, fue quien forj6, a través de milenarias experiencias y de
formulaciones tedricas, lo que se conoce hoy en el mundo como Medicina
Tradicional China. Para el afio 1000 a.C. ya existia en China un cuerpo de doctores
gue seguia unos métodos para el tratamiento de las enfermedades. En el siglo V
a.C., se escribié el Can6n de Medicina Interna, en el que se describian numerosas
enfermedades, su diagnostico y tratamiento. Durante los siglos siguientes su
desarrollo fue rapido, apareciendo numerosos médicos famosos por todo el pais y
a partir del siglo X d.C se sistematiza como una ciencia médica mas avanzada y
completa, valiéndose de diferentes herramientas terapéuticas como la Acupuntura,

Moxabustion, Masaje, Fitoterapia y Qigong (Reyes, 2008).
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Sin embargo; es con la sabiduria de los griegos que de manera concreta empiezan
a difundirse en el mundo occidental, los usos medicinales de determinadas plantas

curativas.

En Mesoameérica, durante el periodo clasico (250 a 900 d.C.), surge para los Mayas,
la medicina, la cual estaba sustentada en el sistema filoséfico de concebir al mundo,
la vida y el hombre. Ellos tenian, un ordenamiento y un sistema real de atencion al
hombre y problemética. Su sustento ideoldgico estaba basado en el concepto de la
energia y la integridad. EI hombre relacionado y util. Asimismo, estaba basado en
la comprension de las dos fuerzas, los tres impulsos y su desarmonia energética en
el organismo donde confluyen caminos, fuerzas y centros energéticos unidos.
Comprendian de ese modo al hombre, la enfermedad individual y colectiva,
epidemias y otros lastres naturales. La clinica, se basaba en métodos de
observacion, percepcion y reflexion. De esa manera, comprendieron a los enfermos
y sus patologias. Con sus causas Yy determinaciones. El diagndstico estaba
sustentado en el dialogo la observacion, la palpacidén energética, la reflexion y la
inspiracion, asimismo, hay glifos que muestran la vara y técnicas radiestésicas de
captacion de energia y comunicacion vibracional. Su terapéutica se fundamentaba
mMAas en la mente y el espiritu a través de lograr la armonia de la energia, y hacer
llegar lo que se estaba perdiendo o fluir aquello que era negativo. Parece ser, que
la mente y el espiritu formaban parte importante de las terapéuticas, para poder
integrar mas al hombre con su mision y su existencia. Hacian limpiezas energéticas
y meditaciones, pedian y daban, recibian y liberaban. Su terapéutica se basaba
principalmente en las leyes de la naturaleza, la vida y el hombre. Usaban recursos
de la naturaleza para su sanacion. Agua, aire, plantas medicinales, hongos,
masajes, vapores, y en la parte mas sensacional usaban espinas y objetos
punzantes. Comprendian que sol-planta-hombre, es la trilogia de la vida humana,
lo que en la actualidad es comprender la dinAmica del movimiento subatémico y
comprender la dinamica molecular de la vida y su desarrollo. Sobre todo,
comprender que el sol llega a las plantas y elabora procesos de fotosintesis,
produciendo la energia necesaria para crecer y reproducirse. Ese hecho, significaba
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para los Mayas, no solamente la manera como las plantas existian, sino también la
manera como podrian alimentarse de energia a través de la trilogia de la vida.
Siendo asi, sabian que las plantas tenian poderes también extraterrenales; es decir,
capaces de regular desordenes energéticos en los hombres. Una maravillosa
concepcion de porque las plantas curan, sabiéndolas utilizar adecuadamente como

terapéutica (Espinoza, 1999).

Posteriormente en el periodo postclasico (1325 a 1521 d.C.) se da la llegada de los
pueblos aztecas, sus reglas basicas en medicina eran el equilibrio, la moderacion y
el cumplimiento del deber. Los estados de salud o enfermedad se relacionaban
estrechamente con una condicién de equilibrio o desequilibrio, respectivamente.
Para gozar de salud habia que estar en equilibrio en lo fisico, en las relaciones
sociales y con las deidades. La moderacion de la dieta, en el ejercicio y en el
comportamiento era un componente esencial de un cuerpo balanceado. El trabajo
y el cansancio creaban un desequilibrio de varias maneras, entre ellas porque
calentaban en exceso el tonalli de las personas. Los aztecas creian que el cuerpo
humano tenia varias fuerzas animistas (almas), cada una con funciones especificas
para el crecimiento, el desarrollo y la fisiologia del cuerpo, e incluso para su destino
después de la muerte. Las tres principales fuerzas animistas eran el tonalli,
localizado en la cabeza; el teyolia, en el corazén, y el ihiyotl, en el higado. La salud
del individuo dependia de las cantidades relativas de cada alma en un momento

dado, y de la conservaciéon de un equilibrio entre ellas (Ortiz, 1993).

Durante el siglo XVI y con la conquista de los espafoles, llega un caudal de
conocimientos médicos, como los remedios de origen vegetal, mismos que se
combinan en forma integral con las especies nativas usadas en esos tiempos por
los tictl o médicos indigenas. Y comienza a fusionarse la herbolaria mexicana con
las especies y con los conocimientos traidos del viejo continente. La medicina
prehispanica, al igual que la primitiva europea, estuvo intimamente vinculada a la
religion y a la magia de manera que los pueblos mesoamericanos pudieron asociar

e identificar cualidades y poderes de plantas, animales y elementos de la naturaleza
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a los de las especies vegetales introducidas por los europeos, incluyendo las traidas
por naturistas y otros viajeros, las cuales aportaron nuevos conocimientos a la
medicina local. Durante la conquista de Espafia a los Aztecas, Hernan Cortés
redactaba en algunas de sus “Cartas de Relacion” que enviaba al Rey de Espania,
mencionaba como los chamanes y curanderos aztecas habian curado a los
espafoles de enfermedades que éstos no conocian y también durante la Colonia se
registraron los conocimientos indigenas sobre herbolaria y Medicina Tradicional y
de ello existe un documento histérico muy valioso llamado: “El Cédice Martin de la
Cruz-Badiano” (Figura 1), en el cual se registran los medios curativos utilizados por
los aztecas antes de la conquista, basado en los conocimientos herbolarios de
Martin de la Cruz, un curandero indigena, quien plasmo sus conocimientos en

nahuatl, los cuales fueron traducidos al latin por Juan Badiano (Ruiz, 2014).

COMMCE MARTIN DY CRUZ-BAIMANO
1652 © Centro de N " g

Bibiistecs Macional trupologs « Mutoris | INAM

Figura 1. “Cddice Martin de la Cruz-Badiano (1552)”. [En linea]
https://news.artnet.com/exhibitions/relive-battle-between-aztec-king-and-the-
spanish-conquistadors-140143
Este codice es una de las fuentes mas importantes desde el punto de vista médico
para conocer la herbolaria y la Medicina Tradicional que se practicaba entre los
aztecas, pues esta ilustrado con figuras a colores de hierbas, flores y arboles

18

Universidad Abierta y a Distancia de México | Divisién de Ciencias de la Salud, Biolégicas y Ambientales
México 2019




UnADM

Universidad Abierta y a
Distancia de México

pintados a la manera indigena y facilita un enorme caudal de datos acerca de las
plantas medicinales y sus usos, asi como también las aplicaciones de las drogas
utilizadas terapéuticamente y de donde eran extraidas, pero no solo eso, sino que
también tiene ensefianzas sobre ética y moral para los meédicos que son
comparables a los criterios morales de Hipdcrates, también incluye elementos
magicos, poniendo de manifiesto que la mente manda sobre el cuerpo y que la
sugestion y otros mecanismos sicoldgicos forman parte muy importante del proceso
salud-enfermedad y son esenciales para la curacién, desde el punto de vista del
paciente (Ruiz, 2014).

Durante el siglo XVIII llegaron a la Nueva Espafia (México), dos expediciones
cientificas espafiolas dirigidas, respectivamente, por el naturalista Martin Sessé y
por Alessandro Malaspina de Mulazzo, marino italiano al servicio del gobierno
espafol. Estas recolectaron un valioso material que se trasladé a Madrid en 1820.
Hacia finales del siglo XVIII, fray Juan Navarro dibuj6 y describié numerosas plantas
medicinales mexicanas en el quinto tomo de su “Jardin Americano”. En las
postrimerias de la época colonial, salieron a la luz las obras fundamentales de Von
Humbold y Bonpland acerca de la distribucién geografica de las plantas americanas
(de Micheli et al., 2009).

A finales del siglo XIX se realizaron las primeras investigaciones concernientes a la
botanica mexicana en el laboratorio del Instituto Médico Nacional, bajo la guia del
doctor Fernando Altamirano, iniciador de los estudios farmacoldgicos en el pais. Ya
en el siglo XX se efectuaron los primeros ensayos de farmacologia cardiovascular
en el Hospital General de la capital mexicana, por iniciativa del doctor Ignacio
Chavez. La tradicién botanico-farmacoldgica mexicana se mantiene viva y operante

en las modernas instituciones cientificas de la republica (de Micheli et al., 2009).

Es posible concluir que al surgimiento de la Medicina Tradicional se le atribuyen los
aportes de Hipdécrates en la antigua Grecia, sin embargo; el uso de plantas
medicinales también se le atribuye a la sabiduria de muchos paises como China

(Taoismo), y a pesar de que su definicion data del siglo XIX, las raices de la filosofia
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de la medicina tradicional son milenarias (Besalu, 2002) y tiene mayor antigiedad
qgue cualquier otra terapia, ya que el consumo sistematico de plantas con atributos
medicinales data probablemente desde hace 2 millones de afios en Africa (Chifa,
2010).

El conocimiento de la Medicina Tradicional y la utilizacion de plantas medicinales es
una experiencia trasmitida por generaciones, a tal punto, que en pleno siglo XXI son
denominadas plantas de uso tradicional. En la actualidad existen extensas
investigaciones relacionadas con el uso de plantas para curar diversas
enfermedades (Pascual et al., 2014). Durante muchos afios, los seres humanos han
utilizado las plantas para tratar enfermedades de la piel, curar heridas, picaduras de
insectos e incluso mordeduras de serpientes. Sin embargo, es a partir de la década
de los 80°s del siglo pasado, que el interés por conocer las plantas medicinales y
sus usos, ha proliferado en todo el mundo, motivados por las muertes causadas por
reacciones adversas a los medicamentos convencionales, como las 600 muertes
sucedidas en Inglaterra entre 1986 y 1987, y las mas de 200 mil en Estados Unidos
de América (Pardi et al., 2013).

En 1988 se llevo acabo la Conferencia Internacional sobre Conservacion de Plantas
Medicinales, en Chiang Mai, Tailandia, con la presencia de la OMS, la Union
Internacional para la Conservacién de la Naturaleza y Recursos Naturales, y el
Fondo Mundial para la Vida Salvaje. Como resultado se redacté un manifiesto
conocido como la “Declaracion de Chiang Mai”, donde se realiza una severa
advertencia: “salvar plantas para salvar vidas” (MINSAP, 2002). Y es a partir del
decenio de 1990 que se constata un resurgimiento de la utilizacion de la Medicina

Tradicional en muchos paises desarrollados y en desarrollo (OMS, 2018).

2.2 La Fitoterapia.

En las ultimas dos décadas, la industria farmacéutica internacional ha abierto una
novedosa linea de productos, basada en extractos estandarizados de especies
vegetales, entendiendo por extractos estandarizados, al contenido de principio

activo del extracto que ha sido analizado y cuantificado (Alonso, 2013).
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Esta tendencia, responde a la busqueda de medicamentos naturales por parte de
los consumidores. En la actualidad, se puede palpar un compromiso creciente en
cuanto a la investigacion, el desarrollo, la innovacion, la produccion vy
comercializacion de medicamentos basados en los extractos estandarizados de
especies vegetales. En este contexto surge la fitoterapia, la ciencia que estudia el
uso de plantas medicinales y las incorpora en formas farmacéuticas, cuya calidad,
seguridad y eficacia estdn garantizadas, teniendo en cuenta las caracteristicas de

las drogas vegetales y extractos (Cea, 2013).

Es mediante la fitoterapia que se incorporan a la industria farmacéutica los
fitofarmacos, que, de acuerdo a la OMS, se definen como productos obtenidos por
procesos tecnolégicamente adecuados, empleando exclusivamente materias
primas vegetales, con finalidad profilactica, curativa, paliativa o para fines de
diagnoéstico (OMS, 2018). Los fitofarmacos se caracterizan por el conocimiento de
su eficacia y de los riesgos de uso, asi como para la reproducibilidad y la constancia
de su calidad (Silva, 2013).

En México, los fitofarmacos son denominados “medicamentos herbolarios” y su
registro y comercializacion esta regulado legalmente y se adhiere a diferentes
normas. Debido al incremento de la existencia de los fitofarmacos, la Ley General
de Salud establece categorias de farmacos a base de hierbas y remedios
herbolarios. El estudio cientifico de los productos naturales es util para obtener
sustancias activas encaminadas al desarrollo de nuevos medicamentos. Con un
mayor conocimiento quimico, farmacoldgico y clinico de las plantas y de sus
derivados, se requieren métodos analiticos que faciliten el control de calidad de los
preparados fitofarmacéuticos. El desarrollo, autorizacién y comercializacion de los
preparados a base de plantas para prevenir, atenuar o curar enfermedades requiere
la identificacion de los principios activos de los extractos naturales, producir a gran
escala la materia prima y realizar estudios farmacoldgicos clinicos y toxicoldgicos,
para la posterior elaboracién de los fitofarmacéuticos, tal como se haria con los

medicamentos de patente (Aguilar, 2014). La investigacion cientifica es la Unica
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forma de comprobar que los productos fitoterapéuticos sean prescritos por los
médicos (Cea, 2013).

En respuesta a la necesidad de esta validacion cientifica se recurre a la fitoquimica
y fitofarmacologia, ya que existe una gran cantidad de metabolitos secundarios en
las plantas que ofrecen una gigantesca posibilidad de encontrar moléculas

bioactivas con actividad biologica (Chang et al., 2013).

2.3 Metabolitos Secundarios.

A diferencia de otros organismos, las plantas destinan una cantidad significativa de
carbono asimilado y de la energia a la sintesis de una amplia variedad de moléculas
organicas que no parecen tener una funcion directa en procesos fotosintéticos,
respiratorios, asimilacién de nutrientes, transporte de solutos, sintesis de proteinas,
carbohidratos o lipidos, y que se denominan metabolitos secundarios, también
denominados productos secundarios o productos naturales. Algunos productos del
metabolismo secundario tienen funciones ecoldgicas especificas como atrayentes
o repelentes de animales. Muchos son pigmentos que proporcionan color a flores y
frutos, jugando un papel esencial en la reproduccién atrayendo a insectos
polinizadores, o atrayendo a animales que van a utilizar los frutos como fuente de
alimento, contribuyendo de esta forma a la dispersion de semillas. Otros
compuestos tienen funcién protectora frente a predadores, proporcionando a la
planta sabores amargos, haciéndolas indigestas o venenosas. También intervienen
en los mecanismos de defensa de las plantas frente a diferentes patdégenos,

actuando como pesticidas naturales (Avalos et al., 2009).

Los metabolitos secundarios ademas de no presentar una funcion definida en los
procesos mencionados, difieren también de los metabolitos primarios en que ciertos
grupos presentan una distribucion restringida en el reino vegetal, es decir, no todos
los metabolitos secundarios se encuentran en todos los grupos de plantas. Se
sintetizan en pequeiias cantidades y no de forma generalizada, estando a menudo
su produccion restringida a un determinado género de plantas, a una familia o

incluso a algunas especies (Avalos et al., 2009).
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2.4 La familia Asteraceae.

La familia Asteraceae (0 Compositae), constituye uno de los grupos mas
diversificados dentro de las plantas con flores (Magnoliophyta), y también uno de
los grupos mas naturales. Es una de las familias méas importantes de las
Angiospermas, contiene un niumero de especies que van desde los 2 200 hasta las
30 000 dependiendo del autor. Todos sus miembros se caracterizan por presentar
una inflorescencia primaria formada por una cabezuela pseudantica, con un
involucro de bracteas que semeja una estructura calicinal que contiene en su interior
una o muchas flores gamopétalas, epiginas, carentes de caliz o modificado en una
estructura muy peculiar y variable denominada vilano, con los estambres
singenosios, el estilo dividido apicalmente en dos ramas también con una gran
variacion morfolégica, un fruto denominado aquenio que puede ser glabro o
pubescente y cuyos tricomas, al ser observado bajo el microscopio Optico, parecen

ser dos tricomas fusionados en uno solo (Garcia et al., 2004).

Esta familia es cosmopolita, sélo no registrada en la region antartica. Son de los
elementos mas caracteristicos de las regiones con clima templado o seco, con
centros importantes de diversificacion en México, la region mediterranea del Viejo
Mundo, la region del Cabo en Africa, Australia y los Andes en Suramérica (Heywood,
1985). Las evidencias geoldgicas y filogenéticas sugieren que el centro de origen
se ubica en el hemisferio sur, probablemente en la region andina de Sudamérica,
aunque autores como Turner, 1977, opina que su amplia distribucion mundial
pudiera mas bien derivar de una mayor antigiedad, ubicando su sitio de origen en

la Godwana precretacica.

2.5 Cosmos sulphureus Cav.

Entre las especies que conforman la familia Asteraceae, se encuentra la planta
Cosmos sulphureus Cav. (Figura 3) la cual es originaria de américa central y
ampliamente distribuida en México (Jansen et al.,, 2005). Esta especie es muy

decorativa y se le suele encontrar en muchos caminos del trépico mexicano,
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especialmente en la cuenca del Rio Balsas. Se le conoce también con otros

nombres como Mirasol amarillo o Corepsis artemisiaefolia Jacq. (McVaugh, 1984).

Su taxonomia fue descrita por Antonio José de Cavanilles en 1971 (Figura 2).

Reino: Plantae
Division: Fanerégama
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Cosmos
Especie: Cosmos sulphureus Cav.

Figura 2. Taxonomia de Cosmos sulphureus Cav. Modificado de Cavanilles, A.
(1971). Icones et Descriptiones Plantarum.

Es una planta de hierba anual (Figura 3), erecta, que alcanza los 2m de altura, su
tallo es ramificado generalmente hacia la parte superior, con pelos erectos
multicelulares. Sus hojas son opuestas, de hasta 20cm de largo, su contorno
general es anchamente triangular, estan profundamente divididas en 7 a 11
segmentos que a su vez vuelven a dividirse una o dos veces, pueden presentarse
diminutos dientes poco evidentes en el margen; el peciolo de hasta 7cm de largo,
aunque a veces es mucho mas corto. Su inflorescencia son cabezuelas sobre
pedunculos delgados de hasta 20cm de largo, ubicadas hacia la punta de las ramas.
Las flores o cabezuelas son de unos 6.5cm de ancho, aunque tiene el aspecto de
una flor, es en realidad una inflorescencia formada por pequefias flores sésiles
dispuestas sobre un receptaculo plano. El conjunto de flores esta rodeado por fuera
por varias bracteas dispuestas en 2 series y soldadas en la base. Sus flores tienen
un color anaranjado intenso o anaranjado-amarillento, de hasta casi 3 cm de largo,
su forma es obovada con 3 dientecillos en el apice que es redondeado (Nash, et al.,
1976).
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Figura 3. Orange Cosmos (Cosmos sulphureus Cav.) [En linea]
http://www.missouriplants.com/Others/Cosmos_sulphureus_page.html

El fruto es seco y no se abre (indehiscente), contiene una sola semilla, se le conoce
como aquenio, es delgado, tetragonal, curvado, con diminutos pelillos, angostado
hacia los dos extremos y muy alargado hacia el &pice, en el que se presenta una
estructura llamada vilano que consiste en 2 (raramente 3, 0 a veces ausentes)
aristas delgadas, a veces recurvadas, que tienen en su superficie diminutos

ganchillos dirigidos hacia abajo (McVaugh, 1984).

Las personas utilizan las flores de esta planta para combatir efectos de piquetes de
alacran, aftas, angina, como digitdlico (aumenta la fuerza de la contraccion

cardiaca) y para la curacion de llagas en la boca (Fernandez et al., 1998).

Actividad Referencias
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Antioxidante, antidiabética, contrala  Jang, Park, Park, Park, & Lee (2008);
malaria, antiinflamatoria, Alexandros (2007);

antigenotoxica, antimicrobiana, contra Akihisa et al. (1996);

la ictericia, fiebre intermitente y la Rasdi, Samah, Sule, & Ahmed (2010)

esplenomegalia.

Tabla 1. Literatura sobre la actividad biolégica en Cosmos sulphureus Cav.
Modificado de Onanong et al., 2011.

2.6 Compuestos de interés farmacoldgico en Cosmos sulphureus Cav.

Las flores de la mayoria de las especies de Cosmos, contienen flavonoides, estos
son metabolitos secundarios polifendlicos cominmente con un grupo cetona y
normalmente pigmentos de coloracion amarilla de donde viene su nombre del latin
flavus, “amarillo”. Los flavonoides ejercen un amplio espectro de funciones en las
plantas, principalmente como pigmentos de colores amarillos en los pétalos de las
flores con la funcion de atraer los insectos polinizadores. A nivel celular, los
flavonoides tienen funciones reguladoras del ciclo celular. Ciertos flavonoides se
sintetizan en las raices de las plantas y tienen papeles cruciales en el
establecimiento de hongos simbidticos o de micorrizas y, al mismo tiempo, en
combatir las infecciones causadas por hongos patdgenos (Fundacién CANNA,
2017).

Existen flavonoides de interés farmacoldgico por sus actividades biol6gicas, como
la quercitina, que inhibe enzimas virales pudiendo tener accion antivirica, y también
inhibe la produccion de prostaglandinas ejerciendo efectos antiinflamatorios. Por su
parte, la luteonina, posee actividades farmacologicas demostradas en estudios
preclinicos como antioxidantes, antiinflamatorias, antibioticas y para combatir el
cancer (Fundacion CANNA, 2017).

Los glucésidos de chalcona, son otro tipo de flavonoides de interés farmacologico,
ya que presentaron una potente actividad contra parasitos de Plasmodium

falciporum, Plasmodium belghri y Plasmodium yoelii, los dos primeros probados in
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vitro los cuales mostraron inhibicién en el crecimiento celular en amastigotes
humanos, lo cual implica la inhibicion de sintesis del ADN de dichos parasitos.
(Ramirez et al., 2012). La actividad biolégica de una chalcona—imidazol conjugada
se comprobd en la evaluacion de 53 lineas de células tumorales humanas, ya que
conduce a la apoptosis del ADN por afectacion de teldmeros, demostrandose sus
propiedades anticancerigenas, especialmente sobre cancer de mama (Janaki et al.,
2011).

Los flavonoides especificos en especies de Cosmos no han sido del todo
interpretados, aunque se han encontrado los siguientes: luteolina, un grupo de
flavonoles que tienen quercetina y un grupo de glucdsidos de chalcona (Jansen et
al., 2005). En 1952, Shimoloriyama y Hattori aislaron un nuevo pigmento de
antocloro glicosidado en las flores de Cosmos suphureus Cav. identificado como el
flavonoide Sulfuretin 6-O-B-d-Glucoside, del tipo Aurona (Figura 4). La formacién de
pigmentos de antocloro se basa en la ruta de biosintesis comun a todos los
flavonoides. La clave del proceso es la enzima chalcona sintasa (CHS), que cataliza
la formacién de una hidroxilalcocona de tres moléculas de malonil-CoA y una
molécula de cinnamoil-CoA, los pigmentos de antocloro sirven como guias de néctar

UV en algunas plantas (Harborne et al., 1978).

Funcionando como intermedios de la subsiguiente biosintesis de flavonoides, las
hidroxil-chalconas no son quimicamente estables y se isomerizan rapidamente a
flavanonas. Sin embargo, algunas plantas son capaces de acumular hidroxiauronas,

formadas por la enzima aurona sintasa (AUS) (Jagtap et al., 2016).
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Figura 4. Estructura del Sulfuretin 6-O-3-d-Glucoside en Cosmos sulphureus
Cav. Modificado de Shimoloriyama et al., 1952.

Los antocloros representan una importante adaptacion de las flores amarillas para
promover la polinizacion atrayendo a los insectos como muchas especies de la
familia Asteraceae que acumulan carotenoides y pigmentos de antocloro (Jagtap et
al., 2016).

De acuerdo con Cassio et al.,, 2015, en su analisis de las hojas de Cosmos
suphureus Cav. se identificaron componentes terpénicos (Figura 5) pudiéndose

indicar la presencia de diterpenos, triterpenos o lactonas sesquiterénicas.

Los terpenos son compuestos organicos aromaticos y volatiles que estan
constituidos por la unién de unidades de un hidrocarburo de 5 atomos de carbono,
llamado isopreno. Los terpenos son los metabolitos secundarios que dan las
caracteristicas organolépticas (aroma y sabor) de las plantas y que constituyen la
mayor parte del aceite esencial producido por las plantas aroméaticas (Fundacion
CANNA, 2017). Se clasifican de acuerdo al nimero de unidades de isoprono
ensambladas en hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
sesterpenos, triterpenos y tetraterpenos. Los terpenos han sido evaluados para
actividad antiviral, como es el caso del VIH, encontrando valores significativos con
dosis minimas inhibitorias (Macias et al., 2010). Otros terpenos han sido evaluados
para actividad antimicobacteriana contra la tuberculosis causada por
Mycobacterium tuberculosis (Bueno et al., 2009).
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Figura 5. Terpenos encontrados en hojas de Cosmos sulphureus Cav. a)
Diterpenos, b) Triterpenos. Modificado de Cassio et al., 2015.

2.7 Germinacién de Cosmos suphureus Cav.
De acuerdo con Lim, 2014, esta especie puede desarrollarse en suelos promedio,
de humedad media, moderadamente fértil, bien drenada a pleno sol y tolera el suelo

bastante seco.

La germinacion de plantulas a partir de semillas de Cosmos suphureus Cav. se tarda
entre 7 a 21 dias con una temperatura Optima de 24°C, las flores dan comienzo
entre 50 a 60 dias de emergida. Requiere, ademas; un pH de entre 6.0 a 8.5,
reflejando con ello, su habitat nativo de regiones alcalinas de Centroamérica. Las
flores pueden tolerar la media sombra, aunque es mejor a pleno sol. La planta es
tolerante a la sequia una vez que ya se encuentra germinada, y debido a sus
metabolitos secundarios de defensa, raramente es atacada por insectos o
enfermedades (Cronquist, 1980).

2.8 Técnicas de Cultivo de células y tejidos in vitro.

Durante las ultimas décadas, la técnica del cultivo in vitro ha ganado especial interés
para el establecimiento de diversas plantas para la producciéon de compuestos o la
obtencion de cultivos mas sanos y con caracteristicas genéticas especificas. El
cultivo in vitro consiste en tomar una porcion de una planta, como el apice, una hoja,

un segmento del tallo, nudo, embrion, semilla o completa y colocarla en un medio
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nutritivo estéril usualmente gelificado o semisolido, donde se regenerard una o

muchas plantas (Hoxtermann, 1997).

Esta técnica se basa en el aislamiento de 6rganos, tejidos o células vegetales y en
el ajuste de las condiciones necesarias para la obtencion de respuestas fisiol6gicas
o morfogénicas a partir de estos explantes. El cultivo de células y tejidos in vitro
(CCTV) involucra diferentes técnicas a partir de diferente material vegetal tales
como cloroplastos, células, tejidos, o6rganos e incluso plantas completas
(Hoxtermann, 1997).

Las primeras experiencias relacionadas al cultivo de tejidos vegetales se remontan
a 1902, pero recién en 1922 se logro el primer experimento exitoso: germinacion in
vitro de semillas de orquideas. Luego de la germinacién, las plantulas obtenidas se
transfirieron a un medio de cultivo en condiciones asépticas, y asi se mantuvieron
protegidas del ataque de patégenos, como hongos, virus y bacterias (ArgenBio,
2007).

Las bases bioldgicas del CCTV se encuentran en la Totipotencia de la planta, la
cual se define como la capacidad de una célula de generar un individuo
completamente idéntico a la célula madre, la cual tiene la misma informacién
genética y la misma funcion (Kieran et al., 1997), es decir; indica que cualquier
célula vegetal contiene una copia integra del material genético de la planta a la que
pertenece sin importar su funcién o posicion en ella, y por lo tanto tiene el potencial

para regenerar una nueva planta completa (Ferl et al., 2000).

El CCTV es una forma de reproduccion asexual, la cual se puede realizar gracias al
mecanismo de divisidbn mitético de las células vegetales. La divisién celular mitética
implica una replicacion de los cromosomas de las células hijas, por lo que poseen
un genotipo idéntico al de la célula madre (Bouharmont, 1994). La potencialidad de
una ceélula diferenciada para generar tejidos nuevos y eventualmente un organismo
completo, disminuye con el grado de diferenciacién alcanzado por la célula, pero

puede revertirse parcial o completamente segun las condiciones de cultivo a las que
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se la someta. De este modo y desde la Optica de la conservacion de especies
vegetales la aparicion de la variacion espontanea no controlada y al azar durante el
proceso del cultivo in vitro se convierte en un fendmeno inesperado y no deseado
en la mayoria de los casos. Contrariamente a estos efectos, su utilidad en la mejora
de los cultivos mediante la creacion de nuevas variantes también ha sido bien
documentada (Predieri, 2001).

Las principales aplicaciones de la técnica de cultivo de células, tejidos y 6rganos
vegetales son en los campos de micropropagacion, obtencién de plantas libres de
patégenos, preservacion de germoplasma, mejoramiento genético, biosintesis de
metabolitos e investigacion basica en areas como la genética, fisiologia y bioquimica
(Fowler, 1987). La clonacion debe utilizarse para evitar el empobrecimiento genético
de las especies, teniendo el cuidado de introducir nuevos clones, variedades e
hibridos de manera permanente (Albarran et al., 2003). También es necesario
considerar que no todas las especies son viables de propagar in vitro; algunas son

recalcitrantes y cada especie requiere de métodos especificos (Calva, 2005).

3. Hipotesis.
El perfil fitoquimico de Cosmos sulphureus Cav. en una planta silvestre es idéntico

al de una planta desarrollada in vitro.

4. Objetivo general.
Realizar la caracterizacion fitoquimica de plantas desarrolladas in vitro a partir de

semillas de Cosmos sulphureus Cav.

5. Objetivos especificos.
e Establecer un protocolo de desinfeccion y germinacion in vitro para la especie
Cosmos sulphureus Cav. a partir de semillas colectadas.
e Germinar semillas de Cosmos sulphureus Cav. en medios asépticos de dos
colectas diferentes (2017 y 2018).
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e Identificar la existencia de compuestos mayoritarios en las semillas de dos
colectas diferentes (2017 y 2018), a partir de técnicas cromatograficas
convencionales, empleando la EAU.

e Realizar un ensayo de identidad comparativo y la caracterizacion fitoquimica
de la parte aérea de las plantas obtenidas, contra el extracto de una planta
silvestre de la misma especie, a partir de técnicas cromatograficas

convencionales.

6. Metodologia.

6.1 Ubicacion del estudio.

El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo en el laboratorio de Calidad de
Alimentos y Productos Naturales (CAyPN) del Centro Nayarita de Innovacion y
Transferencia de Tecnologia (CENIT2) de la Universidad Autonoma de Nayarit
(UAN), ubicado a 6.8 km del centro de la ciudad de Tepic, Nayarit con coordenadas
21.483384, -104.848358 (Google Maps).

6.2 Recoleccion del material vegetal.

Plantas completas y semillas de Cosmos sulphureus Cav. fueron previamente
recolectadas en su habitat natural por personal del laboratorio de CAyPN, dicho
material fue recolectado en las cercanias del CENIT?, las plantas colectadas fueron
secadas y almacenadas con técnicas de prensado utilizando carton y papel
periodico quedando depositadas en el herbario del laboratorio. Se realiz6 una
segunda colecta en el mismo lugar de la anterior, exactamente un afio después de
haberse llevado a cabo, esto con el fin de realizar el cultivo de ambas semillas y
evaluar sus diferencias fenotipicas apreciables y posteriormente en el analisis

cromatografico.

6.3 ldentificacion del material vegetal.
El material recolectado fue previamente identificado mediante el método general de
analisis MGA-FH 0040, examen visual e inspeccion microscopica de la Farmacopea

Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos por medio de métodos macroscopicos.
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6.4 Cultivo de semillas in vitro.

Las semillas se lavaron con agua y jabon, se desinfectaron superficialmente por
inmersion en etanol al 70% durante un minuto, seguido de inmersion por 15 minutos
en una solucion de NaCl con una concentracion de cloro activo de 1.5, 2.5 y 5%,
con enjuague y remojo en agua destilada durante 24 horas, repitiendo este ultimo

procedimiento una vez transcurrido este tiempo.

La siembra de las semillas se llevo a cabo en campana de flujo laminar, para la
germinacion de las semillas se utilizaron frascos de vidrio conteniendo 20 mL de
medio MS al 50% el primer lote y un segundo lote con MS al 100%, ambos
adicionados con 3.6 g/L de sacarosa y gelzan como agente gelificante, el pH se
ajusto a 6.0 utilizando hidréxido de sodio para elevar su alcalinidad, tanto los frascos
como el medio de cultivo fueron esterilizados en autoclave vertical a 120°C durante

15 minutos.

Todos los cultivos in vitro se mantuvieron en cuarto de germinacion con fotoperiodo
de 16 horas luz y 8 horas oscuridad, con iluminacion equivalente a 78 watts de
radiacion fotosintéticamente activa PAR de 50 watts tipo LED a 4500 limenes y a

temperatura de +26°C.

Posterior a la germinacion de las semillas y desarrollo de plantulas, se llevo a cabo
un proceso de rusticacion empleando una preparacién de tierra negra, tierra de hoja,

tierra de montafa y perlita estéril en partes iguales como sustrato.

Las plantulas fueron extraidas del medio de cultivo in vitro, se lavaron con agua
destilada para eliminarlo totalmente y después fueron trasplantadas a un frasco
previamente esterilizado con capacidad de 500 ml, donde se colocé una porcion del
sustrato propuesto para su rusticacién, una vez trasplantadas, fueron regadas con
10 ml de agua destilada y se cubrieron con film de polietileno y no con la tapa original
del frasco. Se realizaron dos riegos con 10 ml de agua destilada en los primeros
ocho dias, para lo cual se levanté de manera momentanea la cubierta de film de

polietileno, a partir del décimo dia se comenzé a regar con 10 ml de agua corriente
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todos los dias, perforando parcialmente el film de polietilieno. A los 20 dias se
eliminé completamente la cubierta, y a los 30 dias se dio por finalizada la etapa de
rusticacion siendo trasplantadas de los frascos a maceta de barro, las condiciones

ambientales fueron las mismas que en la etapa in vitro.

Diagrama general del cultivo in vitro.
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patdgenos por del cultivo clonal en
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. . de
proceso de aséptico (medio masa
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Figura 6. Diagrama general del cultivo in vitro. Elaboracién propia.

6.5 Obtencidn de los extractos de las semillas de Cosmos sulphureus Cav. de
dos colectas diferentes.

De las semillas colectadas se procedi6 a pesar en fresco la cantidad de 14.88mg de
cada colecta, se molieron en mortero de porcelana y se colocaron por separado en
un frasco de vidrio con capacidad de 25 ml conteniendo 5 ml de etanol-agua

proporcion 85:15.

Posterior, se inicio la Extracciéon Asistida por Ultrasonido (EAU) en un Sonicador del
tipo Digital Ultrasonic Cleaner aplicarles energia en forma de sonido que permite
agitar las particulas de las muestras, esto; mediante un Digital Ultrasonic Cleaner,
aplicando ultrasonido por 90 segundos, con descansos de dos minutos, esto en un
lapso de 30 minutos.

Al termino del ultrasonido, la solucién obtenida se filtr6 con papel filtro de la marca
Whatman #1 con la finalidad de filtrar impurezas insolubles y permitir el paso a la
solucién a través de sus poros. Una vez obtenido el filtrado, el solvente fue retirado
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del extracto por presion reducida, por medio de un rotaevaporador de la marca
BUCHI™,

El extracto obtenido de ambas colectas se dej6é en placa de calentamiento durante
48 hrs con el fin evaporar el solvente restante. Pasado el tiempo de evaporacion,
los extractos se analizaron mediante el uso de Cromatografia en Capa Fina (CCF),
para identificar la presencia de compuestos mayoritarios semejantes. Para ello, se
utilizaron cromatoplacas base de aluminio kieselgel 60 Fz64 de 1mm de espesor de
capa, se probaron diferentes proporciones y combinaciones de solventes como fase

movil, hasta identificar la fase moévil con la elucién ideal.

Los resultados de la comparacién se definieron por el factor de retardo o retraso en
cada una de las manchas de ambos extractos, este factor midié la movilidad relativa

de cada componente con respecto al maximo posible.

6.6 Obtencion del extracto y analisis cromatografico de la parte aérea de
Cosmos sulphureus Cav.

Una vez finalizada la etapa de rusticacion, se cort6 la parte aérea de las plantas y
se pusieron a secar por almacenamiento a temperatura ambiente durante tres

semanas, una vez secas se molieron en mortero de porcelana.

El material vegetal se coloc6 en un frasco conteniendo una proporcién 85:15 de
etanol-agua respectivamente, se dejé macerar por 72 hrs. Posteriormente se realizo
fitrado con papel Whatman #1, se realizd destilacion a presion reducida con
rotaevaporador de la marca BUCHI™ hasta obtener la mayor cantidad de extracto
y la menor cantidad de solvente. El extracto obtenido fue colocado en placa de

calentamiento a 40°C por 72 hrs para evaporar el solvente restante.
Este procedimiento también se realizé con la parte aérea de la planta silvestre

Con los extractos secos se procedid a realizar un analisis comparativo por
Cromatografia en Capa Fina (CCF) empleando cromatoplacas base de aluminio

kieselgel 60 F2s4 de 1mm de espesor de capa y cromatoplacas base de aluminio gel
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de silice modificado con NH2 recubierto con indicador fluorescente Fa2ss4s. Se

compararon ademas los extractos obtenidos por par de disolventes previamente

realizados en el laboratorio, contra el extracto silvestre e in vitro para este caso solo

se emplearon cromatoplacas en fase normal kieselgel 60 F2sa.

Todas las cromatoplacas fueron analizadas bajo luz ultravioleta de onda corta a

254nm, onda larga a 365nm y revelador con &cido sulfarico al 10%. Se probaron

diferentes proporciones y combinaciones de solventes como fase movil, hasta

identificar la fase mavil con la mejor elucion.

Los resultados de la comparacion se definieron por el factor de retardo o retraso

observados en cada una de las manchas de ambos extractos.

7. Diagrama del disefio experimental general.

Figura 7. Diagrama del disefio experimental general. Elaboracion propia.
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8. Resultados.

8.1 El mejor tratamiento de desinfeccion fue NaClO al 5%.

Para la eleccién del método de desinfeccion idéneo para este trabajo se efectuaron
tres procesos de desinfeccion con diferente porcentaje de Hipoclorito de sodio
activo, esto debido a que las semillas fueron colectadas directo de la naturaleza y

no se tenia certeza si el cultivo presentaria contaminacion por hongos o bacterias.

Los resultados del proceso de desinfeccion fueron los siguientes:

Medio Colecta 2017 Colecta 2018
NaClO (%) |Contaminaciéon (%) NaClO (%) |Contaminacion (%)

1.50% 100% 1.50% 100%

MS al 50% 2.50% 100% 2.50% 100%
5.00% 0% 5.00% 100%
1.50% -

MS al 100% 2.50% - - -
5.00% 0%

Tabla 2. Respuesta a los diferentes porcentajes de hipoclorito de sodio activo en
cada uno de los tratamientos de desinfeccién de semillas. - = no se realizo.

De acuerdo a los resultados de la Tabla 2, se observa una severa contaminacion en
la colecta 2018, para la cual ningun tratamiento de los propuestos brindé el efecto
adecuado para la germinacién de la planta, en los tres casos se tuvo una evidente

contaminacion por hongos como se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Contaminacion por hongos en el cultivo in vitro de semillas, colecta 2018.

Estos resultados no son de asombrar considerando que se parti6 de semillas
colectadas de plantas creciendo de manera silvestre, las cuales se encuentran muy
contaminadas y suelen presentar serios problemas de oxidacion, las cuales ademas

tenian muy poco tiempo de ser colectadas.

A diferencia de la colecta 2017, que respondi6 satisfactoriamente al tratamiento con
NaClO al 5%, se identifica que estas semillas tuvieron un secado por
almacenamiento con duracion de un afio en el cual; permanecieron en una caja de

carton en un lugar seco.

Este tiempo permitié remover el agua contenida en las semillas, ya que el agua en
forma liguida puede estar presente en los constituyentes celulares y en forma
gaseosa en los espacios intercelulares, por lo que el secado requiri6 que la
evaporacion de la humedad de su superficie fuera acompafiada por la migracién de
la humedad de su interior (Taiz y Zeiger, 2006), eliminando de esta forma el agua

total y evitando con ello el crecimiento de hongos o bacterias.
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Dando seguimiento a la germinacion de la colecta 2017, en las figuras 9a, 9b, 9c,
9d, 9e y 9f se observan respectivamente, el aspecto de las semillas colectadas, las
semillas dentro de los frascos para su germinacion in vitro, aspecto de los brotes, el
desarrollo de las plantulas germinadas en los cultivos bajo condiciones asépticas,
alcanzando un aproximado de 16 cm de altura en un periodo de 12 semanas, la
apariencia de un callo fuera del frasco con la aparicién de tres brotes y el aspecto

de las raices desarrolladas en los cultivos.

Figura 9. a) Semillas colectadas de plantas silvestres. b) Semillas colocadas en
frascos para germinacion in vitro. ¢) Aspecto de los brotes generados en los cultivos.
d) Desarrollo de plantulas en cultivo. e) Aspecto de un callo fuera del frasco, con
tres brotes. f) Aspecto de las raices desarrolladas en los cultivos.
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8.2 El porcentaje ideal del medio de cultivo fue Murashige & Skoog adicionado
con 30 g/L de sacarosay gelzan al 50%.

Se observo que las semillas colectadas iniciaron su proceso de germinacion in vitro
cuatro dias después de haber sido colocadas, esto para el medio de cultivo MS al

50% y a los dos dias en el medio de cultivo MS al 100%.

Se calculd el indice de Velocidad de Germinacion (IVG) para ambos medios de
cultivo in vitro por el método de Maguire (1962), se realizaron conteos diarios del

namero de semillas germinadas, considerando semillas con la radicula brotada.

En la Gréafica 1 se observa el IVG de ambos cultivos sobre un gradiente de tiempo,
este indice expresa la velocidad en numero de semillas germinadas por dia. Por lo

gue, cuanto mayor es, mayores son la velocidad y el vigor del lote (Maguire, 1962).

INDICE DE VELOCIDAD DE GERMINACION

15

—i— M5 5 0%
#—i— M5 100%
0.5

IVG (indice de velocidad de germinacién)

Tiempo (dias)

Gréfica 1. indice de velocidad de germinacion de semillas de Cosmos sulphureus
Cav. en funcién de los dias de observacion y segun medios de cultivo.

En la grafica anterior es posible identificar que el mayor IVG se alcanza en el medio
de cultivo MS al 50%, durante el dia cinco después de la siembra, con un IVG de
1.6, en este dia germinaron ocho semillas, lo cual representa el 11.11% del total de
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la germinacion, siendo el mayor porcentaje en este lote; conforme fueron pasando

los dias, la germinacion fue cesando.

En el medio de cultivo MS al 100% se observo que la germinacién inicio antes, a
tan solo dos dias después de la siembra, sin embargo; el nimero de semillas

germinadas fue decayendo con mayor velocidad.

Aungue el porcentaje de germinacion mas alto se logré con semillas cultivadas en
MS al 50%, el IVG mayor se tuvo en el MS al 100%, esto se debe a que el niumero
de semillas germinadas presentdé una mayor disminucion conforme pasaban los

dias.

De acuerdo con Visweshara y Raju (1972), quienes sefialan que la germinacion y la
velocidad de la misma se incrementan significativamente conforme aumenta la
madurez de la semilla, por lo que la caida en el vigor de estas indicaria una
inmadurez embrionaria, tomando en cuenta, ademas; que las semillas
seleccionadas no pasaron por ningun tipo de filtro en cuanto a tamafio, he ahi los

resultados diferidos entre el PG y el IVG resultantes (Tabla 3).

Medio de cultivo Ensayo de Germinacion | Ensayo de Vigor

(PG %) (IVG)
MS al 50% 34.72%a 4.23a
MS al 100% 33.33%a 5.97a

Valores seguidos por la misma letra, dentro de las columnas no difieren entre si por la
prueba t-student (p<0.05)

Tabla 3. Porcentaje de germinacion y vigor de semillas de Cosmos sulphureus Cav.

en diferente porcentaje de medio de cultivo Murashige & Skoog (MS).

Para identificar si el IVG de ambos medios de cultivo difiere significativamente, se
realizé un analisis de varianza (ANOVA) con la prueba t-student (Tabla 4). Para el

analisis estadistico se utilizd el programa IBM SPSS Statistics.
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Medio de cultivo N | Media Desv,|a0|on Desv. Prugbat paralaigualdad de
Estandar Error medias
MS al 50% 9 2.78 2.167 0.722 Sig. (bilateral)| 0.571
MS al 100% 7 343 2.299 0.869 gl 14

Tabla 4. Prueba t-student de muestras independientes en la variable IVG a los 15
dias con 95% de intervalo de confianza.

Los porcentajes de germinacion en general muestran una tendencia interesante
considerando que se partié de semillas colectadas directo de la naturaleza con alta
contaminacion, sin seleccion especifica, en condiciones no probadas con
anterioridad para esta especie y en un medio de cultivo sin reguladores de
crecimiento. El porcentaje restante de semillas no germinadas es un ejemplo de lo
que sucede en los habitats naturales en las especies vegetales, donde tienen una
pérdida de semillas muy alta y sus indices de germinacién son bajos. Por lo que el
cultivo in vitro representa una ventaja competitiva muy importante para el
establecimiento de sistemas de micropropagacion, ya que es posible experimentar
con diferentes reguladores de crecimiento, medios de cultivo, condiciones climaticas
y con las plantulas obtenidas, reproducirlas a partir de sus hojas, tallos o raices
(Gémez et al., 2010).

Durante esta investigacion, se decidié no adicionar ningun regulador de crecimiento,
como auxinas, agua de coco o acido giberélico ya que se desea identificar los
compuestos bioactivos presentes en una planta germinada en condiciones
asépticas y comparar estos con los de una planta germinada en condiciones

silvestres.
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8.3 Germinacién de 49 semillas in vitro y desarrollo de 14 plantulas.
Al cabo de 15 dias se observé que la germinacion en nuevas semillas habia cesado,

por lo que los resultados por cada frasco se pueden observar en la Tabla 5.

Frasco Alos 7 dias Alos 15 dias
Medio | Respuesta Germinacion (%) Medio | Respuesta Germinacién (%)
1 MS 50 C 16.66% MS 50 B, R 41.66%
MS 100 B 41.66% MS 100 R 41.66%
2 MS 50 C 8.33% MS 50 B, R 16.66%
MS 100 B 33.33% MS 100 R 41.66%
3 MS 50 C 8.33% MS 50 B 16.66%
MS 100 - 0.00% MS 100 - 0.00%
4 MS 50 B 16.66% MS 50 R 25%
MS 100 - 0.00% MS 100 - 0.00%
5 MS 50 B 66.66% MS 50 R 66.66%
MS 100 B 50.00% MS 100 R 50%
6 MS 50 B 25.00% MS 50 R 41.66%
MS 100 B 66.66% MS 100 R 66.66%

Tabla 5. Respuestas y porcentajes de germinacion promedio generados por las
semillas en los medios de cultivo propuestos. B= formacién de brotes, C= formacién
de callos, R= formacion de raices, -= sin cambio.

Al dia 31 del experimento se inicio la etapa de rusticacion de las plantulas obtenidas
gue presentaban raices del medio MS 50 y MS 100, se prepar6 una proporcion 50-
50 de tierra preparada (tierra negra + tierra de hoja + tierra de montafia) y perlita

estéril como sustrato, no se adicion6 ninguna fitohormona o abono.

Las plantulas fueron extraidas del medio de cultivo in vitro, se lavaron con agua
destilada para eliminarlo totalmente y después fueron trasplantadas a un frasco
previamente esterilizado con capacidad de 500 ml, donde se coloc6 una porcién del
sustrato propuesto para su rusticacion (Figura 10), una vez trasplantadas, fueron
regadas con 10ml de agua destilada y se cubrieron con film de polietileno y no con

la tapa original del frasco.
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Figura 10. Plantula de Cosmos sulphureus Cav. en proceso de rusticacion sin la
cubierta de film de polietileno, a) Vista lateral de la plantula, b) Vista aérea de la
plantula.

Se realizaron dos riegos con 10 ml de agua destilada en los primeros ocho dias,
para lo cual se levanté de manera momentanea la cubierta de film de polietileno, a
partir del décimo dia se comenzé a regar con 10ml de agua corriente todos los dias,

perforando parcialmente el film de polietileno.

A los 20 dias se elimin6 completamente la cubierta, y a los 30 dias se dio por
finalizada la etapa de rusticacion, las condiciones ambientales fueron las mismas

que en la etapa in vitro.

Durante el proceso de rusticacién en una primera etapa se trasplantaron seis
plantulas del MS 50 de entre 6 y 8cm de alto, de las cuales sélo sobrevivié una, el
resto present6 oxidacion del 100% al cuarto dia (Figura 11), por lo que tuvieron que
ser desechadas. En una segunda etapa de este proceso, se trasplantaron tres
plantulas del MS 50 y cinco del MS 100 de entre 6 y 10 cm de altura, de las cuales
cinco sobrevivieron a la etapa de rusticacion, tres del MS 50 y dos del MS 100, el

resto presentd oxidaciéon del 100% al tercer dia de iniciado el proceso.
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Figura 11. Plantulas con visible oxidacion durante la etapa de rusticacion, a)
Plantula de 6 cm de altura con oxidacion del 100%, b) Plantula de 4 cm de altura
con oxidacion del 100%.

Ante esta situacion, se identific6 que, entre las plantulas sobrevivientes y el resto,
las raices jugaron un papel muy importante, ya que el resto de ellas no contaban
con raices entrelazadas en forma circular (Figura 12a) como en las sobrevivientes,
gue para efectos de identificacion se nombraran Ccsd4a, Ccs3b, Ccs5h, Ccs2c,
Ccs4c y Ccsée, lo que les permitié absorber nutrientes, permanecer erguidas y en

crecimiento.

Se observé que una vez en proceso de rusticacion, las plantas logran un crecimiento
de entre 2 y 3 cm cada siete dias en condiciones normales sin fitohormonas o
abonos. Finalmente, fueron trasplantadas a maceta de barro utilizando el mismo
sustrato que en la rusticacidén, una proporcion a partes iguales de tierra preparada

y perlita estéril.

Una vez ahi, la planta fue sometida a condiciones ambientales normales como luz

natural directa durante 15 dias.
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Figura 12. a) Ccs4a en lavado con agua destilada, antes de iniciar la rusticacion,
se identifican sus raices entrelazadas (flecha roja) en forma circular. b) Ccs4a en
rusticacion durante la semana 13 de crecimiento, presenta 18 cm de altura desde
la base hasta la ultima hoja.

Figura 13. Ccs4a trasplantada a maceta de barro, finalizando asi su etapa de
rusticacion.
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8.4 Identificacion semejante de compuestos mayoritarios en las semillas de
las colectas 2017 y 2018.

El andlisis en CCF de los extractos de las semillas de Cosmos sulphureus Cav.

arrojaron semejanza por el factor de retardo observados. Confirmando la presencia

de compuestos mayoritarios en ambas colectas.

Analisis
Fase Movil Proporcidn Onda Corta OndalLarga | Revelador (H,SO,al
(254nm) (365nm) 10%)

. ~—-5
O O

BUtOH / H,0 / | |

4:1:1)
CH;COOH
)06 0
8 O
" -ok

Figura 14. Se muestran las fases moéviles que tuvieron mejor elucién, proporcion e
identificacion de compuestos por onda corta, larga y revelado con acido sulfurico al
10%.

El rendimiento obtenido fue el siguiente:

Colecta Peso fresco Extracto total Rendimiento
2017 14.88mg 3.5mg 2.35%
2018 14.88mg 2.0mg 1.34%

Tabla 6. Peso y rendimiento total de los extractos obtenidos.
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8.5 Ensayo de identidad comparativa y caracterizacion fitoquimica semejante

para el extracto de la planta in vitro vs el extracto de la planta silvestre, colecta
2017.

Los analisis confirman que tanto el extracto de la planta silvestre (Css) como el
extracto de la planta in vitro (Csm) son idénticos de acuerdo al factor de retardo

observado (Figura 15).

Anélisis
Fase Movil  Proporcion| OndaCorta = Ondalarga Revelador
(254nm) (365nm) (H,SO,4 al 10%)

ACOET/MeOH  (9:1)

MeOH 100%

b)

Figura 15. Ensayo de identidad y perfil fitoquimico del extracto Css y Csm,
analizados por cromatografia en capa fina, a) Cromatoplaca fase normal diluida en
fase mavil de Acetato de Etilo / Metanol, 9:1 y b) Cromatoplaca fase reversa diluida
en Metanol 100%.
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Los factores de retardo en cromatoplaca fase normal para ambos extractos fueron
0.125, 0.750, 0.875y 1.0, y para fase reversa 0.125, 0.25, 0.375y 0.575, por lo que
se confirma que existen compuestos mayoritarios idénticos en ambas plantas sin

importar sus condiciones de crecimiento.

El rendimiento total obtenido de ambos extractos se visualiza en la Tabla 7.

Extracto Peso seco Extracto total Rendimiento
Css 353.8mg 25.2mg 7.12%
Csm 80.8mg 15.9mg 19.67%

Tabla 7. Rendimiento obtenido de los extractos de Css 'y Csm.

Comparacion de los extractos Css y Csm con los extractos obtenidos por par de

disolventes de la planta silvestre (Figuras 16, 17 y 18).

Analisis
Fase Movil Proporcion Onda Corta ‘ Onda Larga Revelador (H,S0, al
(254nm) (365nm) 10%)
ButOH /H,0 /
(4:1:1)
CH,COOH
a)
AcOET 100%

b)

Figura 16. Ensayo comparativo, par de disolventes. a) extracto acuoso, b) extracto
con acetato. Cs11 = acuoso, Cs12= acetato.
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Analisis
Fase Movil Proporcion Onda Corta Onda Larga Revelador (H,SO,
(254nm) (365nm) al 10%)

CH,CI, / MeOH (9:1)
c)
CH,CI, / MeOH (9:1)
d)

C4H100 100%
e)

A Sl O

Figura 17. Ensayo comparativo, par de disolventes. c) extracto de hexano, d)
extracto de cloroformo y e) extracto de butanol. Cs13= hexano, Cs14= cloroformo y
Cs15= butanol.
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Analisis
Fase Movil Proporcién

Onda Corta (254nm) Onda Larga (365nm) Revelador (H,SO,al 10%)

o0 6— <6—
@)

P

U s

ACcOET / MeOH (9:1)

P
o

% N ¢") C)

CogrCy

il A L}

T
o oot (*d o ('_c“ '0\"

Figura 18. Ensayo comparativo, par de disolventes contra los extractos de la Planta
silvestre y la Planta in vitro.

9. Discusion.

En la siembra de las semillas colectadas en 2018 se presentd contaminacion al
100% en los dos tratamientos de desinfeccion empleados, al contrario de la colecta
2017 que lograron germinar con 0% de contaminacion, esto pudo deberse de
acuerdo a Folgueras (2000) a dos factores, el primero a que los medios de cultivo
in vitro contienen altas concentraciones de azlcar y otros nutrientes organicos, el
medio de cultivo se convierte en un buen sustrato para el desarrollo de hongos,
levaduras y algunas especies de bacterias. Por otro lado, la humedad relativa dentro
de los frascos de cultivo es aproximadamente 95%. Esto resulta favorable para el
desarrollo de muchos hongos, y levaduras, y es muy diferente a la situacién en el
campo y en las casas solares, donde la humedad relativa es muy variable y sélo
permite cierto rango de microorganismos en la superficie de las plantas. Dicho esto,
y tomando en cuenta que las semillas de la colecta 2018 no tuvieron el mismo
proceso de secado por almacenamiento que la colecta 2017 de alrededor de un
afio, esto concuerda con lo descrito por Taiz y Zeiger (2006) los cuales indican que
este tiempo permitio remover el agua contenida en las semillas, ya que el agua en
forma liquida puede estar presente en los constituyentes celulares y en forma

gaseosa en los espacios intercelulares, por lo que el secado requirid que la
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evaporacion de la humedad de su superficie fuera acompafada por la migracién de
la humedad de su interior. Logrando con ello una menor cantidad de humedad en
esta colecta, reduciendo en gran medida la contaminacion por hongos u otros

microorganismos.

Al utilizar el medio de cultivo Murashige & Skoog al 50 y 100% se identifico que no
se presentaron diferencias significativas (t-student < 0.05) en el proceso de
germinacion de las semillas, por lo cual es posible indicar que para la germinacion,
la saturaciéon de sales inorganicas en el medio de cultivo no es un factor
determinante en Cosmos sulphureus Cav., sin embargo; de acuerdo a Martinez-
Villegas et al., (2015), indica que, para confirmar el efecto que tienen las sales
inorganicas del medio de cultivo en el crecimiento de plantas in vitro, es necesario
cuantificar la altura de brote, didametro de tallo, nimero de hojas, contenido relativo
de clorofila y peso de materia seca, con lo que podriamos asegurar que un medio
de cultivo u otro nos proveera de un mejor desarrollo en etapas posteriores a la

germinacién. Cuantificacion que en esta investigacion no se realizo.

El porcentaje de germinacion (PG) y el indice de Velocidad de Germinacion (IVG)
obtenidos en ambos medios de cultivo no tuvieron diferencias significativas (t-
student < 0.05), y de acuerdo con lo dicho por Visweshara y Raju (1972) quienes
sefialan que la germinacion y la velocidad de la misma se incrementan
significativamente conforme aumenta la madurez de la semilla, el PG (34.72% MS
50 y 33.33% MS 100) obtenido en cada medio de cultivo podria deberse a que no
se llevé a cabo una seleccion especifica en cuanto al tamafio, teniendo una
inmadurez embrionaria en las semillas utilizadas para la siembra en esta

investigacion.

La literatura no reporta trabajos en cultivo de aquenios (semillas) de Cosmos
sulphureus Cav. y comparacion de su extracto con el de una planta silvestre, pero
si existen trabajos que reportan la produccibn de metabolitos secundarios
observados en sistemas de cultivo in vitro de diversos grupos vegetales (hojas,

raices, tallos, etc.) Yeoman (1970), Tempé y Schell (1985) indican que en las
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plantas silvestres el tejido calloso se forma en respuesta a dafios mecanicos
sufridos por influencia del medio ambiente o por invasién de tejidos por ciertos
microorganismos, este sistema de defensa forma parte del metabolismo secundario
de las plantas, produciendo compuestos que por sus caracteristicas podrian tener
actividad biologica de interés. De acuerdo con Lindsey y Yeoman (1983), cuando
los cultivos se inician de tejidos que naturalmente presentan la mayor produccion
de determinados metabolitos, se obtienen cultivos que dan mejores rendimientos
respecto a otros provenientes de érganos o tejidos que no producen o lo hacen en
muy bajas cantidades. Coincidiendo con Yeoman et al., (1980) que indica, si en los
cultivos in vitro se someten a condiciones de estrés fisiologico, pueden expresar
caracteristicas de adaptacién y resistencia que en condiciones naturales nunca
manifestaron, creciendo selectivamente so6lo aquellas células capaces de adaptarse
a sus nuevas condiciones. En esta investigacion las plantas sufrieron estrés
fisiolégico al ser trasplantadas del medio de cultivo in vitro al medio de cultivo
tradicional, en el cual dejan de obtener los nutrientes y sustrato en el cual se
desarrollaron hasta ese momento, por lo que, al dejar de recibirlos, comienzan a
producir por si mismas sus propios nutrientes por medio de la fotosintesis Taiz y
Zeiger (2006).

10. Conclusiones.

e La utilizacion de NaCl activo al 5% para la desinfeccion de semillas resultd
ser la mejor opcion al presentar 0% de contaminacion.

e El porcentaje de medio de cultivo no influye en el porcentaje de germinacion
e indice de velocidad de germinacion de las semillas, por lo que se pudo
reducir el costo de cultivo utilizando solamente el 50%.

e Las semillas que no germinaron puede deberse a una inmadurez embrionaria
Yy No a una saturacién de sales inorganicas en el medio de cultivo, por lo que

concluimos que la seleccion de la semilla debe estar basada en su madurez.
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e Por todos los experimentos realizados, se concluye, que, para garantizar el
éxito en la fase de rusticacion, solo se deben elegir plantulas con desarrollo
de raices circulares, sin estas las plantulas no logran pasar de estadio.

e En el andlisis cromatogréafico del extracto obtenido de la parte aérea de las
plantas in vitro y la parte aérea de las plantas silvestres ambos contienen
compuestos mayoritarios idénticos y caracteristicos a la presencia de

flavonoides.
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