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RESUMEN

El lechero blanco (Euphorbia laurifolia Juss. ex Lam.) es una planta perteneciente a la familia
Euphorbiaceae de uso tradicional en el Ecuador, donde se aprovecha principalmente su latex para
combatir obsesos de la piel y verrugas. El objetivo de esta investigacion fue establecer lineas
celulares a nivel in vitro de segmentos de tallo de lechero blanco para su posterior analisis en la
actividad citotoxica y antimicrobiana. La introduccion consistio en el lavado de los segmentos de
tallo en varias soluciones desinfectantes (detergente 5% v/v, fungicida 5% v/v), probando
diferentes tratamientos en base a la concentracion de hipoclorito de sodio y tiempos de inmersion,
donde el mejor resultado se observo al usar una concentracion del 5% v/v con 25 minutos de
inmersion, obteniendo un 65% de explantes no contaminados y un 80% no oxidados. Para la
obtencion de callo se introdujo los explantes en medio de cultivo MS enriquecido con diferentes
combinaciones de auxinas y citoquininas, donde los mejores resultados se observaron al usar 5
mg L™ de 2,4-D con 0,5 mg L™ de BAP y 1 mg L™ de AIB con 1,5 mg L™ de BAP, con
porcentajes de formacion de callo de 113,125% y 100,625%, respectivamente. Un total de 23
lineas celulares se seleccionaron de todos los tratamientos de fitorreguladores que formaron un
porcentaje representativo de callo, las que se compararon con informacion bibliografica para
determinar los metabolitos secundarios que estas podrian producir. Las lineas ELT5.1, ELT7.1,
ELT8.1, ELT9.1, ELT10.1, ELT11.2, ELT12.1, ELT12.2, ELT13.1 y ELT13.2 presentaron
similares caracteristicas con callos en los que se encontrd6 metabolitos secundarios que han
demostrado tener posibles aplicaciones en la prevencion e inhibicion del cancer, ademas de una
presencia generalizada de compuestos terpénicos con posibles propiedades antibacteriales.

PALABRAS CLAVE: LECHERO BLANCO

FITORREGULADORES
CALLO

LINEAS CELULARES
METABOLITOS SECUNDARIOS
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ABSTRACT

Lechero blanco (Euphorbia laurifolia Juss, ex Lam) is a plant belonging to Euphorbiaceae family
with traditional application in Ecuador, where its latex is mainly used to combat skin abscesses
and warts. The objective of this research was the in vitro cell lines establishment of lechero stem
segments for subsequent analysis of cytotoxic and antimicrobial activity. The introduction
consisted in washing the stem segments in several disinfectant solutions (5% v/v detergent, 5%
v/v fungicide), testing different treatments based on sodium hypochlorite concentration and
immersion time. Best result was observed using 5% v/v concentration with 25 minutes of
immersion, obtaining 65% uncontaminated and 80% non-oxidized explants. Callus formation
was induced in MS culture medium supplemented with different auxins and cytokinins
combinations. Highest percentages of callus formation was achieved using 5 mg L™ of 2,4-D and
0.5 mg L™ of BAP, 1 mg L™ of AIB and 1.5 mg L™ of BAP, with 113.12% and 100.625%,
respectively. 23 cell lines were selected from all phytoregulators treatments that formed a
representative percentage of callus formation, which lines were compared with bibliographic
information to determine the secondary metabolites that they could produce. ELT5.1, ELT7.1,
ELT8.1, ELT9.1, ELT10.1, ELT11.2, ELT12.1, ELT12.2, ELT13.1, ELT13.2 cell lines showed
similar characteristics to calluses with secondary metabolites, which have been presented
possible applications in cancer inhibition and prevention, in addition to a generalized presence of

terpene compounds with possible antibacterial properties.

KEY WORDS: LECHERO BLANCO
PHYTOREGULATORS
CALLUS

CELL LINES

SECONDARY METABOLITES



CAPITULO1 INTRODUCCION

1.1 Formulacion del Problema

Ecuador es un pais que presenta una riqueza natural inagotable, siendo reconocido a nivel
mundial por la cantidad y variedad de plantas y animales que posee por metro cuadrado. Al
contar con diversas regiones naturales como son las costas del Pacifico, la Cordillera de los
Andes, la selva amazonica y las Islas Galapagos, Ecuador concentra alrededor del 10% de

especies de plantas que existen en el mundo (Ministerio de Turismo, 2014).

A pesar de la megadiversidad con la que cuenta nuestro pais, poco es el esfuerzo y recursos
destinados a la investigacion cientifica de especies vegetales nativas y endémicas, lo cual
representa un desperdicio del potencial farmacéutico, tecnoldgico, meédico, etc., de las
propiedades fitoquimicas y mecanismos naturales que presentan dichas plantas, teniendo ademas
la capacidad de fomentar la conservacién de la biodiversidad, generando también conocimiento

que pueda dar un valor agregado a los recursos naturales (Fontaine, Narvéez, & Cisneros, 2008).

El lechero blanco (Euphorbia laurifolia Juss. ex Lam.) es una planta ampliamente
distribuida en Ecuador, Colombia, Venezuela, Guyana, Pert y Bolivia. Perteneciente a la familia
Euphorbiaceae, aun cuenta con un uso tradicional en la sierra ecuatoriana, donde la gente
aprovecha su latex para tratar abscesos de la piel y verrugas (Jijon, 2015). Este conocimiento
ancestral ha generado interés sobre las posibles propiedades citotoxicas, antibacteriales y
antifingicas que podrian presentar los metabolitos secundarios de esta planta, convirtiéndola en

un candidato viable de estudio.
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Existe poca informacion cientifica disponible sobre el lechero blanco, limitdndose a un
solo trabajo a nivel nacional realizado por Miranda (2015) en la Escuela Superior Politécnica del
Chimborazo, titulado: “Estudio fitoquimico y evaluacion de la actividad citotdxica y
antimicrobiana in vitro del latex de Euphorbia laurifolia Juss. ex Lam. en patégenos dérmicos”;
investigacion que confirma las propiedades citotdxica del latex de esta planta. Sin embargo, es
posible obtener informacién sobre plantas cercanas a la de interés, pertenecientes al mismo
género o familia.

La familia de plantas Euphorbiaceae, ha sido reconocida a través de la historia por las
propiedades curativas de sus miembros. La especie Euphorbia fischeriana Steud., se utilizaba
tradicionalmente como droga anticancerigena en la cultura china. Del mismo modo, diversas
especies pertenecientes a esta familia (E. portlandica L., E. helioscopia L., E. resinifera Berg.,
etc.) se han implementado en el tratamiento de cancer, tumores y verrugas desde el tiempo de
Hipdcrates, apareciendo como referencia en numerosa literatura del mundo (Neira, Stashenko, &
Escobar, 2014). En Costa Rica, la familia Euphorbiaceae se considera entre las mas importantes,
debido en parte a su abundancia dentro de su territorio, ademas de su amplia gama de usos que se
han reconocido desde la antigiiedad, ya sea a nivel ornamental, alimenticio y/o medicinal

(Stevens, 2010).

A pesar de la distribucion cosmopolita y las mas de 1600 especies que se han reconocido
dentro de la familia Euphorbiaceae, en Ecuador se cuenta con pocos registros sobre el estudio de
este grupo de plantas, de modo que incluso se desconoce el nimero de especies que habitan

nuestro territorio (Ulloa & Moller, 2014).
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Esta investigacion pretende aprovechar las técnicas del cultivo in vitro de tejidos vegetales
para generar lineas celulares a partir de segmentos de tallo de lechero blanco (Euphorbia
laurifolia Juss. ex Lam.), con el fin de generar conocimiento cientifico que pueda encaminar a un
mejor entendimiento de los metabolitos secundarios que produce esta planta y sus posibles
aplicaciones, como en andlisis de las propiedades citotoxicas y antimicrobianas, otorgando
informacion Gtil para futuras investigaciones, lo cual ayudaria a fomentar el estudio y
conservacion de esta planta y aquellas pertenecientes a la familia Euphorbiaceae dentro del
Ecuador.
1.2 Justificacion del Problema
Las plantas de la familia Euphorbiaceae estan ampliamente distribuidas en el mundo,
especialmente en zonas tropicales. Esta familia de plantas incluye hierbas, arbustos, lianas y
arboles, constituyendo un grupo de plantas sumamente diverso. Muchas de sus especies
contienen toxinas que actdan como veneno cuando son ingeridas y tambien producen sustancias
que pueden llegar a quemar la piel al contacto. A pesar de su toxicidad, el uso de concentraciones
diluidas de estas sustancias puede resultar beneficioso para su implementacion como tratamiento

a diferentes afecciones.

Una de las caracteristicas mas representativas de esta familia es la produccion de una leche
blanca (latex) que fluye cuando la planta sufre alguna lesion, sustancia que es comdnmente
conocida por su uso en la elaboracién de caucho. Sin embargo, al latex también se le otorga
variados usos como en el tratamiento de algunas enfermedades cutaneas; por ejemplo, el latex de
especies del género Euphorbia se usan para curar verrugas Yy el latex de la ceiba de leche es usado

como remedio para la lepra.
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El lechero blanco (Euphorbia laurifolia Juss. ex Lam.) es una de las especies de esta gran
familia de plantas, y ha sido seleccionada por su disponibilidad geografica, encontrandose
ampliamente distribuido en Colombia, Venezuela, Ecuador, Per( y Bolivia; ademas de las
propiedades quimicas que suele tener el latex de este tipo de plantas. En la sierra ecuatoriana es
usado por los campesinos para delimitar terrenos, lo cual le ha otorgado el nombre de cerca viva,
a mas de un uso tradicional para combatir problemas de verrugas y abscesos infectados de la piel
(Jijon, 2015). Por la presencia de principios activos, se ha considerado al lechero blanco como
una planta de importancia en la cual se puede aplicar técnicas de cultivo in vitro con el fin de
desarrollar un método que pueda optimizar la produccion de metabolitos secundarios que ofrece

esta planta.

Primero se analizard las condiciones en las que crece esta planta, lo que facilitara el
proceso de introduccion a cultivo in vitro, inmediatamente después se someteran los explantes a
diversas concentraciones de fitorreguladores que se incorporaran al medio de cultivo con el fin de
obtener callos, de los cuales se obtendran distintas lineas celulares. Este conocimiento constituira
la base para dirigir investigaciones futuras sobre analisis citotoxicos y antibacteriales en
diferentes lineas celulares de lechero blanco.

1.3 Objetivos de la Investigacion
1.3.1 Obijetivo general
Establecer lineas celulares a nivel in vitro de lechero blanco (Euphorbia laurifolia Juss. ex

Lam.) a partir de segmentos de tallo.



1.3.2 Obijetivos especificos
» Obtener un protocolo de desinfeccion para el cultivo in vitro de lechero blanco (Euphorbia
laurifolia Juss. ex Lam.).
» Determinar las concentraciones de fitorreguladores necesarios para la formacion de callo de
lechero blanco (Euphorbia laurifolia Juss. ex Lam.).
» Seleccionar y propagar las diferentes lineas celulares a partir de callo de lechero blanco
(Euphorbia laurifolia Juss. ex Lam.).
1.4 Marco Tedrico

1.4.1 Caracteristicas generales de Lechero Blanco (Euphorbia laurifolia Juss. ex Lam.)
1.4.1.1 Clasificacion Taxondémica

El género Euphorbia fue descrito por primera vez por Linnaeus (1799), donde la

clasificacion taxondémica del lechero blanco se muestra a continuacion:

SUPERREINO Eukaryota

REINO Plantae

DIVISION Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
ORDEN Malpighiales
FAMILIA Euphorbiaceae
GENERO Euphorbia

ESPECIE laurifolia Juss. ex Lam.

NOMBRE COMUN Lechero Blanco

El nombre genérico Euphorbia, fue asignado por Linnaeus en honor a Euphorbus, médico

griego de Juba Il, rey de Mauritania, quien estuvo interesado en la botéanica, escribiendo sobre
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una planta similar al cactus africano (conocida actualmente como Euphorbia obtusifolia ssp.),

cuyo exudado de latex se us6 como un poderoso laxante (Dale, 1986).
1.4.1.2 Otros Nombres

A esta planta se denomina comunmente como “lechero” en la mayoria de territorios, sin
embargo también se la conoce con nombres como: lechero blanco, lecherillo, pinchoa, pinglio,
pinllug, pinsho (Ecuador), lechero de cerco (Colombia), palo lechero (Pert) (Grandtner &
Chevrette, 2013), donde los campesinos también la suelen llamar “cerca viva”, por su uso en la

delimitacion de terrenos de cultivo.
1.4.1.3 Distribucion Geografica

El lechero blanco (Euphorbia laurifolia Juss. ex Lam.) esta ampliamente distribuido en
Colombia, Venezuela, Ecuador, Per( y Bolivia, ubicAndose en territorio ecuatoriano a lo largo de

la zona andina, a alturas que van desde los 1500 hasta los 3000 msnm (Jijén, 2015).
1.4.1.4 Caracteristicas Morfoldgicas y Usos

Puede ser un arbol o arbusto, muchas veces plantas suculentas, que cuentan con un latex
lechoso y hojas glabras sin estipulas. Cuentan con numerosas flores masculinas alrededor de una
flor femenina central pedicelada, con un fruto tricoco (Figura 1) (Ulloa & Moller, 2014).

Se suele usar su madera para la construcciéon de viviendas. El latex se lo emplea como
pegamento y para tratar afecciones del higado, abscesos infectados en la piel, a mas de verrugas.
Dentro de la sierra ecuatoriana, ain se le da un uso tradicional, sobreviviendo en algunos huertos
de Quito y su periferia. Los tallos de las plantas suelen usarse para delimitar terrenos y proteger
cultivos de los campesinos, los cuales enraizan y crecen rapidamente, por lo que también se

conoce a estas plantas como cercas vivas. Ademas, tienen uso ornamental y su estado de
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conservaciéon no ha sido valorado por la Union Internacional para la Conservacién de la

Naturaleza (Jijon, 2015).

’.ﬁ‘_
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Figura 1. Fruto tricoco de lechero blanco
(Tomado de Jijén, 2015)
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1.4.2 Familia Euphorbiaceae

Esta familia consta alrededor de 7000 especies distribuidas en 250 géneros, siendo la
mayoria de ellas matas y hierbas, aunque también constituyen arboles y arbustos (The Plant List,
2010). Es una familia de plantas cosmopolitas, aunque la mayoria de especies pertenecen a zonas
tropicales, distribuidas ampliamente en Africa y América tropical, asi como en la region indo-
malaya (Dias, 2014).

Una de las caracteristicas mas representativas de muchos géneros de plantas de esta familia
(Euphorbia, Sapium, Croton, etc.), es la produccion de latex, que por lo general es toxico,
pudiendo causar inflamaciones en piel y ojos con el simple contacto. La planta usa estas toxinas
como mecanismo de defensa contra herbivoros (Basak, Bakshi, Basu, & Basak, 2009). Sin
embargo, plantas de esta familia tienen importancia para la produccion de farmacos, ademas de

propiedades nutricionales, usadas para produccion de aceites y biocombustibles (Ernst et al.,
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2015). Adicionalmente, alrededor de 400 terpenoides han sido aislados de plantas del género
Euphorbia, los cuales han demostrado tener propiedades apoptoéticas, citotdxicas, induccion de
proliferacion celular e incluso antitumorales (Avila et al., 2010).
1.4.3 Cultivo in vitro
1.4.3.1 Aspectos Generales

El cultivo de tejidos vegetales in vitro es un heterogéneo grupo de técnicas mediante las
cuales un explante (parte separada de una planta) se cultiva en condiciones estériles, en un medio
de composicion quimica definida y que se incuba bajo condiciones ambientales controladas
(Kumar & Loh, 2012), cuya finalidad suele ser la micropropagacion de plantas o la obtencion de
organos adventicios. Todo este proceso se basa en el principio de totipotencia, que consiste en
que cualquier célula vegetal que contiene material genético de la planta a la que pertenece, sin
importar su especializacion ni posicion, tiene la capacidad para generar un nuevo individuo

(Mendoza, 2014).

Existen varias razones por las que el cultivo de tejidos y células a nivel in vitro resulta una
opcidn interesante para la produccion de plantas y derivados, como por ejemplo: permitir el
crecimiento bajo condiciones de sanidad especificas, aumentando el rendimiento de produccién;
no estan sujetos a condiciones climaticas ni posicionamiento geogréafico; es una opcién viable
para la propagacion de plantas no domesticadas o de dificil cultivo en campo; tiene mayor
facilidad de mejoramiento genético de las especies por técnicas biotecnoldgicas en comparacion
al uso de técnicas tradicionales; sintesis controlada de principios activos de plantas de lento
crecimiento o de dificil extraccion; etc., por nombrar algunas de las aplicaciones mas usadas de

esta disciplina (Bhojwani, 2012).



1.4.3.2 Medios de cultivo

Se debe tomar en cuenta todos los factores, tanto bidticos como abioticos cuando se quiere
llevar la propagacion de una planta a nivel in vitro, por ello los medios nutritivos usados para el
cultivo de tejidos vegetales contienen numerosos componentes que promueven la division de las
células vegetales (Ovando, 2010). En la actualidad ya existen formulaciones generales para la
preparacion de medios de cultivos, un ejemplo muy conocido es el medio MS, creado por
Murashige y Skoog en 1962, que constan de los compuestos quimicos necesarios
(macronutrientes y micronutrientes) para el desarrollo de los explantes (ANEXO A) (Gonzélez,

Mogolldn, Alvarado, Giménez, & Capote, 2012).

Entre los componentes que debe tener un medio de cultivo se encuentra la fuente de
carbono, ya que a nivel in vitro muy pocos cultivos son autotrofos, siendo la sacarosa (2% a 5%)
el més usado. EIl nitrégeno puede ser suministrado en forma de nitrato y amonio, aunque también
puede suministrarse en forma de glutamina o urea. También se requiere de fdsforo, calcio,
magnesio y azufre a concentraciones de 1 a 3 mM. A pesar de que los medios de cultivo
requieren de vitaminas, gran parte de las veces solo resulta necesario la incorporacion de tiamina
(Smith, 2012).

Algunos medios de cultivo requieren ademas de un agente gelificante, con el fin de tener
una base firme sobre la cual pueda desarrollarse el explante. El agente gelificante méas usado es el
agar (0,6 a 1%), el cual necesita ser especialmente puro para evitar contaminacion (Smith, 2012).

Otros componentes importantes que se suelen incorporar a los medios de cultivo son los
reguladores de crecimiento vegetal, también conocidos como fitorreguladores. Estas son

moléculas organicas que cuentan con la capacidad de modular el crecimiento y desarrollo de las
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plantas y sus tejidos, encontrandose internamente a bajas concentraciones (1 mM). Conforme se
iban encontrando nuevos reguladores de crecimiento y se profundizaba en el estudio de sus
efectos y concentraciones enddgenas, resaltaba mayor evidencia de que cada uno de ellos tenia
variadas respuestas sobre diferentes tejidos vegetales, las cuales dependian de la especie, 6rgano
vegetal, estado de desarrollo del individuo, concentraciones e interacciones de los reguladores
empleados. Por este motivo, no es recomendable generalizar los efectos que estas sustancias
tienen sobre el crecimiento y desarrollo sobre los tejidos u drganos vegetales en casos
particulares (Smith, 2012).

Los reguladores de crecimiento son Utiles para generar situaciones especificas dentro del
cultivo de tejidos vegetales, como la diferenciaciéon de tejidos, o la produccion especifica de

principios activos. Estas sustancias se agrupan en diferentes tipos de acuerdo a su estructura:

e Auxinas, sustancias quimicas con la capacidad de aumentar la plasticidad celular,
permitiendo la expansion de la célula, ademés de inducir diferenciacion de raices a nivel
in vitro,

e citocininas, también llamadas citoquininas, promueven la division celular,

e giberelinas, familia de compuestos quimicos tetraciclicos diterpénicos que estimulan la
elongacion de tallos, germinacion de semillas y floracion,

e 4acido abscisico, el cual es producido por la planta frente a situaciones de estrés,
provocando el cierre de estomas y la produccion de proteinas protectoras.

e etileno, es un compuesto gaseoso, conocido como hormona de maduracion, el cual
induce la senescencia de hojas y flores, germinacién de las semillas y la floracion en

algunas especies (George, Hall, & Klerk, 2008).
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1.4.3.3 Tipos de cultivos
Segun el objetivo, es posible obtener plantas, metabolitos o exudados mediante las técnicas
de cultivo de tejidos vegetal diferenciado o indiferenciado. Los cultivos diferenciados se
producen por embriogénesis somatica u organogénesis que a su vez puede ser de forma directa o
indirecta, donde la embriogénesis tiene como objetivo la formacion de una planta normal a partir
de una estructura de dos polos conformada por una raiz y una seccién apical (E. Hernandez,
Lopez, & Estrada, 2013), mientras la organogénesis tiene como finalidad la formacién de un
primordio de un solo polo que se origina de una yema y resulta en brotes que enraizaran mediante

meristemos radicales (Rodriguez, Latsague, Chacon, & Astorga, 2014).

En cultivos indiferenciados se produce la formacién de callos en medios de cultivo
semisdlidos o liquidos a partir de drganos o tejidos, cuyas células se desdiferencian por efecto de
auxinas agregadas. En medio de cultivo semisolido se forman masas celulares algo compactas y
en liquido suspensiones de agregados celulares o dispersas (Trabelsi et al., 2011). Estos cultivos
se caracterizan por superar a la planta materna en la produccion metabdlica y la variedad genética
(Rodriguez et al., 2014).

Dentro de los grupos de células de los cultivos indiferenciados estan células alargadas o
anchas con una vacuola grande en el centro y poca viabilidad morfoldgica, hay diversidad celular
en cuanto a tamafios (Sanchez & Venutolo, 2015), citoplasma espeso y alta viabilidad
morfoldgica como las de las células del meristemo (Smith, 2012). Mas, se debe tomar en cuenta
que dichos tipo celulares podrian crecer en diferente sincronia, por lo que no necesariamente se

pueden definir como tipos celulares distintos (Kumar & Loh, 2012).
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Cuando se quiere formar células no diferenciadas (callo), es necesario tener un balance
concreto de citoquininas y auxinas agregadas al medio de cultivo, que generalmente requiere un
rango intermedio entre ambas. Entre las auxinas més utilizadas se tiene: 2,4-D, &cido
naftalenacético (ANA), &cido indol-3-acético (AlA), indol-3-butirico (AIB); y las citoquininas
que més se emplean son: kinetina (KIN), 6-bencilaminopurina (BAP) y Zeatina (ZEA) (Smith,
2012).

Conforme los callos se desarrollan, su crecimiento dependera de una compleja relacion
entre diversos factores, como la composicién del medio de cultivo, los explantes elegidos para la
desdiferenciacion celular y las condiciones experimentales durante la etapa de incubacion. Los
callos podran desarrollarse de manera lignificada, con una textura compacta y dura; o por el
contrario, seran de naturaleza fragil, capaces de separarse sin dificulta, a los que se denomina

como cultivos friables (Kumar, 2015).

Generalmente los callos se presentan con una coloracion amarillenta o blanquecina, aunque
a veces pueden presentar otras pigmentaciones de manera total o irregular. Se ha observado en
cultivos de cotiledones de soja, que callos de color blanco crecidos en oscuridad se tornan de un
color verde cuando son transferidos a condiciones de luz, debido a la produccion de cloroplastos.
Callos de coloracion amarilla se pueden dar por presencia de pigmentos carotenoides como se ha
visto en cultivos de Nigella sativa L. Incluso se ha logrado observar coloraciones pdrpuras en
callos de coliflor (Brassica oleracea L.), debido a la produccion de una forma oxidada de 3, 4
dihidroxi fenilalanina, o por la acumulacion de antocianinas (Kumar, 2015). Por lo tanto, la
coloracion de los callos estard ligada a la planta de procedencia asi como los metabolitos

secundarios presentes en sus tejidos.
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Las células de los callos suelen tener un desarrollo tardio y asincronico por la reserva
vectorial de nutrientes en el medio de cultivo, por esta razon se complica definir lineas celulares
de interés. Los callos se deben sembrar en subcultivos con medio fresco por periodos de entre 30
a 40 dias segun lo requiera la especie, que un callo sea friable o poco cohesivo y su curva de
crecimiento dependen también de las condiciones de luz, y concentraciones de sus componentes
como nutrientes, agar y fitorreguladores que se apliquen a cada especie (Rodriguez et al., 2014).
Si el callo es compacto se busca la manera de fragmentar los agregados celulares por medios

mecénicos como la agitacion o por medio del uso de enzimas (Smith, 2012).

La curva de crecimiento de las células del cultivo de callos se asemeja a la de los
microorganismos pero con un periodo de tiempo mayor. Comienza con la fase de inicio en que
las células se adaptan al medio y puede demorar de uno hasta tres dias, a continuacién, viene la
fase de division celular con un crecimiento de biomasa y finalmente, la falta de nutrientes

comienza a frenar la division hasta pararla (Sanchez & Venutolo, 2015).
1.4.3.4 Lineas celulares

Linea celular se define como el establecimiento de un cultivo celular unico (humano,
animal o vegetal) con la capacidad de proliferar indefinidamente mientras se le suministre medio
de cultivo fresco y espacio donde multiplicarse. Las lineas celulares han jugado un papel
fundamental en estudios fisioldgicos, fisiopatoldgicos y mecanismos que involucran células
especificas, permitiendo examinar alteraciones en la estructura, biologia y genética de las células

en condiciones controladas (Ulrich & Pour, 2001).

En cultivo de tejidos vegetales, las lineas celulares se obtienen mediante varios subcultivos

de células desdiferenciadas (callos) hasta conseguir una poblacion celular fisiologica y
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morfolégicamente homogénea, con una alta viabilidad, que se diferencian del tejido
originalmente usado y pueden mantenerse en medio de cultivo semisolido o en suspension.
Generalmente, en las poblaciones de células vegetales cultivadas a nivel in vitro se pueden
observar parametros como morfologia celular, tamafio celular y procesos de division celular. Los
modelos de lineas celulares también permiten el estudio de estructuras intracelulares, ademas de
la produccion de metabolitos para su andlisis bioquimico y de interaccion. Por esta razén, las
lineas celulares vegetales representan modelos experimentales ventajosos para diversos estudios
centrados en mecanismos que afectan a la morfologia celular, asi como la respuesta de
compuestos fitoquimicos que acttan como reguladores a nivel interno y externo del tejido vegetal
(Seifertova et al., 2014).

1.5 Hipotesis
La exposicion de los segmentos de tallo de lechero blanco a diferentes concentraciones de
fitorreguladores inducira a la formacion de callo a partir de los cuales se estableceran distintas

lineas celulares para la posterior aplicacion en andlisis de la actividad citotdxica y antimicrobiana.
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CAPITULO2 MATERIALESY METODOS

2.1 Localizacion del ensayo
La investigacion se realizd en dos fases. En la fase de campo se recolectd segmentos de
ramas de la planta de lechero blanco de la zona suroeste de la parroquia de Aloasi (0°31°35,6°’S;

78°35°34,39°°0) en la provincia de Pichincha.

La fase de laboratorio se realizé en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la
Carrera de Ingenieria en Biotecnologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE,
localizada en Sangolqui, Av. El Progreso, s/n, Cantdn Rumifiahui, provincia de Pichincha, 0°
18,81 S; 78° 26,64 O; a una altitud de 2516 msnm.

2.2 Procedimientos generales

Material Vegetal

Se tomaron muestras vegetales de una poblacion de aproximadamente 50 plantas silvestres
de lechero blanco de la zona suroeste de la parroquia de Aloasi en la provincia de Pichincha. Las
muestras se recolectaron durante el dia con una temperatura promedio de 14°C y en tipo de suelo

Andisol (Calvache, 2014).

Las plantas de esta poblacion cumplen con las condiciones de ser semilefiosas, encontrarse
en estado vegetativo joven y ser sanas visiblemente. Se extrajo ramas completas a partir de yemas
laterales (Figura 2A), donde aquellas que superaban los 30 cm de longitud fueron cortadas con
ayuda de unas tijeras de podar previamente desinfectadas con alcohol etilico al 70%. Estos

segmentos fueron lavados con agua estéril y se depositaron en cajas de carton previamente
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recubiertas en su interior con papel periddico para transporte al laboratorio de cultivo de tejidos
vegetales.

Los explantes seleccionados para los diferentes ensayos experimentales fueron segmentos

de entrenudos de las ramas muestreadas.
Medios de cultivo y condiciones de esterilizacion

Los medios de cultivo se dosificaron a razén de 25 mL en frascos de vidrio de 250 mL de
capacidad. EI pH se ajusté en un rango de 5,7 — 5,8 con NaOH 1N y HCI 1N y se agreg6 agar
(7,5 g L) como agente gelificante previo a ser esterilizado en autoclave.

Los frascos con medio de cultivo e instrumentos para el trabajo en cdmara de flujo laminar
fueron esterilizados en autoclave horizontal (Marca: Tuttnauer, Procedencia: Estados Unidos) a

121°C y 1,2 kg cm™ de presion por un tiempo de 1 hora y 15 minutos aproximadamente.

Adicionalmente, los instrumentos se esterilizaron dentro de la cAmara de flujo laminar
horizontal (Marca: Streamline, Procedencia: Estados Unidos), donde permanecian durante 20
minutos bajo la exposicion de rayos ultravioletas (UV), lo que permitié un manejo de material
vegetal en condiciones estériles.

Todo el proceso de esterilizacion se realizd previo a cada introduccion de material vegetal
a nivel in vitro.

Condiciones de cultivo in vitro

Los explantes en los frascos de medio de cultivo semisélido se colocaron en un cuarto con
condiciones controladas, con una temperatura de 20+2°C, con una humedad relativa del 70% y
expuestos a fotoperiodos naturales de 16 horas, exceptuando los medios de cultivo con 2,4-D. que

requerian de completa oscuridad.
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2.3 Efecto del hipoclorito de sodio en la desinfeccidén de segmentos de tallo de lechero

blanco

Este experimento tuvo como objetivo determinar el efecto de diferentes concentraciones de

hipoclorito de Sodio (NaClO) en la desinfeccion de segmentos jovenes de tallo de lechero blanco.

Se tomo en cuenta los protocolos de desinfeccion de Perveen, Javed, Anis, & Aref (2013),
Yang, Chen, Li, & Chen (2009) y Uchida et al. (2004) para desarrollar los tratamientos aplicados
a los segmentos de tallo de lechero blanco, para lo cual se realizaron 20 repeticiones, con dos
explantes por frasco de medio de cultivo semisdélido.

Segmentos de tallo de 12 cm de longitud aproximadamente (Figura 2B) se sometieron a 3
primeras etapas: lavado en agua corriente, exposicion a detergente, desinfeccion con fungicida
(Marca: Phyton), cuyos tiempos de exposicion y concentraciones se detallan en la Tabla 1. Los
tratamientos se diferenciaron en funcién de la variacion en las concentraciones de hipoclorito de
sodio y tiempos de inmersion (Tabla 2), agregando a cada tratamiento tres gotas de Tween 20.

Terminada la desinfeccién de los explantes, se les realiz6 tres lavados con agua destilada
estéril, con el fin de remover el exceso de hipoclorito de sodio restante.

Cada etapa del protocolo de desinfeccion se mantuvo en agitacion constante a 120 rpm con

ayuda de un agitador orbital maltiple (Marca: WiseStir, Procedencia: Estados Unidos).

Tabla 1

Tratamiento general de desinfeccion de tallos de lechero blanco.
Fase Lavado Detergente Fungicida
Tiempo 1 hora 15 minutos 15 minutos

Concentracién --- 5% 5mL L*
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Tabla 2
Tratamientos especificos de desinfeccion basados en la concentracion y tiempo
de exposicion del hipoclorito de sodio en explantes de tallos de lechero blanco.

Tratamiento Tiempo de exposicion Concentracion Hipoclorito de

(minutos) sodio (% v/v)
T1 15 15
T2 15 3
T3 15 5
T4 25 15
T5 25 3
T6 25 5

Una vez terminada la desinfeccion, los explantes fueron transportados en vasos de
precipitacion, sumergidos en agua destilada estéril, para comenzar el proceso de siembra en

condiciones asépticas dentro de camara de flujo laminar horizontal.

Se comenzd cortando todas las secciones de tallo que se encontrasen necrosadas, para
proseguir con cortes a modo de discos, con un didmetro variable en funcion del tallo (entre 5
hasta 8 mm) y con un espesor de 3 mm aproximadamente. Finalmente, a cada disco se corto los
bordes con el fin de obtener explantes que no hayan tenido contacto con los agentes
desinfectantes y, consecuentemente, con el exterior (Figura 2C). Después de este proceso, se
procedid a colocar dos explantes en el cada frasco de medio cultivo semisélido.

Todos los explantes fueron cultivados en medio de cultivo enriquecido con sales minerales
de Murashige & Skoog (1962) (ANEXO A), con 30 g L™ de azicar y 7,5 g L™ de agar como
agente gelificante, utilizando 20 frascos de vidrio por tratamiento de 250 mL de capacidad,

dosificados con 25 mL de medio de cultivo.
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Figura 2. Proceso de corte de los explantes de lechero blanco. A) Rama
muestreada de lechero blanco de 25 cm de longitud. B) Corte del extremo
terminal de 12 cm de la rama de lechero blanco sin hojas, listo para iniciar el
proceso de desinfeccion. C) Explantes de tallo de lechero blanco que fueron
introducidos a nivel in vitro, de 5 mm de largo y ancho, con 3 mm de grosor.

En este experimento se evalud la presencia (1) o ausencia de contaminacién (0), para
bacterias, al cabo de 7 dias de realizada la siembra, con cada explante como unidad experimental.
Ademas, se evalud la presencia de explantes viables, aquellos que presentaron un color verde
claro (Ramirez, Urdaneta, & Ledn de Sierralta, 2002), tomando como explantes no viables a los
que tuvieron oxidacion de los tejidos, donde los explantes oxidados se les asignd el valor de (1) y
los no oxidados el valor (0), variable que se evalu6 a los 15 dias, considerando a cada explante
como unidad experimental.

Para el andlisis estadistico se empled pruebas de chi-cuadrado con el fin de buscar
dependencia entre la variable contaminacion y los tratamientos, ademas de pruebas no

paramétricas para variables dicotomicas, como Kruscal Wallis, mediante el programa estadistico
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InfoStat. Adicionalmente, se realizd andlisis descriptivos de los porcentajes de las diferentes

variables.

2.4  Efecto de diferentes concentraciones de fitorreguladores en la induccién a callo a

partir de los segmentos de tallo de lechero blanco

La obtencién de células no diferenciadas depende de la concentracion de auxinas y
citoquininas presentes en el medio de cultivo, teniendo generalmente una concentracion
ligeramente mayor de auxinas en relacion a las citoquininas (Matos & Sanchez, 2011). Por ello,
el objetivo de este experimento fue utilizar tres tipos de auxinas a diferentes concentraciones para

inducir la formacion de callo a partir de segmentos de tallo de lechero blanco.

Para alcanzar este objetivo, se tomaron en cuenta trabajos previos sobre plantas
pertenecientes a la misma familia (Euphorbiaceae) puesto que no existen investigaciones en esta
especie, variando las concentraciones Optimas de fitorreguladores que usaron dichos autores
(Iracheta et al., 2016; Preciado, Ayala, & Martinez, 2016). En base a esta bibliografia, se exponen

los tratamientos y fitorreguladores que se usaron para la induccién de callo en la Tabla 3.

Tabla 3
Tratamientos para la induccion de callo de explantes de tallo de lechero blanco
(Euphorbia laurifolia Juss. ex Lam.).

. . - Concentracién . Concentracion(
Tratamiento  Citoquinina (Mg L'l) Auxina mg L'l)
TC
T1 Kinetina 0,5 ANA 0,5
T2 Kinetina 0,5 ANA 1
T3 Kinetina 0,5 ANA 2
T4 Kinetina 1 ANA 0,5
T5 Kinetina 1 ANA 1
T6 Kinetina 1 ANA 2
T7 BAP 1 AlIB 0,5
T8 BAP 1 AIB 1
T9 BAP 1 AlIB 2

CONTINUA =
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T10 BAP 1,5 AlB 0,5
T11 BAP 1,5 AlB 1
T12 BAP 1,5 AlB 2
T13 BAP 0,5 2,4-D 1
T14 BAP 0,5 2,4-D 3
T15 BAP 0,5 2,4-D S)
T16 BAP 1 2,4-D 1
T17 BAP 1 2,4-D 3
T18 BAP 1 2,4-D 5

Todos los explantes se cultivaron en medio de cultivo enriquecido con las sales minerales de
Murashige & Skoog (1962) (ANEXO A), con los fitorreguladores ya mencionados para cada
tratamiento, 30 g L™ de aztcar y 7,5 g L™ de agar como agente gelificante en 10 frascos de vidrio
de 250 mL de capacidad por tratamiento, dosificados con 25 mL de medio de cultivo. También se
empled un tratamiento control (TC), donde la composicion del medio de cultivo sera igual a la
usada en los tratamientos ya descritos, privandolo de fitorreguladores para poder establecer un
punto de comparacion.

La unidad experimental para esta etapa corresponde al analisis individual de cada explante.
Como resultado de este experimento se determind el porcentaje de formacion de callo para cada
tratamiento después de 30 dias de realizada la siembra, tomando como base el area superficial de
cada explante. Ademas, se evalud la oxidacién de los explantes asignandoles una numeracién de
acuerdo al grado de oxidacién: (0) para explantes no oxidados, (1) para explantes con indicios de
oscurecimiento de tejidos y (2) para explantes no viables, cuya oxidacion termind en muerte de
los tejidos.

El analisis estadistico consistié en un analisis de varianza (ANOVA) para establecer si

existe diferencia significativa entre tratamientos, seguido de pruebas Duncan para separar grupos
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significativamente diferentes. Adicionalmente, se realizé analisis exploratorio de los porcentajes

de las diferentes variables.

2.5 Seleccion y propagacion de lineas celulares obtenidas a partir del callo formado de los

segmentos de tallo de lechero blanco
Una vez establecidos los callos a partir de los segmentos de tallo, se realiz6 una
diferenciacion de los tipos de callos formados sobre el tejido vegetal con ayuda de un
estereomicroscopio (Marca: Leica, Procedencia: Estados Unidos) al cabo de 60 dias de realizada
la siembra, tiempo suficiente para conseguir una clara distincion de las lineas celulares.
Se tomé en cuenta varias caracteristicas con el fin de establecer una clara distincion de las
lineas celulares para todos los explantes que formaron callo en el tiempo indicado:
e La coloracion del callo, donde también se observd si hubo mas de una coloracion
dependiendo la zona examinada.
e El nivel de oxidacién de los callos.
e Laproduccion de exudado, asi como su coloracion.
e La obtencion de callos friables o no friables.
e Los tipos de células encontradas en las diferentes lineas celulares (alargadas o
redondeadas)

La Gltima caracteristicas mencionada, requirié poner los callos en suspension durante 7
dias en agitacion mecéanica, con el fin de disgregar las células y poderlas observar en un
microscopio éptico (Marca: Olympus, Procedencia: Estados Unidos) con un aumento de 40X. La
suspension consistié en un medio de cultivo liquido enriquecido con las sales minerales de

Murashige & Skoog (1962) (ANEXO A), con los fitorreguladores respectivos de cada
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tratamiento, 30 g L™ de azlcar, en frascos de vidrio de 250 mL de capacidad, dosificados con 25

mL de medio de cultivo.
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CAPITULO3 RESULTADOS

3.1 Efecto del hipoclorito de sodio en la desinfeccidon de segmentos de tallo de lechero

blanco

Durante esta fase del ensayo, se aplicd un protocolo general de desinfeccion de los
explantes de lechero blanco (Tabla 1), sin embargo, los tratamientos escogidos se basaron en la
concentracion de hipoclorito de sodio (1,5%, 3% y 6%) y los tiempos de inmersion (15 y 25
minutos), de los cuales las variables a evaluar fueron la contaminacion y oxidacion de los
explantes, tomando como unidad experimental cada explante sembrado en el medio de cultivo

semisolido.
3.1.1 Contaminacion

La variable contaminacidn se evalu6 al cabo de 7 dias de realizada la siembra, evaluando
cada explante de manera visual en busca de contaminacion bacteriana.

Analisis exploratorio de los datos

En la Tabla 4 se puede observar la cantidad de explantes de lechero blanco contaminados y
no contaminados por bacteria sobre cada uno de los seis tratamientos de hipoclorito de sodio.
Tabla 4
Tabla de contingencia de los protocolos de desinfeccion respecto a la

variable contaminacion, donde se muestran los explantes de lechero blanco,
contaminados y no contaminados con bacteria.

. Sin Con
Tratamientos de ., .,
desi ., contaminacion contaminacion Total
esinfeccion . )
bacteriana bacteriana

T1(15%viv15min) 12 28 40
T2 (3% v/v 15 min) 1 39 40
T3 (5% v/v 15 min) 18 22 40
T4 (1,5% v/v 25min) 4 36 40

CONTINUA =
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T5 (3% v/v 25 min) 2 38 40
T6 (5% v/v 25 min) 26 14 40
Total 63 177 240

Se puede observar que los tratamientos T3 y T6 presentaron el mayor nimero de explantes
no contaminados, en los que se uso la mayor concentracién de hipoclorito de sodio (5% v/v). Por
otro lado, en los tratamientos donde se usé la concentracion de hipoclorito de sodio al 3% v/v,

presentaron casi la totalidad de explantes contaminados.

En la Figura 3 se puede apreciar los porcentajes de contaminacion de los diferentes
tratamientos, donde el tratamiento T6, correspondiente a 5% v/v de concentracion de hipoclorito
de sodio con 25 minutos de inmersion, resultd tener el mayor porcentaje de explantes no
contaminados con un 65%. A su vez, se puede observar que tanto los tratamientos T2, T4y T5
presentaron los porcentajes mas altos de contaminacion, siendo los tratamientos menos efectivos
en cuanto a desinfeccion de los explantes de lechero blanco.

Como se puede observar en la Figura 4, existe una tendencia cruzada tomando en cuenta
solamente ambos tiempos de inmersidn, ya que tanto para los 15 como 25 minutos, se observo un
tratamiento que presentd casi ningun explante libre de contaminacion, especificamente en el
tratamiento con 3% v/v de concentracion del agente desinfectante. Sin embargo, el tratamiento
que resultd con un mayor nimero de explantes no contaminados se encuentra dentro de los
tratamientos con 25 minutos de inmersion en hipoclorito de sodio, con un total de 26 explantes no

contaminados.
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Figura 3. Porcentaje de explantes contaminados con bacteria y no contaminados en base a
la concentracion de hipoclorito de sodio y tiempos de inmersion a 7 de realizada la

siembra.
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La Figura 5 se muestra una gréafica de tendencias sobre la cantidad de explantes libres de
contaminacion con respecto a la concentracion de hipoclorito de sodio utilizada. En contraste con
la grafica de tendencias de la Figura 4, en esta se puede observar una clara predisposicion de cada
concentracion de hipoclorito de sodio, siendo la concentracidn correspondiente a 5% v/v, la que

mayor cantidad de explantes no contaminados present6 para ambos tiempos de inmersion.

30

25

20

15 1,5% viv
3% viv
5% viv

10

NUmero de explantes no contaminados

15 25
Tiempo de inmersion en hipoclorito de sodio (minutos)

Figura 5. Grafica de tendencias del nimero de explantes no
contaminados con respecto a la concentracion del hipoclorito de sodio.

Anélisis inferencial

Se analiz6 la dependencia de los tratamientos de desinfeccion planteados (Tabla 2) con
respecto a la variable contaminacién mediante una prueba de chi-cuadrado (Tabla 5) donde se
obtuvo un valor p de 0,0001 (p=0,01%), menor al valor de significancia nominal de la prueba
(5%), indicando una clara dependencia de ambas variables, descartando la hipotesis de igualdad

entre los tratamientos de desinfeccion.



Tabla 5

Prueba chi-cuadrado para la variable contaminacion por explante
con respectos a los diferentes tratamientos de desinfeccion.

Estadistico Valor gl p

Chi Cuadrado Pearson 65,02 5 <0,0001
Chi Cuadrado MV-G2 69,36 5 <0,0001
Coef.Conting.Cramer 0,37

Coef.Conting.Pearson 0,46

28

gl. Grados de libertad.

Debido a que los datos obtenidos a partir de la evaluacion de contaminacion de los
explantes son dicotdmicos, se realizd una prueba de Shapiro - Wilks, con el fin de averiguar si los
datos siguen una distribucion normal (Tabla 6). Se obtuvo un valor p de 0,0001 (p=0,01%), el
cual fue menor al nivel de confianza de la prueba (5%), por lo que se puede afirmar que los datos

no siguen una distribucién normal.

Tabla 6
Prueba de Shapiro-Wilks para determinar la normalidad de los datos
provenientes de la variable contaminacion.

Shapiro-Wilks
Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
Contaminacién 240 0,74 0,44 0,54 <0,0001

n. Muestra; D.E. Desviacion estandar; W*. Estadistico de prueba de Shapiro-Wilks.

Como los datos de contaminacion no siguen una distribucion normal, fue necesario realizar
un analisis de varianza no parameétrico, por lo cual se aplico la prueba de Kruskal Wallis con un
nivel de confianza del 5%, cuyo fin es obtener una diferenciacion de los tratamientos por
subgrupos. Como se observa en la Tabla 7, se obtuvo un valor p de 0,0001 (p=0,01%), indicando
diferencia significativa entre los 6 tratamientos dividiéndolos en cuatro subgrupos (A, B, C y D),

donde los tratamientos T6 y T3 pertenecen al grupo A, diferencidndose del resto. Los dos
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tratamientos presentaron el menor porcentaje de contaminacion (Figura 3), y a pesar de no tener
diferencia estadistica, se optd por el tratamiento T6 para los siguientes ensayos de la

investigacion, ya que tuvo el menor porcentaje de contaminacion.

Tabla 7
Prueba de Kruskal Wallis para la variable contaminacion de explantes de los diferentes
tratamientos de desinfeccion.

Prueba de Kruskal Wallis

Tratamiento N Medias D.E. Medianas C H p
T1 40 0,7 0,46 1 0,58 37,61 <0,0001
T2 40 0,98 0,16 1

T3 40 0,55 0,5 1

T4 40 0,9 0,3 1

T5 40 0,95 0,22 1

T6 40 0,35 0,48 0

Trat. Medianas Ranks

T6 0 74 A

T3 1 98 A B

T1 1 116 B C

T5 1 140 C D

T4 1 146 C D

T2 1 149 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
N. Poblacion; H. Estadistico de prueba de Kruskal Wallis.

3.1.2 Oxidacion

Esta variable fue observada al cabo de 15 dias de realizada la siembra. Se evalud cada
explante individualmente en busca de signos de oscurecimiento 0 necrosamiento de los tejidos
vegetales.

Analisis exploratorio de datos

Como se puede observar en la Tabla 8, cuando se implementd la concentracion de

hipoclorito de sodio al 5%, se tuvo la mayor cantidad de explantes no oxidados, especialmente en



30
el tratamiento T6. Sin embargo, los valores para el tratamiento T1 y T3 dieron una cantidad de
explantes no oxidados cercana entre si. La cantidad de explantes oxidados para los tratamientos
T2, T4 y T5 fueron muy similares, siendo a su vez, los que presentaron menor cantidad de

explantes no oxidados.

Tabla 8

Tabla de contingencia de la variable oxidacion con respecto a los
tratamientos de desinfeccidn, donde se muestra el nimero de explantes
de lechero blanco oxidados y no oxidados para cada tratamiento.

Tratamientos de

desinfeccion Con oxidacion Sin Oxidacion Total
1 (1,5% v/v 15 min) 19 21 40

2 (3% v/v 15 min) 31 9 40

3 (5% v/v 15 min) 15 25 40

4 (1,5% v/v 25min) 33 7 40

5 (3% v/v 25 min) 32 8 40

6 (5% v/v 25 min) 8 32 40
Total 138 102 240

En la Figura 6 se puede observar gue el tratamiento T6, correspondiente a la concentracion
del 5% de hipoclorito de sodio con un tiempo de inmersion de 25 minutos, presentd la mayor
cantidad de explantes no oxidados con un 80% en total. Los tratamientos T1 y T3, presentaron
porcentajes de explantes oxidados algo cercanos, con un 52,5% y 62,5% respectivamente. Los
tratamientos con un mayor indice de oxidacion fueron los tratamientos T2, T4, y T5, con valores

muy similares que no superaron el 22,5% de explantes no oxidados.
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Figura 6. Porcentaje de explantes oxidados y no oxidados en base a la concentracion

de hipoclorito de sodio y tiempos de inmersion a 15 dias de realizada la siembra.

35
3
S 30 /
= /
x
© 25
o
2 / /
820 ~
: AN /4
é. 15 —— 15 min
é \ / ——25 min
o 10 ~/
2
Es
p4
0
15 3 5
Concentracion de hipoclorito de sodio (% v/v)
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En la Figura 7 se puede observar una grafica de tendencias del nimero de explantes
oxidados con respecto a los tiempos de inmersion en hipoclorito de sodio. Similar a lo observado
en la Figura 4, se obtuvo una tendencia cruzada al tomar en cuenta los tiempos de inmersion en
hipoclorito de sodio con respecto al nimero de explantes oxidados, donde los 25 minutos de

exposicion al hipoclorito de sodio presentaron la mayor cantidad de explantes no oxidados.
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Figura 8. Gréfica de tendencias del nimero de explantes no oxidados con
respecto a la concentracion del hipoclorito de sodio.

A su vez, en la Figura 8 se puede observar una grafica de tendencia del nimero de
explantes no oxidados con respecto a las diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio de los
tratamientos, donde se ve una clara predisposicion que favorece a la concentracion de 5% v/v del
agente desinfectante, presentando los mas altos valores de explantes no oxidados para ambos

tiempos de inmersion.
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Anélisis inferencial
Para analizar si existe dependencia de los diferentes tratamientos de desinfeccion
planteados con respecto a la variable oxidacion, se realizo una prueba de chi-cuadrado (Tabla 9),
en la que se obtuvo un valor p de 0,0001 (0,01%) menor que el valor de significancia nominal de
la prueba (5%). Este analisis mostro una significativa dependencia entre los tratamientos y la

variable oxidacion, rechazando de este modo la hipétesis de igualdad.

Tabla 9
Prueba chi-cuadrado para la variable oxidacion de explantes,
con respecto a los diferentes tratamientos de desinfeccion.

Estadistico Valor o] p

Chi Cuadrado Pearson 56,27 5 <0,0001
Chi Cuadrado MV-G2 59,2 5 <0,0001
Coef.Conting.Cramer 0,34

Coef.Conting.Pearson 0,44

Al igual que con la variable de contaminacién, es necesario revisar si los datos
recolectados de oxidacion siguen una distribucion normal al ser de naturaleza binomial. Se aplico
una prueba de Shapiro-Wilks (Tabla 10), donde se obtuvo un valor p de 0,0001 (p=0,01%) menor
que el nivel de confianza de la prueba (5%), rechazando la hipdtesis de una distribucién normal

de los datos.

Tabla 10
Prueba de Shapiro-Wilks para determinar la normalidad de los datos
provenientes de la variable contaminacion.

Shapiro-Wilks (modificado)
Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
Oxidacién 240 0,58 0,5 0,61 <0,0001
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Como los datos no siguen una distribucion normal, fue necesario recurrir nuevamente a la
prueba de Kruskal Wallis para el analisis de varianzas no paramétrico, con un nivel de confianza
del 5%. Como se observa en la Tabla 11, se obtuvo un valor p de 0,0001 (p=0,001%), indicando
que se rechaza la igualdad de los tratamientos de desinfeccion, clasificandolos en tres subgrupos
diferentes (A, B y C). Los tratamientos T6 y T3 se clasificaron dentro del mismo subgrupo (A),
mostrando que no existe diferencia estadistica entre ellos. A pesar de esto, se decidié proseguir la
investigacion con el tratamiento T6, que similar a lo ocurrido con contaminacion, es el

tratamiento que menor porcentaje de oxidacion present6 (Figura 6).

Tabla 11
Prueba de Kruskal Wallis para la variable oxidacion de los explantes para los diferentes
tratamientos de desinfeccion.

Prueba de Kruskal Wallis

Tratamiento N Medias D.E. Medianas C H p
Tl 40 0,48 0,51 0 0,73 41,08 <0,0001
T2 40 0,78 0,42 1

T3 40 0,38 0,49 0

T4 40 0,83 0,38 1

T5 40 0,8 0,41 1

T6 40 0,2 0,41 0

Trat. Medianas  Ranks

T6 0 75,5 A

T3 0 96,5 A B

T1 0 108,5 B

T2 1 1445 C

T5 1 1475 C

T4 1 150,5 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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3.2 Efecto de diferentes concentraciones de fitorreguladores en la induccién a callo a

partir de los segmentos de tallo de lechero blanco

Para esta fase de la investigacion, se aplicaron 18 diferentes tratamientos, donde se utilizé
3 auxinas (ANA, AIB, 2,4-D) y 2 citoquininas (kinetina, BAP) para lograr la desdiferenciacion
celular (Tabla 3), donde la variable a evaluar fue el porcentaje de formacion de callo, después de
30 dias de realizada la siembra, tomando como unidad experimental a cada explante de lechero

blanco. Adicionalmente, se analiz6 datos sobre la oxidacion de los explantes.
3.2.1 Induccion de callo

Los primeros indicios de formacién de callo se empezaron a notar al cabo de la primera
semana de realizada la siembra, especialmente en los tratamientos T1, T2, T4, T10, T11, T12,
T13, T14, T15, T16, y T17; donde se pudo observar un ensanchamiento de los tejidos,
especialmente en las zonas del explante que se encontraba en contacto con el medio de cultivo

semisalido.
Analisis exploratorio de datos

Al cabo de 15 dias de iniciado el ensayo ya se observd formacion de callo en los explantes,
especialmente en los tratamientos T2, T4, T8, T10, T11, T12, T13, T14, T15, T16 y T17; tanto en
la zona que estuvo en contacto con el medio de cultivo, como en la parte lateral y superior de los

explantes (Figura 9).
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Figura 9. Formacion de callo de lechero blanco en medio de cultivo MS enriquecido
con los fitorreguladores del tratamiento T1 (0,5 mg L™ de ANA y 0,5 mg L™ de KIN).

En la Figura 10 se muestra un analisis exploratorio de estos datos, el cual da una mejor
visualizacion del nimero de explantes donde se formo callo de cada uno de los tratamientos de

fitorreguladores.
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Figura 10. NUumero de explantes con presencia y ausencia de callo en los
diferentes tratamientos de fitorreguladores a 15 dias de realizada la siembra.
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Transcurridos los 30 dias de realizada la siembra, se procedié a determinar los porcentajes

de formacion de callo, tomando en cuenta la superficie del explante para este fin. De los
porcentajes obtenidos se realizé un promedio, los cuales se pueden observar en la Figura 11. El
ensayo que presentd un mayor porcentaje de formacion de callo fue el tratamiento T15,
correspondiente a una combinacién de los fitorreguladores 2,4-D (5 mg L") y BAP (0,5 mg L™),
con un porcentaje promedio de 73,125%. Ademas, es posible observar que a pesar de que el
medio de cultivo control carece de fitorreguladores, también presentd varios explantes que

formaron callo, los cuales también fueron evaluados.

T18 16,875
50,625
@ T16 46,875
5 73,125
T Tl4 40,625
= 43,75
2 T12 58,125
5 70,625
£ T10 65
@ 20
o T8 40
2 53,75
S T6 20,625
k= 35,625
8 T4 61,875
o 10,625
F T2 61,875
61,25
TC 13,75
0 10 20 30 40 50 60 70 80
m Porcentaje promedio de formacion de callo

Figura 11. Porcentaje promedio de formacion de callo de los explantes de
lechero blanco sometidos a diferentes concentraciones de fitorreguladores
a 30 dias de realizada la siembra.

Durante los 30 dias que transcurrieron hasta la evaluacion, varios explantes de lechero
blanco se tuvieron que descartar debido a problemas de contaminacion y oxidacion, teniendo aln

indicios de oscurecimiento de los tejidos al momento de determinar los porcentajes de formacion
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de callo de los explantes. Se decidié dar seguimiento y mantenimiento a los callos para una
segunda evaluacion a los 60 dias, tiempo que fue necesario para una mayor diferenciacion de las
lineas celulares.

Transcurrido el periodo de tiempo mencionado, se determinG nuevamente los porcentajes
de formacion de callo de los explantes, cuyos promedios se muestran en la Figura 12. Del mismo
modo que en el analisis realizado a los 30 dias, se obtuvo una mayor formacién de callo en el
tratamiento T15, correspondiente a 5 mg L™ de 2,4-D y 0,5 mg L™ de BAP con un promedio de
113,125%, seguido del tratamiento T11 (1 mg L* de AIB y 1,5 mg L™ de BAP) con un

porcentaje de formacion de callo promedio del 100, 625%.
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Figura 12. Porcentaje promedio de formacién de callo de los explantes de
lechero blanco sometidos a diferentes concentraciones de fitorreguladores
a 60 dias de realizada la siembra.



39

Conforme pas6 el tiempo hasta la segunda evaluacion, nuevamente hubo pérdida de

explantes por problemas de oxidacion y contaminacion, lo cual se vio reflejado directamente en

algunos tratamientos, como el tratamiento T3 y T18, disminuyendo su porcentaje promedio de

formacién de callo. El tratamiento control fue el ensayo que mas pérdida de explantes tuvo, con

una muerte total de los explantes, resultando en un 0% de porcentaje promedio de formacion de
callo al cabo de 60 dias (Figura 12).

Andlisis inferencial

Para identificar si existe diferencia significativa entre los tratamientos de fitorreguladores
Tabla 12 se obtuvo un valor p de 0,0001 (p=0,01%), valor que es menor que el nivel de confianza
(5%) de la prueba, rechazando de este modo la hipotesis de igual de los tratamientos con respecto

a la formacioén de callo.

Tabla 12
Analisis de varianza de los tratamientos de fitorreguladores con respecto
a la variable porcentaje de formacion de callo.

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2 Aj CcVv
Formacioén de callo 760 0,2 0,18 115,77

Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo 111)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 716470,39 18 39803,91 10,2 <0,0001
Tratamientos 716470,39 18 39803,91 10,2 <0,0001
Error 2890437,5 741  3900,73

Total 3606907,89 759

R®. Coeficiente de determinacion; R? Aj. Coeficiente de determinacion ajustado; CV.
Coeficiente de variacion; F.V. Fuente de variacion; SC. Suma de los cuadrados; CM.
Cuadrados medios; F. Estadistico de prueba de Fisher.
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Con el fin de agrupar los tratamientos en subgrupos significativamente diferentes, se
utilizé la prueba de Duncan para comparaciones multiples. Como se observa en la Tabla 13, los
datos lograron agruparse hasta en ocho subgrupos significativamente diferentes (A, B, C, D, E, F,
G y H), donde el tratamiento T11 y T15 se clasificaron en el mismo grupo, siendo estos los
tratamientos que mayor porcentaje de formacion de callo presentaron (Figura 12), cuyas
combinaciones de fitorreguladores fueron 1 mg L™ de AIB con 1,5 mg L™ de BAP y 5 mg L™ de

2,4-D con 0,5 mg L™ de BAP, respectivamente.

Tabla 13
Prueba de Duncan para la comparacion maltiple de los tratamientos de
fitorreguladores con respecto a la variable porcentaje de formacion de callo.

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 3900,7254 gl: 741

Tratamientos Medias n E.E.

TC 0 40 9,88 A

T3 3,75 40 9,88 A

T18 12,5 40 9,88 A B

T6 21,25 40 9,88 A B C

T9 21,88 40 9,88 A B C

T5 35,63 40 9,88 B C D

T8 45 40 9,88 C D E

T14 50 40 9,88 C D E F

T1 56,25 40 9,88 D E F

T4 58,75 40 9,88 D E F

T13 65,63 40 9,88 D E F

T12 69,38 40 9,88 E F G

T16 70,63 40 9,88 E F G

T17 71,88 40 9,88 E F G

T10 72,5 40 9,88 E F G

T7 73,75 40 9,88 E F G

T2 82,5 40 9,88 F G

T11 100,63 40 9,88 G H
T15 113,13 40 9,88 H

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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3.2.2 Oxidacién

Se observo oxidacion de los explantes de lechero blanco a lo largo de todo el periodo de
evaluacion de callo, que acompafiado de contaminacion bacteriana, resultd en la muerte de los
tejidos. Por ello, se asigno niveles de oxidacion de acuerdo a como se especifica en materiales y
métodos (0, 1y 2), y se evaluo cada explante a los 30 y 60 dias de realizada la siembra.

Analisis exploratorio de los datos

Como se muestra en la Figura 13, la mayor cantidad de explantes oxidados se observo en
el tratamiento T3, que corresponde a la combinacién de 2 mg L™ de ANA con 0,5 mg L™ de
kinetina, con un total de 32 explantes no viables de 40. Por otro lado, la menor cantidad de
explantes oxidados se observd en el tratamiento T15, cuya combinacion de fitorreguladores fue
de 5 mg L™ de 2,4-D con 0,5 mg L™ de BAP, con un total de 28 explantes no oxidados.

En casi todos los tratamientos se logré observar oscurecimiento de los tejidos en explantes
que presentaron formacién de callo, siendo el tratamiento T4 (0,5 mg L™ de ANAy 1 mg L™ de

kinetina) el que mas destaco en este punto, con un total de 12 explantes.

Una segunda evaluacion se realizo a los 60 dias de realizada la siembra de los explantes de
lechero blanco, cuyos datos se pueden observar en la Figura 14. Hubo un incremento general de
oxidacion de los explantes de los tratamientos, donde el tratamiento T3 fue el que mayor cantidad
de explantes no viables present6, con un total de 37 de 40, siendo el tratamiento con

fitorreguladores que mayor cantidad de explantes oxidados obtuvo.
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Figura 13. Numero de explantes de lechero por categoria de oxidacion para
cada tratamiento de fitorreguladores a 30 dias de realizada la siembra.

El tratamiento T15 (5 mg L™ de 2,4-D y 0,5 mg L™ de BAP) se mantuvo casi constante
con respecto al indice de oxidacion, con un total de 27 explantes no oxidados, siendo el
tratamiento que mejores resultados obtuvo en esta categoria.

Del mismo modo, aument6 el nimero de callos que presentaron oscurecimiento de los
tejidos, donde el tratamiento T1 (0,5 mg L™ de 2,4-D y 0,5 mg L™ de kinetina) fue el que mayor

cantidad de callos con indicios de oxidacion presentd, con un total de 17 explantes.
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Figura 14. Numero de explantes de lechero por categoria de oxidacién para cada
tratamiento de fitorreguladores a 60 dias de realizada la siembra.

En el tratamiento control, carente de fitorreguladores, también se observo un aumento en el

indice de oxidacion, resultando en una muerte de la totalidad de los explantes.
Analisis inferencial

Se realiz6 una prueba de chi-cuadrado con el fin de analizar la dependencia de los
tratamientos de fitorreguladores con respecto a la variable oxidacion. Como se observa en la
Tabla 14, se obtuvo un valor p de 0,0001 (p=0,01%), menor que el valor de significancia nominal
de la prueba (5%), indicando efectivamente, que existe dependencia entre los tratamientos de
fitorreguladores usados con respecto a la variable oxidacion, descartando la hipotesis de igualdad

de los mismaos.
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Tabla 14
Prueba chi-cuadrado para la variable oxidacion de explantes,
con respectos a los diferentes tratamientos de desinfeccion.

Estadistico Valor gl p

Chi Cuadrado Pearson 235,24 36  <0,0001
Chi Cuadrado MV-G2 261,12 36 <0,0001
Coef.Conting.Cramer 0,32
Coef.Conting.Pearson 0,49

Debido a que la variable oxidacion es de naturaleza cualitativa ordinal, fue necesario
comprobar si existe normalidad del conjunto de datos evaluados, por lo que se realizé una prueba
de Shapiro-Wilks. Como se puede observar en la Tabla 15, se obtuvo un valor p de 0,0001
(p=0,01%), menor que el nivel de confianza de la prueba (5%), rechazando la hipotesis de una

distribucion normal de los datos.

Tabla 15
Prueba de Shapiro-Wilks para determinar la normalidad de los datos
provenientes de la variable oxidacion.

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W=*  p(Unilateral D)
Oxidacion 760 1,26 0,88 0,7 <0,0001

Gracias a la prueba de Shapiro-Wilks se dedujo que los datos no siguen una distribucion
normal, por lo que se implementd una prueba de Kruskal Wallis para el analisis de varianzas no
paramétrico de los datos con un nivel de confianza del 5%. Como se observa en la Tabla 16, se
obtuvo un valor p de 0,0001 (p=0,01%), por lo que se rechazd la hipotesis de igualdad de los
tratamientos de fitorreguladores, categorizandolos en ocho subgrupos significativamente

diferentes (A, B, C, D, E, F, G, H).
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Se agrupd a los tratamientos T15, T4, T2, T11, T12, T17, T10 en el subgrupo A, siendo
tratamientos que presentaron bajos indices de oxidacion, mientras que los tratamientos T9, T6,
T18, T3, TC se colocaron en el subgrupo H, los cuales presentaron el mayor indice de explantes
oxidados. A pesar de la agrupacion obtenida, es necesario un mayor analisis de esta variable,

debido a los tres niveles de oxidacion usados para su clasificacion.

Tabla 16
Prueba de Kruskal Wallis para la variable oxidacion de los explantes para los diferentes
tratamientos de fitorreguladores.

Prueba de Kruskal Wallis

Tratamientos N Medias D.E. Medianas C H p
T1 40 1,28 0,72 1 0,8 109,02  <0,0001
T10 40 1,1 0,84 1

T11 40 0,95 0,81 1

T12 40 0,98 0,89 1

T13 40 1,13 0,99 2

T14 40 1,13 0,97 2

T15 40 0,63 0,93 0

T16 40 1,08 0,97 15

T17 40 1 1,01 1

T18 40 1,73 0,64 2

T2 40 0,9 0,9 1

T3 40 1,93 0,27 2

T4 40 0,93 0,8 1

T5 40 1,45 0,68 2

T6 40 1,63 0,77 2

T7 40 1,1 0,93 1

T8 40 1,5 0,82 2

T9 40 1,63 0,67 2

TC 40 2 0 2

Trat. Medianas  Ranks

T15 0 2464 A

T4 1 29489 A B

T2 1 298,18 A B

T11 1 301,65 A B

T12 1 31344 A B

T17 1 330,25 A B C

T10 1 3372 A B C

T16 15 343 B C D
T7 1 344,74 B C D

CONTINUA =
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T14 2 354,01 B C D

T13 2 356,53 B C D

T1 1 369,46 B C D E

T5 2 411,78 C D E F

T8 2 435,35 D E F G

T9 2 459,11 E F G H
T6 2 466,65 F G H
T18 2 486,16 F G H
T3 2 530,21 G H
TC 2 550,5 H

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

3.3 Seleccién y propagacion de lineas celulares obtenidas a partir del callo formado de los

segmentos de tallo de lechero blanco

A partir de los callos obtenidos mediante las concentraciones de fitorreguladores, se
seleccionaron diferentes lineas celulares determinando caracteristicas representativas que las
diferencien entre si. Para ello, se observd cuidadosamente los callos con ayuda de un
estereomicroscopio, con el fin de obtener todas las variaciones y caracteristicas a tomar en cuenta
para su clasificacion.

En base a la observacién realizada se logré diferenciar 7 coloraciones distintas, distribuidas
a lo largo de todos los tratamientos. A su vez, algunos callos presentaron hasta dos coloraciones
dentro de sus tejidos, asi como la presencia de exudados. Todos los callos fueron de naturaleza no
friable. También se tomo en cuenta la morfologia celular, observando en cada linea la presencia

de células alargadas, redondeadas y/u ovaladas (Figura 15).
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Figura 15. Morfologia celular de las lineas celulares obtenidas a partir de los callos de
lechero blanco. A) Célula alargada. B) Célula redondeada. C) Célula ovalada.

Para una mejor organizacion en la exposicion de datos, se decidio describir las lineas
celulares mas representativas de cada tratamiento de fitorreguladores usado para la formacién de

callo, asignando un codigo a cada una de ellas.

Tratamiento T1

Se obtuvo principalmente una linea celular compuesta por un callo de coloracion oliva
oscuro, con indicios de oxidacion en los tejidos y células de forma alargada, a la que se asigné el
cbédigo ELT1.1. Se encontr6 una segunda linea celular representativa en este tratamiento, con dos
coloraciones, oliva oscuro en la parte superior y café oscuro en la base, igualmente con células de
forma alargada, asignada con el codigo ELT1.2. Las lineas celulares descritas se pueden observar

en la Figura 16.
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Figura 16. Lineas celulares del tratamiento T1.

Tratamiento T2

Se diferencié dos lineas celulares principalmente. La primera presenté una coloracion café
oscuro, de crecimiento irregular, con células de forma ovalada y redondeadas, a la que se le
asigno el cddigo: ELT2.1. La segunda linea también presentd un color café oscuro, pero con la
diferencia de que produjo un exudado en una zona en concreto, asemejandose a una extension del
propio callo y de una tonalidad anaranjada. Esta linea también present6 células de forma ovalada
y redondeada, a la que se le asigné el codigo ELT2.2. En la Figura 17 se observan las lineas

celulares descritas.

Figura 17. Lineas celulares del tratamiento T2.
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Tratamiento T3

No hubo formacién de callo de los explantes de este tratamiento.

Tratamiento T4

Se hallé la prevalencia de una linea celular de coloracion café oscuro, de crecimiento mas
regular que la linea ELT2.1, donde sus células presentaron una forma ovalada y redondeada, a la
que se le asignd el codigo: ELT4.1. También se logrd identificar una segunda linea celular con
las caracteristicas y prevalencia ya descritas para ELT1.1, razén por la que no se asignd un

codigo propio. La linea ELT4.1 se puede observar en la Figura 18.

Figura 18. Linea celular del tratamiento T4.

Tratamiento T5
Hubo la prevalencia de una linea celular de coloracion café oscuro, donde el callo crecié a
modo de pequefias protuberancias, y presentd solamente células de forma redondeada, a la cual se

le asigno el cdédigo: ELT5.1. Una segunda linea logro ser identificada, pero presentd las mismas
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caracteristicas de la linea ELT1.1, por lo que no se asign6 un codigo. La linea ELT5.1, se puede

observar en la Figura 19.

Figura 19. Linea celular del tratamiento T5.

Tratamiento T6

A pesar del bajo porcentaje de formacién de callo que se encontrd en este tratamiento, se
logrd identificar una linea celular de una coloracién café oscuro, con la particularidad de
presentar la produccion de exudado a lo largo de todo el callo. Las células vistas en esta linea
celular presentaron una forma redondeada. Se le asigno el codigo ELT6.1, y se la puede observar

en la Figura 20.

Figura 20. Linea celular del tratamiento T6.
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Tratamiento T7
En este tratamiento se logro identificar una linea celular prevalente, con un callo de color
verde y forma granulada, de crecimiento regular alrededor del explante y con células de forma
redondeada, a la que se le asignd el codigo: ELT7.1. Se hallé una segunda linea con las
caracteristicas de ELT1.1, por lo que no se asigné un cddigo propio. La linea ELT7.1 se puede

observar en la Figura 21.

Figura 21. Linea celular del tratamiento T7.

Tratamiento T8

Se observo la predominancia de una linea celular conformada por callos de dos
coloraciones, verde y café oscuro, cuyo crecimiento fue regular alrededor del explante. Las
celulas observadas en esta linea fueron de forma redondeada. A la linea descrita se le asigno el
codigo: ELT8.1, y se la muestra en la Figura 22. También se logré observar la formacion de callo
de color cian claro en dos explantes, pero por ser tan pocos no se los consider6 una linea celular

representativa del tratamiento.
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Figura 22. Linea celular del tratamiento T8.

Tratamiento T9

A pesar de no tener una gran prevalencia, se logré observar una linea celular caracterizada
por presentar un callo granulado de color cian claro en la parte superior y un callo de color café
oscuro en la base. Las células observadas para esta linea tuvieron una forma ovalada, y se le

asigno el codigo: ELT9.1. En la Figura 23 se puede observar la linea descrita.

Figura 23. Linea celular del tratamiento TO.
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Tratamiento T10
Existid la prevalencia de una linea celular de color café oscuro, similar a la linea ELT5.1,
con la diferencia de que esta linea presento células de forma redondeada y ovalada, por lo que se
le asigno el codigo: ELT10.1. Una segunda linea celular fue identificada en este tratamiento, con
las caracteristicas ya descritas en ELT7.1, por lo que no se le asigno un nuevo codigo. La linea

ELT10.1 se puede observar en la Figura 24.

Figura 24. Linea celular del tratamiento T10.

Tratamiento T11

Se observo la prevalencia de una linea celular con un callo de color café oscuro, de
crecimiento irregular y a modo de protuberancias, con células de forma redondeada. A esta linea
celular se le asigno el codigo: ELT11.1. En este tratamiento también se logré observar callos de
coloracion cian claro y crecimiento granulado, con la diferencia de presentar un exudado de color
blanco a lo largo de todo el callo. Las células de esta linea también tuvieron forma redondeada y

se le asigno el codigo: ELT11.2. Ambas lineas celulares se las puede observar en la Figura 25.
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Figura 25. Lineas celulares del tratamiento T11.

Tratamiento T12

En este tratamiento hubo la prevalencia de un callo café oscuro y de crecimiento a modo
de protuberancias, de similares caracteristicas que la linea ELT5.1, razén por la que no se le
asignd un codigo. Una segunda linea celular se logré identificar, similar a EL8.1, con la
diferencia que se observo células de forma redondeada y ovalada. Se asigno el codigo: ELT12.1 a
esta linea celular. Una dltima linea se observé en este tratamiento, con una coloracion cian claro
de crecimiento granulado bastante regular alrededor del explante, pero sin la produccion de
exudado. También se observd células de forma redondeada, y se asigno a esta linea celular el

cadigo: ELT12.2. Las dos lineas celulares descritas se muestran en la Figura 26
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Figura 26. Lineas celulares del tratamiento T12.

Tratamiento T13

Se identificé una linea celular con un callo de color beige de crecimiento granulado y
uniforme alrededor del explante, con la produccion de exudado blanco a lo largo de todo el tejido
vegetal, con células de forma ovalada. A esta linea celular se le asignd el cddigo: ELT13.1. Otra
linea fue identificada, con un callo de crecimiento a modo de protuberancia y con dos
coloraciones, café pardo y beige, presentando también células de forma ovalada. Esta linea fue

nombrada con el codigo: ELT13.2. Ambas lineas celulares se pueden observar en la Figura 27.

i
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Figura 27. Lineas celulares del tratamiento T13.
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Tratamiento T14
Se encontrd una linea celular con caracteristicas similares a ELT4.1, con la diferencia de
que solo se observo células de forma ovalada, razon por la cual se le asigno el codigo: ELT14.1.
Una segunda linea celular fue identificada, con un callo de coloracion café pardo, de crecimiento
poco granulado y regular alrededor del explante, ademas de la presencia de exudado blanco. Sus
células tuvieron una forma redondeada y se le asigno el cddigo: ELT14.2. Se logro identificar dos
callos que presentaron caracteristicas peculiares, de coloracion café oscuro y una forma bastante
compacta, sin embargo, por su disminuido nimero no se los considerd una linea celular més. Las

dos lineas descritas en este tratamiento se muestran en la Figura 28.

Figura 28. Lineas celulares del tratamiento T14.

Tratamiento T15

En este tratamiento también se obtuvo una linea celular de callos de coloracion café pardo,
pero con la particularidad de tener un crecimiento irregular y bastante expandido, siendo la linea
celular que mas callo produjo a partir de cada explante. Las células observadas en esta linea

tuvieron una forma redondeada y se les asigno el codigo: ELT15.1.
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Al igual que en el tratamiento T14, también se identificaron callos de una coloracién café
oscuro, con una forma bastante compacta, y con células de forma redondeada, pero en este
tratamiento tuvieron una mayor prevalencia, por lo cual se le consider6 como una linea celular
representativa y fue nombrada con el cddigo: ELT15.2. Una ultima linea celular se logro
identificar, con callos de color café oscuro y presencia de exudado blanco en zonas especificas,
con células de forma ovalada y redondeada, a la que se le asigno el codigo: ELT15.3. Todas las

lineas celulares descritas se pueden observar en la Figura 29.

ELT15.2

Figura 29. Lineas celulares del tratamiento T15.

Tratamiento T16
En este caso se identificé una nueva linea celular predominante, conformada por callos de
un color crema y a veces con tonalidades café pardo en la base, de crecimiento granulado y

disperso, irregular pero alrededor del explante y con la presencia de exudado blanco a lo largo de
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todo el callo. También se observo la presencia de células redondeadas. A esta linea se asigno el

codigo: ELT16.1, y se muestra en la Figura 30.

ELTI16.1

Figura 30. Linea celular del tratamiento T16.

Tratamiento T17

En este tratamiento también se observé una linea celular prevalente, compuesta por callos
de coloracion café oscuro y bastantes compactos, similar a la descrita en el tratamiento T15
(ELT15.2), motivo por el que no se asignd un codigo propio. También se encontrd la presencia de
callos de coloraciéon café pardo acompafiados de la produccion de exudado blanco en su
superficie, de caracteristicas ya mencionadas en la linea ELT16.1, razdn por la no se asigno un

nuevo codigo a esta linea.

Tratamiento T18

Similar a lo ocurrido en el tratamiento T3, los explantes no formaron callo.
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CAPITULO 4 DISCUSION

Debido a la poca informacién cientifica que se encuentra disponible sobre el lechero
blanco (Euphorbia laurifolia Juss. ex Lam.), fue necesario basarse en estudios de plantas
pertenecientes al mismo género o familia, que como se conoce suelen producir metabolitos
secundarios similares entre si (Alvarez & Toso, 2018), ademas del conocimiento tradicional que

la gente le suele dar a esta planta en el campo, para dar importancia y justificacion a su estudio.

A lo largo de la etapa de recoleccion de muestras del lechero blanco, se ha observado el
desconocimiento o poco interés que las personas le dan a esta planta, cuya reproduccién esta
principalmente ligada al uso de sus troncos en cercas que delimitan los terrenos de cultivo, siendo
practicamente inexistente su multiplicacion consciente en estas zonas.

Debido a lo explicado, se pretende motivar a las personas a considerar al lechero blanco
como un candidato viable de estudio, lo que fomentaria también el interés de plantas del mismo

género y familia, promoviendo su conservacion.

4.1 Efecto del hipoclorito de sodio en la desinfeccién de segmentos de tallo de lechero

blanco

Uno de los principales problemas cuando se trabaja con explantes a nivel in vitro, es la
aparicién de contaminantes, principalmente de origen bacteriano o fldngico, que compiten
activamente por el sustrato (medio de cultivo) con un ritmo de desarrollo y multiplicacién
acelerado si se comparan con los tejidos vegetales, ademas de producir desechos metabdlicos que

pueden resultar toxicos, provocando la muerte de los explantes (Herndndez & Gonzéalez, 2010).
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Dentro de las principales fuentes de contaminacion se encuentra a la planta madre, de la
cual se obtienen las muestras vegetales para el trabajo en el laboratorio, ya que en condiciones
naturales esta expuesta a multiples agentes infecciosos, que pueden ser transportados al cultivo in
vitro. Existen diferentes formas de controlar y prevenir la contaminacion, como la recoleccién y
transporte de plantas donadoras enteras para su aislamiento y control fitosanitario (Hine &
Abdelnour, 2013), método que no pudo ser aplicado debido a la gran cantidad de material vegetal
que se requeria para los experimentos.
Por esta razon, se limité a buscar plantas con una apariencia sana y sin la presencia de
machas o indicios de dafio fisico, las que se recolectaron en periodos secos, donde los porcentajes
de humedad relativa ambientales disminuyen, dificultando el crecimiento de bacterias y hongos

asociados a tejidos vegetales (Pérez et al., 2015).

Debido a la falta de un tratamiento fitosanitario, fue necesario poner especial cuidado a la
hora de establecer un método de desinfeccion, con el fin de contrarrestar los posibles

contaminantes ambientales presentes en el material vegetal sin dafiar los tejidos del explante.

Como protocolo general, se realizé un lavado previo de los tallos de lechero blanco durante
una hora para remover los contaminantes visibles, seguido de 15 minutos de lavado en detergente
al 5%, lo que disminuye la tension superficial del agua y favorece su penetracion en los

intersticios de los tallos (Tomaszewska, Figas, Keutgen, & Keutgen, 2015).

En pruebas preliminares al protocolo establecido en esta investigacion, se observd una
marcada contaminacion por hongo filamentoso, problema que no se encontré en estudios previos
realizados en plantas pertenecientes al mismo género, Euphorbia (Perveen et al., 2013; Uchida

etal., 2004; Yang etal., 2009). Por este motivo, fue necesario el uso de un fungicida comercial
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(Marca: Phyton) a una concentracion de 5 mL L™ con un tiempo de inmersién de 15 minutos,
eliminando casi por completo la contaminacion fangica.

El hipoclorito de sodio es uno de los agentes desinfectantes mas utilizados en el cultivo de
tejidos vegetales gracias a su efectividad a diferentes concentraciones y tiempos de inmersion en
dependencia de la planta y el tipo de explante, ademéas de su facil adquisicion y uso (Borges,
Estrada, Pérez, & Meneses, 2009). En las investigaciones de Uchida et al. (2004) y Yang et al.
(2009), el principal desinfectante usado fue hipoclorito de sodio, con concentraciones de 3% vy
2% vlv, y tiempos de inmersion de 10 minutos y 20 minutos, respectivamente. Sin embargo, al no
existir estudios previos realizados sobre la planta de lechero blanco, fue necesario realizar
diferentes tratamientos en base a variadas concentraciones y tiempos de inmersion (Tabla 2), que

como Ya se explico, su efectividad depende de la planta estudiada y del segmento escogido.

Se obtuvo un tratamiento visiblemente mas efectivo en cuanto a desinfeccion de los
explantes, conformado por una concentracion de hipoclorito de sodio al 5% v/v y 25 minutos de
tiempo de inmersidn, con un 65% de explantes no contaminados. Sin embargo, estadisticamente
este tratamiento no fue diferente del que tuvo una concentracion del 5% v/v de hipoclorito de
sodio con un tiempo de inmersion de 15 minutos, presentando un 45% de explantes no

contaminados en este caso.

Estos resultados no coinciden con las concentraciones y tiempos de inmersion usados en
otras plantas del género Euphorbia (Uchida et al., 2004; Yang et al., 2009), lo que hace hincapié
en la necesidad de probar variados protocolos de desinfeccion cuando se introduce una planta de

diferente especie al sistema in vitro (Borges et al., 2009).
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No estd de méas destacar que en los dos tratamientos mencionados se usO la misma
concentracion de hipoclorito de sodio, que como se puede observar en la Figura 5, mostré una
menor contaminacion con respecto a las otras concentraciones usadas, lo que no se pudo observar
cuando se compar6 Unicamente los tiempos de inmersion (Figura 4).

La oxidacion, al igual que la contaminacidn, es uno de los problemas mas recurrentes en el
cultivo de tejidos vegetales a nivel in vitro, causada principalmente por la produccion de
compuestos fendlicos, que se generan cuando los explantes sufren lesiones en los procesos de
desinfeccion y corte (Azofeifa, 2009). Dentro de los resultados se pudo observar una tendencia en
la oxidacion de los explantes, donde los tratamientos en los que se uso las concentraciones mas
bajas de hipoclorito de sodio (1,5 y 3% v/v) presentaron los mayores porcentajes de oxidacion de
explantes, mientras que el uso de hipoclorito de sodio al 5% v/v presentd un menor indice de
oxidacion (Figura 6). Estos resultados difieren de los observados por Pequefio et al. (2015) en
Jatropha curcas L., planta perteneciente a la familia Euphorbiaceae, donde se encontrd que existe
una clara dependencia del porcentaje de hipoclorito de sodio usado con respecto al nivel de
oxidacion, explicando que, una mayor concentracion al momento de realizar la desinfeccion
promueve la produccion de compuestos fendlicos por parte de la enzima polifenol oxidasa,

resultando en oxidacion de los explantes.

Los tratamientos que presentaron una mayor oxidacién de los explantes también
presentaron casi un 100% de contaminacién bacteriana (T2, T4, T5), que como ya se explicd,
compite por los nutrientes del medio de cultivo ademés de producir posibles metabolitos de
desecho que resultan toxicos para los explantes (Hernandez & Gonzélez, 2010), razén por la que

se puede atribuir su oxidacion al crecimiento masivo de estos microorganismos.
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Al analizar en conjunto los resultados obtenidos para contaminacion y oxidacion, se
determiné que el tratamiento conformado por hipoclorito de sodio al 5% v/v con 25 minutos de

inmersion fue el mejor para la desinfeccion de explantes de lechero blanco.

4.2 Efecto de diferentes concentraciones de fitorreguladores en la induccién a callo a
partir de los segmentos de tallo de lechero blanco y seleccidn de lineas celulares de

interés
Una vez terminada la etapa de desinfeccion e introduccién de los explantes, se continu6
con la fase de induccién a callo mediante el uso de variados fitorreguladores, de los cuales se

seleccionaron las lineas celulares existentes.

La eleccion del explante a usar es una parte importante del proceso de introduccién y
formacién de callo, donde cualquier estructura viva de una planta tiene el potencial de someterse
a técnicas de cultivo in vitro (Iracheta et al., 2016). En la investigacion realizada por Uchida et al.
(2010) se indujo la formacion de callo a partir de explantes de entrenudos de tallo de la especie
Euphorbia tirucalli L., planta de caracteristicas similares a Euphorbia laurifolia Juss. ex Lam., lo
que confirma que es posible usar esta parte de la planta para inducir la desdiferenciacion celular.
Otra razon por la que esta estructura fue escogida se debe a que al haber muestreado plantas
silvestres, estas quedan expuestas a todo tipo de contaminantes que se encuentran en el ambiente,
donde Unicamente el tallo puede someterse a cortes de tal modo que solo el tejido interno esteé en
contacto con el medio de cultivo semisdlido, proceso que no se puede lograr con hojas u otras
partes de la planta.

Otro factor a tomar en cuenta cuando se escoge un explante para la formacion de callo, es
el uso de plantas en estadios tempranos de desarrollo o de tejido joven proveniente de partes

maduras de la planta, por no encontrarse altamente diferenciados (lkeuchi, Sugimoto, & lwase,
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2013). Por ello, los explantes de tallo usados fueron extraidos de las zonas mas terminales de las

ramas muestreadas, de entrenudos cercanos al meristemo apical.

Sin embargo, el factor mas importante cuando se busca la induccién a callo a nivel in vitro,
es el balance de las concentraciones de los fitorreguladores que se incorporan al medio de cultivo.
De manera general, es necesario un rango intermedio de auxinas y citoquininas para este fin, ya
que al tener una concentracién mayor de auxinas puede generar raices y una mayor concentracion

de citoquininas puede generar brotes (lkeuchi et al., 2013).

Como no existen datos relacionados con la induccién de callo de Euphorbia laurifolia Juss.
ex Lam., fue necesario buscar informacién relacionada sobre plantas taxonémicamente cercanas.
Uchida et al. (2010) obtuvo la formacién de callo a partir de entrenudos de Euphorbia tirucalli L.
incorporando al medio de cultivo 2 mg L™* de ANA, 1 mg L™ 2,4-D y 0,22 mg L™ de BAP.
Iracheta et al. (2016) obtuvo callo en explantes de hoja y peciolo de Jatropha curcas L. con una
combinacién de 1 mg L™* de AIB y 1,5 mg L™ de BAP, mientras que Preciado et al. (2016)
consiguid callos en hojas de Jatropha cuneata Wigg al usar 1 mg L™ de ANAy 1 mg L™ de KIN,

ambas plantas pertenecientes a la familia Euphorbiaceae.

En base a estos estudios se generaron los 18 tratamientos de fitorreguladores presentados
en esta investigacion (Tabla 3), variando las concentraciones especificadas en cada uno de ellos
para obtener un amplio rango de posibilidades a la hora de analizar los resultados. Mediante las
pruebas estadisticas y el analisis exploratorio de datos realizado, se obtuvo dos tratamientos que
resaltaron, teniendo que las combinaciones de fitorreguladores de 5 mg L™ de 2,4-D con 0,5 mg
L™ de BAP (tratamiento T15) y 1 mg L AIB con 1,5 mg L™ de BAP (tratamiento T11), fueron

los tratamientos con mayor porcentaje promedio de formacion de callo, con 113,125% vy
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100,625% respectivamente. La combinacion y concentraciones de los fitorreguladores usados en
el tratamiento T11 coinciden con los resultados obtenidos por Iracheta et al. (2016). Sin embargo,
el tratamiento T15 no coincide con los resultados de las investigaciones expuestas, tratamiento

donde se us6 la mayor concentracion de 2,4-D (5 mg L) junto a la citoquinina BAP (0,5 mg L™).

El 2,4-D es una analogo sintético de auxina, que es frecuentemente usado en cultivo in
vitro para la induccion de explantes a callo, incluso como unico fitorregulador incorporado al
medio (Tu, 2001). Distintos autores han obtenido tejido indiferenciado a variadas
concentraciones de 2,4-D, donde muchas veces el porcentaje de obtencion de callo aumenta
conforme se usa una mayor concentracion de este fitorregulador (Espinosa et al., 2012), llegando
a obtener resultados favorables a concentraciones de hasta 20 mg L™ (Garcia, Pérez, Torres, &

Padrdn, 2006; Pérez et al., 2004).

Esta informacion, junto a los resultados obtenidos, sugiere que mayores concentraciones de
2,4-D pueden estimular de mejor manera la indiferenciacion de los tejidos en Euphorbia
laurifolia Juss. ex Lam., quedando a consideracion qué efecto tendria este fitorregulador como
unico componente hormonal del medio de cultivo, ya que a pesar de que el tratamiento T18
también conté con una concentracién de 5 mg L™, se obtuvo resultados contrarios a los vistos en

T15, teniendo como Unica diferencia el uso de una mayor concentracion de BAP (1 mg L™).

A diferencia de lo esperado, también se observo formacion de callo en 10 explantes
pertenecientes al tratamiento control (TC), carente de fitorreguladores, que presenté un bajo
porcentaje promedio de formacion de callo (13,75%) en comparacion al resto de tratamientos a
los 30 dias de realizada la siembra. Muchas plantas tienen como mecanismo de defensa el formar

callo en tejidos que han sufrido algun tipo de lesion o herida, especialmente en células vasculares,
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corticales y medulares (Ikeuchi et al., 2013), lo que explicaria la formacién de callo justamente

sobre el tejido vascular del tallo, aun en ausencia de fitorreguladores en el tratamiento control.

A lo largo de todo el proceso de formacion de callo se descartaron varios explantes en
todos los tratamientos, sea en mayor o menor grado, debido a problemas de contaminacion
bacteriana y oxidacion, con la particularidad de que este problema aparecia después de mas de
tres semanas de haber sembrado los explantes en el medio de cultivo semisélido. Alvarado, Portal,
Garcia, Ramirez, & Martinez (2003) explica que este tipo de incidentes pueden darse por
bacterias que permanecen latentes en los espacios intercelulares de los explantes, donde un
cambio minimo en las condiciones medioambientales in vitro (pH, temperatura, composicion del
medio de cultivo) puede provocar su reactivacion. Algun tipo de estrés adicional en el material
vegetal también puede ocasionar la activacion de estas bacterias (Portal, Caraballoso, Alvarado,
& Leiva, 2003), lo que pudo ocurrir cuando se efectué un cambio de medio de cultivo en los

tratamientos.

A su vez, la oxidacion generd pérdida de explantes en los tratamientos de fitorreguladores,
que también fue un factor recurrente a lo largo de todo el periodo de evaluacion (Figura 13Figura
14). Esto probablemente fue causado por la liberacion de exudado por parte de los explantes, los
que se componen de metabolitos secundarios producidos en respuesta a estrés biotico y abidtico
(Azofeifa, 2009), siendo en este caso, los cortes realizados antes de su introduccion al medio de
cultivo. Los exudados no tienen que ser necesariamente toxicos, pero conociendo las propiedades
citotoxicas que presenta el latex de Euphorbia laurifolia Juss. ex Lam. (Miranda, 2015), es una

causa bastante probable para la oxidacion vista en esta investigacion.
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La oxidacién provocada por exudados suele ser un problema que puede extenderse hasta
varias semanas de realizada la siembra, generando peérdidas de explantes en el proceso de
establecimiento in vitro. Sin embargo este problema suele cesar una vez que el explante comienza
su crecimiento (Azofeifa, 2009), lo que explicaria por qué se encontrd indicios de oxidacion
cuando los callos se ya se habian establecido al cabo de 60 dias de iniciado el ensayo (Figura 14),

explicando el color oscuro de varias de las lineas celulares que se obtuvieron a partir de ellos.

A pesar de que los tratamientos T15 y T11 presentaron el mayor porcentaje promedio de
formacion de callo, el resto de tratamientos también formaron el suficiente material calloso para
establecer y diferenciar lineas celulares a partir de ellos, exceptuando los tratamientos T3 y T18.
Se observo las caracteristicas mas representativas de cada linea celular y se las comparé con los
resultados de diferentes autores para consolidar una idea méas clara sobre la posible aplicacion

que pueden tener las lineas obtenidas.

Los tipos de callos pertenecientes a las lineas ELT1.1 y ELT1.2 estuvieron presentes en
varios de los tratamientos de fitorreguladores usados, encontrandose en mayor ndmero en el
tratamiento T1, sequido de los tratamientos T4, TS5 y T7. Estos callos tuvieron la particularidad
de tener un grado de oxidaciébn mayor en comparacion a otras lineas celulares descritas,
reflejandose en su pronunciada coloracion oscura. Es posible que esta oxidacion este ligada a la
formacién de quinonas producidas por compuestos fendlicos catalizados por la enzima polifenol
oxidasa, que se activa cuando los tejidos se someten a estrés (Naz & Khatoon, 2014), lo que
caus6 una baja creacién de nuevo tejido calloso. Otra caracteristica de estas lineas celulares fue

que se formaron por células alargadas, cualidad que pertenece a callos no embriogénicos (Vacca,
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et al., 2014), que en conjunto con la oxidacién descrita, no figuran como candidatos viables de
futuras investigaciones.

Otros tipos de callos que se observo frecuentemente en los tratamientos de fitorreguladores
fueron los pertenecientes a las lineas: ELT2.1, ELT2.2, ELT4.1, ELT6.1, ELT11.1, ELT14.1,
ELT14.1, ELT15.1, ELT15.2 y ELT15.3, los que presentaron tonalidades entre café oscuro y café
pardo. Esta coloracion oscura podria ser signo de oxidacion, pero contrario a lo visto en las lineas
ELT1.1 y ELT1.2, estos callos si presentaron la formacion continua de nuevo tejido
desdiferenciado. Posiblemente, estos callos tuvieron una elevada produccion de metabolitos
secundarios durante su desarrollo, que al tener propiedades citotdxicas, causaron la oxidacion de
sus tejidos (Azofeifa, 2009; Miranda, 2015) sin comprometer en su totalidad la viabilidad de los

explantes.

Las lineas celulares ELT5.1, ELT10.1 y ELT13.2 presentaron una misma morfologia de
callo, con un crecimiento a modo de protuberancias, donde cada linea se diferencio en cuanto a la
tonalidad de café que presentd, pasando por café oscuro a un color beige, lo que podria deberse a
los grados de oxidacion de los callos. En la investigacion de Bijekar & Gayatri (2014) se obtuvo
callos de Baliospermum montanum Wild, planta perteneciente a la familia Euphorbiaceae, con
caracteristicas similares a las lineas anteriormente mencionadas, en los que se indujo una mayor
produccion de flavonoides mediante el uso de fenilalanina. Este grupo de compuestos son
producidos por varios miembros de la familia Euphorbiaceae, y han demostrado tener actividad
antiproliferativa en lineas celulares cancerigenas (Pereira et al., 2015).

En la investigacion de Kumar, Vijila, & Raj (2018) se obtuvieron varios tipos de callo a

partir de la planta Euphorbia hirta Linn, donde se puso especial atencién en dos de ellos; uno de
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crecimiento granular con coloracion verde, y otro con el mismo tipo de crecimiento pero con dos
coloraciones, verde y café oscuro; crecimiento y coloracion que se logré observar en las lineas
ELT7.1, ELT8.1 y ELT12.1 de esta investigacion. Los autores confirman la presencia de varios
compuestos triperpénicos, de los cuales se destaca el taraxerol, que ha demostrado ser un agente
anti-inflamatorio en lineas celulares de macréfagos extraidos de sangre de ratdn, y podria ser

usado como agente preventivo en cancer asociado a inflamaciones (Yao et al. 2013).

Las lineas celulares ELT9.1, ELT11.2 y ELT12.2 presentaron caracteristicas similares,
donde los callos tuvieron una cloracion cian claro y un crecimiento granulado, con pequefias
diferencias entre si. Este tipo de caracteristicas se encontraron en callos de Euphorbia helioscopia
L. obtenidas por Yang et al. (2009), donde el autor solo realizé la desdiferenciacion de explantes
de esta planta sin un mayor analisis de su composicion fitoquimica. Sin embargo, extractos de
partes aéreas de esta planta han demostrado tener propiedades toxicas, con un efecto inhibitorio
en lineas celulares humanas de carcinoma hepatocelular, cancer gastrico y cancer colorectal. En
estos extractos se han encontrado metabolitos secundarios como diterpenoides, triterpenoides,
flavonoides, lipidos, etc. (Cheng etal., 2015), compuestos comunes presentes en el latex de
plantas del género Euphorbia que también podrian estar representados en los callos de estas

plantas.

La linea ELT13.1 presentd caracteristicas similares a los callos de Euphorbia tirucalli L.
obtenidos por Uchida et al. (2010), con una coloracién beige y crecimiento granulado. En dicha
investigacion, se encontrd que los callos producian esteroles, encontrando principalmente
isofucosterol y estigmasterol, ambos compuestos relacionados con la prevencion del cancer (De

Stefani et al., 2000; Kim, Kim, & Ahn, 2014). Ademas, se encontro la presencia de terpenoides,
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grupo de compuestos de gran presencia en la familia Euphorbiaceae, que han demostrado tener en

algunas especies propiedades antibacteriales (De Oliveira et al., 2018).

En la linea celular ELT16.1, se describieron callos con una coloracion crema y de
crecimiento granulado irregular, caracteristicas vistas en callos de Jatropha curcas L. obtenidos
por Ovando et al. (2016). Los autores afirman que esta planta produce diterpenos con actividad
citotoxica, principalmente jatropholone y jatrophone, con uso potencial como agentes
antiproliferativos y antimetastatico. Sin embargo, al realizar un analisis por cromatografia de
gases/espectrometria de masas no encontraron los compuestos de interés, explicando que, en
forma de callo es posible que los compuestos no puedan ser retenidos hasta producirse una
diferenciacion de los tejidos, que se produzca una cantidad menor a 3 pg/mL y la prueba no
pueda detectarlo, o que simplemente las células indiferenciadas perdieron la capacidad de

producir los isoprenoides que la planta madre si puede.

Toda la informacion analizada provee un conocimiento cientifico sobre los diferentes
enfoques y aplicaciones que cada linea celular puede ofrecer en futuras investigaciones,
destacando las propiedades citotoxicas de diversos compuestos que se han encontrado en
extractos de partes aéreas y callos de plantas pertenecientes a la familia Euphorbiaceae, con poder
inhibitorio y preventivo en lineas celulares cancerigenas, ademas de presentar compuestos
terpénicos que han demostrado tener propiedades antibacteriales. A futuro se realizaran analisis
fitoquimicos de los extractos de cada tipo de callo obtenido para obtener una especifica
caracterizacion de las lineas celulares descritas que corrobore los compuestos que puedan resultar

de interés.
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CAPITULO5 CONCLUSIONES

Al utilizar plantas silvestres de lechero blanco, es necesario poner especial cuidado al
seleccionar las mas aptas para el cultivo in vitro, observando que sean fenotipicamente sanas y
estén alejadas de posibles fuentes de contaminacién, como ganado, carreteras o la misma

influencia del ser humano, para que se facilite de cierta forma su introduccion al sistema in vitro.

La desinfeccion de los explantes de tallo requirié de varias etapas, incluyendo lavados en
agua corriente y detergente, el uso de un fungicida de amplio espectro y la aplicacién de
diferentes concentraciones y tiempos de inmersion en hipoclorito de sodio, donde los mejores
resultados se obtuvieron al usar una concentracion del 5% con un tiempo de inmersion de 25

minutos, observando un 65% de explantes no contaminados y un 80% de explantes no oxidados.

Los segmentos de tallo reaccionaron favorablemente al uso de diferentes combinaciones de
fitorreguladores, donde los mayores porcentajes de formaciéon de callo se observaron en los
tratamientos T15 (5 mg L™ de 2,4-D, 0,5 mg L de BAP)y T11 (I1mg L de AIBy 1,5 mg L™ de
BAP) con 113,125% y 100,625%, respectivamente, al cabo de 60 dias de realizada la siembra. A
pesar de los resultados obtenidos, fue necesario observar cada uno de los tratamientos donde
hubo formacion de callo a partir de los explantes, con el objetivo de seleccionar todas las posibles

lineas celulares de lechero blanco.

En base a caracteristicas como coloracion y morfologia del callo, produccion de exudados
y morfologia celular, se seleccionaron un total de 23 lineas celulares provenientes de los
tratamientos de fitorreguladores usados, las que se compararon con callos obtenidos por

diferentes autores en busca de posibles aplicaciones en base a los metabolitos secundarios que
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podrian producir. Las lineas ELT5.1, ELT7.1, ELT8.1, ELT9.1, ELT10.1, ELT11.2, ELT12.1,
ELT12.2, ELT13.1 y ELT13.2 presentaron similitudes con callos en los que se encontro
metabolitos secundarios que han demostrado tener posibles aplicaciones en la prevencion e
inhibicion del cancer, ademés de una presencia generalizada de compuestos terpénicos con
posibles propiedades antibacteriales.

Con esta investigacion se logré construir nuevo conocimiento cientifico para el cultivo in
vitro de lechero blanco (Euphorbia laurifolia Juss. ex Lam.), lo que dara una mejor proyeccion
del posible uso que se pueden dar a las lineas celulares de esta planta, especialmente en cuanto a

posibles propiedades citotoxicas y antibacteriales.
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CAPITULO6 RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un tratamiento fitosanitario a la planta donadora, transportandola a
un sustrato estéril con continuas aplicaciones de fungicidas y bactericidas, con el objetivo de
reducir la contaminacion de los explantes ya que en condiciones naturales las plantas se exponen

continuamente a esporas de hongos y bacterias.

Usar un corte de tallo de menor longitud cuando se realice el protocolo de desinfeccion,
para eliminar las bacterias latentes que puedan alojarse en los espacios intercelulares de los
explantes, lo que eliminaria la contaminacién después de tiempos prolongados de realizada la
introduccidn a sistema in vitro.

Evaluar la capacidad de producir callo en otros tipos de explantes, como la hoja, donde
varios autores han tenido resultados favorables en la obtencidén de células indiferenciadas en

hojas de varias plantas pertenecientes a la familia Euphorbiaceae.

Es necesario realizar un analisis fitoquimico de las todas las lineas celulares obtenidas, lo
que corroboraria los diferentes metabolitos secundarios que estas producen y confirmaria o no la
existencia de propiedades citotdxicas y antibacteriales, ademas de otros posibles usos.

También se recomienda una caracterizacion fitoquimica del latex de lechero blanco, en
busca de metabolitos secundarios especificos que puedan ser comparados a los obtenidos en

diferentes lineas celulares formadas.
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ANEXOS

ANEXO A. Formulacién tradicional del medio Murashige & Skoog (MS)

Nutriente

Concentracion (mg L™)

Nitrato de amonio (NH;NO3)

1,650

Cloruro de calcio (CaCl, - 2H,0) 440
Sulfato de magnesio (MgSQ, - 7H,0) 370
Fosfato de potasio (KH,POy) 170
Nitrato de potasio (KNO3) 1,900
Acido bérico (HsBO3) 6.2
Cloruro de cobalto (CoCl; - 6H,0) 0.025
Sulfato cuprico (CuSO, - 5H,0) 0.025
Sulfato ferroso (FeSO, - 7H,0) 27.8
Sulfato de manganeso (MnSQ, - 4H,0) 22.3
Yoduro de potasio (KI) 0.83
Molibdato de sodio (Na;MoOQy, - 2H,0) 0.25
Sulfato de zinc (ZnSO4-7H,0) 8.6
Na,EDTA - 2H,0 37.2
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