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RESUMEN

Uncaria guianensis, consi derada com¥nmente como nu'
una de las especies mas conocidas y exportadas por el Pert debido a sus
propiedades medicinales. Para la produccion in vitro de biomasa de U.
guianensis se evalud la influencia del acido giberélico (GAF) en distintas
concentraciones. El tratamiento con 0,01 mg/L de GAF permitié el incremento
en la obtencion de biomasa logrando un 73 % y 82 % mas de peso humedo y
peso seco relativo en comparacion con las plantulas cultivadas sin GAF. En la
presente investigacion se realiz6 la cromatografia en capa fina (TLC) de
plantas in vitro de U. guianensis y comparando los factores de retencién (Rf)
con los obtenidos en plantas in situ, se verificé la sintesis de 7 alcaloides
oxindolicos: isopteropodina, pteropodina, isomitrafilina, mitrafilina, rincofilina,
especiofilina y uncarina F. La separacion y visualizacion de los alcaloides, se
logré utilizando un extracto crudo metandlico, un eluyente de cloroformo:

etanol (9,5:0,5) y el revelador vainillina: acido sulfarico (0,1:10).



ABSTRACT

Uncaria guianensisc ommonl y known as fcatds cl awo i
known and exported species by Pert because of its medical properties. For the
in vitro production of biomass of the U guianensisi t 6 s eval uated the i nf
of giberelic acid (GAF) in different concentrations. The treatment with 0.01mg/L
of GAF permitted the biomass increasement achieving 73 % and 82% more of
wet weight and relative dry weight in comparison with the plants that where
cultivated without GAF. In this research it was realized thin layer cromatography
(TLC) of U. guianensis vitroplants and comparing the retention factor (Rf) with
the obtained in situ plants, it was verified the synthesis of 7 oxindoles alkaloids:
isopteropodine, pteropodina, isomitraphylline, mitraphylline, rhychnophylline,
speciophylline and wuncarine F. The separatio
done using a methanolic extract, a solvent system of chlorophorm: ethanol (9,5:

0,5) and the vainillin: sulfuric acid (0,1:10) reagent.
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. | NTRODUCCI CN

Uncaria guianensis, también considerada y conocida comunmente
comoifla de eg ana@lanta trepadora y espinosa que crece en los
bosques tropicales humedos de América Latina. En el Pera es particularmente

abundante en la zona de la Selva Central entre los 150 a 800 m.s.n.m.

La corteza de esta planta, es muy buscada como fuente de humerosos
compuestos quimicos con propiedades medicinales cientificamente
comprobados y ampliamente publicitados. En los afios setenta, esta planta
atrajo la atencién de investigadores europeos, quienes convivieron por afos
con la tribu Ashéaninka, estudiando sus propiedades medicinales vy
posteriormente patentando los compuestos quimicos llamados alcaloides

oxinddlicos a los que se les atribuyen las propiedades curativas de la planta.

Durante 20 afos; alcaloides, terpenos, glicosidos del acido quinévico,
flavonoides y cumarinas vienen siendo aislados del género Uncaria, de tal
modo que sus propiedades pueden ser aprovechadas mediante la obtencion
y determinacion de los diferentes compuestos, existen investigaciones que
plantean diferentes métodos de obtencion y aplicacion de los mismos,
recientemente se vienen realizando pruebas en células vivas y organismos
para validar su aplicacién en usos farmacoldgicos. El valor socioeconémico de
estos compuestos es alto, puesto que su aplicacion en el &mbito de la salud
es trascendental, debido a que ayudan en problemas diversos tales como
tumorales, virales, fortalecimiento del sistema inmunoldgico, ayuda en
tratamientos de trombosis cerebral, migrafas, y de Alzheimer entre otros. El
desarrollo de investigacion de las plantas del género Uncaria continda en
crecimiento, particularmente en el area de inmunomodulador, antiinflamatorio

y problemas relacionados con el sistema vascular.



La intensa demanda de ufia de gato ha ocasionado que los extractores
usualmente corten plantas jovenes o al ras del suelo, lo que impide que se
restablezcan. Como es de suponerse, este tipo de aprovechamiento no
controlado ha reducido drasticamente la abundancia de ufia de gato en su
habitat natural (Amazonia Peruana), causando incluso su desaparicion.
Actualmente en algunos sectores donde se inicio la explotacion de esta planta
sb6lo es posible encontrar individuos bastante jovenes o de diametros
reducidos.

Existe abundante bibliografia sobre el estudio fitoquimico desarrollado
a nivel nacional e internacional con plantas in situ de ufia de gato, sin embargo
la escasa informacion encontrada sobre el cultivo in vitro e identificacion en la
misma de principios activos es evidente. Razon por la cual el presente trabajo
tiene como finalidad la produccion de biomasa in vitro, evaluando la influencia
de la hormona vegetal GAF, y determinar la presencia de alcaloides del grupo
oxinddlico, hallados en las plantas cultivadas en campo, por cromatografia en
capa fina, lo cual permitira la aplicacion de la biotecnologia para un

aprovechamiento sostenido de esta especie.



. ANTECEDENTES

2.1 Clasificaciéntaxondmica y distribucion geografica

Segun el sistema de clasificacion de Adolf Engler, modificado por Hans
Melchor en 1964 (Obregdn, 1997), su clasificacién taxondmica es la siguiente:

Division XVII: Angiospermae

Clase: Dicotileddnea

Sub-clase: Metachlamydeae

Orden: Gentaniales

Familia: Rubiaceae

Geénero: Uncaria

Especie: Uncaria guianensis (Aubl.) Gmel.

Geograficamente en nuestro pais este género se encuentra circunscrito

a la Selva Baja, Ceja de Selva y Selva Alta (Silva y col., 1998).

En el continente americano Uncaria guianensis se encuentra en forma
natural en: Panama Nicaragua, Guyanas, Trinidad y Tobago, Surinam, Costa
Rica, Belice, Guatemala, Honduras, Venezuela, Colombia y Ecuador
(Lombardi y Zevallos, 1999).

1.2 Caracteristicas morfologicas

La familia a la cual pertenece Uncaria guianensis es grande y
pantropical, se consideran alrededor de 7 000 especies. Hay abundantes
especies en el Norte de Sudamérica, en el Peri se conocen 89 géneros
(Soukup, 1973).



Uncaria guianensis es un arbusto trepador o rastrero, que puede llegar
hasta 30 metros de longitud, con un diametro en sus tallos de 10 a 30 cm en
plantas adultas, presenta espinas fuertemente retorcidas desde su inicio en
forma de cuernos de carnero; sus hojas poseen un corto peciolo, el limbo oscila
entre 6 a 12 cm de longitud, de forma aovada o eliptica, presenta consistencia
coriacea y un color verde oscuro brillante en el haz, el envés es glabro, el
namero de nervios varia de 8 a 9; otros autores refieren que oscila de 5 a 9
(Obregoén, 1997).

Los racimos de las cabezuelas son terminales, grandes y con muchos
capitulos; las cabezuelas miden aproximadamente 2,5 cm de diametro y
pueden llegar a 3 cm. Las flores son pediceladas, el caliz es turbinado mide
entre 4 a5 mm de largo, presenta pequefios vellos. La corola es blanca, mide
10 mm de largo aproximadamente, sus l6bulos son obtusos y presenta la

caracteristica de ser pilosa (Mac Bride y Francis, 1936).

Los frutos son glabros, dehiscentes, miden de 3,5 a 4 cm de longitud,
segun Obregdn (1997) miden de 2 a 3 cm de largo sin contar el pedicelo, las
semillas son fusiformes, numerosas, longitudinales, imbricadas, aladas y

llegan a medir hasta 11 mm de largo.

1.3 Micropropagacion in vitro

Los origenes del cultivo de tejidos se remontan a 1902 con los intentos
realizados por Haberlandt de cultivar células aisladas de plantas, quien postuld
el principio de la totipotencia celular, que es la base tedrica sobre la que se

sustentan todas las técnicas del cultivo in vitro (Jiménez, 1998).



El cultivo de tejidos puede definirse como un conjunto de técnicas que
permiten el cultivo en condiciones asépticas de Organos, tejidos, células y

protoplastos empleando medios nutritivos artificiales.

A partir de los avances alcanzados en la regeneracion de plantas in vitro
se ha desarrollado toda una industria de micropropagacion, que se inicié por
los paises desarrollados de Europa y Estados Unidos y que en la actualidad
se ha extendido al resto del mundo incluyendo a paises de América Latina,
Asia y Africa

La multiplicacion de plantas es sin duda la mas popular de las
aplicaciones del cultivo in vitro, sus bases fueron establecidas desde los afos
50 y 60 y fue realmente en las décadas del 70 y 80 que se establecid una

verdadera industria de micropropagacion (Kitto, 1997).

La formacion de brotes a partir de apices, yemas o meristemos y la
subsecuente regeneracion de plantas es el sistema mas sencillo de
multiplicacion in vitro y son mas de mil especies en las cuales se ha logrado

establecer esta técnica (Murashige y Huang, 1987).

Segun Jiménez (1998), las principales ventajas de este sistema de

propagacion se pueden resumir en:

1 Altos coeficientes de multiplicacion que permiten manipular
volumenes elevados de plantas en cortos periodos de tiempo.

1 Introduccidn rapida de nuevas variedades o clones.

1 Produccién independiente de las condiciones ambientales.

1 Incremento en los rendimientos debido al rejuvenecimiento y al
saneamiento.

1 Uniformidad en las plantas introducidas.

1 Mayor facilidad en la comercializacién.



Se pueden diferenciar cinco fases criticas para lograr una exitosa
multiplicacion. Existe un consenso general de que la fase 0 (fase preparativa,
Debergh y Maene, 1981) es importante o casi indispensable en el desarrollo
de un esquema de micropropagacion real y repetible, los objetivos a alcanzar
en la fase | (establecimiento) debe ser lograr un cultivo axénico y viable. La
Fase IlI, persigue lograr la proliferacion, pero sin sacrificar los objetivos de la
fase subsiguiente: Fase Il (elongacion o induccion de raices y su desarrollo).
La Fase IV (etapa de aclimatizacion o intermedia), es la ultima (Orellana,
1998).

La fase Il (multiplicacion) es la mas importante y determinante en la
propagacion in vitro, es en ella que se realiza la verdadera multiplicacién o
micropropagacion de una especie o variedad definiéndose no sélo el nimero
de plantas o propagulos a obtener, sino su calidad genética por ser esta fase

en la que se producen las variaciones genéticas.

El objetivo de esta fase es la produccién del mayor numero posible de
propagulos (vitroplantas, microtubérculos, microbulbillos) a partir de explantes
(meristemos apicales o axilares, yemas axilares o advencticias), ya
establecidos in vitro. Generalmente el proceso se inicia desde plantas

donantes seleccionadas sin afectar las caracteristicas.

La proliferacion de los diferentes explantes en el cultivo in vitro, puede
lograrse con el uso de sustancias reguladoras del crecimiento como
componentes principales de un medio de cultivo previamente establecido y un

adecuado manejo del proceso in vitro.



1.4 Organogénesis directa endirecta

La organogénesis es un evento morfogenético que se caracteriza por
su desarrollo unipolar, en otras palabras, es la formacion de un primordio
unipolar a partir de una yema con el subsecuente desarrollo de éste en un
brote vegetativo, extendiendo siempre una conexion entre los brotes y el tejido
paterno. Estos brotes vegetativos son posteriormente puestos a enraizar en
otra etapa, via formacion de primordios de raices y el subsecuente
enraizamiento final. Los brotes pueden formarse directamente del explante
(organogénesis directa) o indirectamente a partir de callos. En contraste con
la embriogénesis somatica, en la via organogénica para lograr la formacion de
una planta completa, ya sea por via directa o indirecta, se requiere de una
secuencia de medios de cultivo, ya que aquellos medios que favorecen el
desarrollo de los brotes inhiben la formacion de raices y viceversa (Jiménez,
1998).

La organogénesis directa a pesar de no ser el método mas rapido, ha
sido el mas utilizado para la propagacion comercial debido en primer lugar a
la facilidad con que se ha establecido en la mayoria de las especies y en
segundo lugar a la estabilidad genética de las plantas regeneradas, siendo el
sistema de regeneracion en el cual se reportan los menores indices de

variacion genética.

1.4.1 Control de la organogénesisn vitro

Varios factores afectan la formacién de érganos especificos y/o plantas
completas como son la posicién, tamafio, fenotipo y estado fisiolégico de la

planta donante del explante; concentracion de nutrientes, fitohormonas y



reguladores de crecimiento en el medio de cultivo; y condiciones ambientales

como luz, temperatura, y humedad (Phillips y Hubstenberger, 1998).

1.4.1.1 Efecto del plante

Donde el potencial organogenético de los explantes se encuentra

influenciado por:

a) La edad fisiolégica, presentando los tejidos juveniles un
mayor grado de actividad meristematica y plasticidad in
vitro.

b) La edad ontogénica, influyendo el estado de la planta
madre y la estacion durante la cual el explante es extraido.

c) El tamafo, presentando los explantes grandes un
potencial regenerador  considerablemente  mayor
(Murashige, 1974 y Narayanaswamy, 1977).

d) La posicién, pudiendo la orientaciéon del explante
incrementar la produccion de regenerantes (Gosukonda et
al., 1995).

e) El tejido u érgano de procedencia, pudiendo distintos
explantes de una misma planta definir en su capacidad de

regeneracion (Murashige, 1974 y Narayanaswamy, 1977)



1.4.1.2 Efecto de las condiciones ambientales

La iluminacion debe ser considerada en sus tres componentes:
intensidad, duracion del periodo de exposicidon y calidad. Debe de estar
claro que los requerimientos de luz para plantas cultivadas in vitro no son
lo mismo que para las vitroplantas desarrolladas de forma autotréfica. En
las vitroplantas de cultivo de tejidos la fotosintesis no es una actividad
necesaria, excepto en las etapas del enraizamiento, ya que el medio de
cultivo suministra inicialmente la fuente de carbohidratos, sin embargo, la
luz es necesaria para regular ciertos procesos morfogenéticos (Orellana,
1998).

La intensidad de la luz juega un importante rol en la estimulacion
del enraizamiento. La mayor intensidad de luz esta relacionada al hecho
que en la mayoria de las especies, las vitroplantas comienzan a formar
las primeras hojas verdaderas y el area foliar dentro del frasco de cultivo.
En especies como banano y platano se debe disminuir el nimero de
vitroplantas por frascos en un 20 % a 30% con respecto al nimero de

explantes que se usarian en la fase de multiplicacion (Orellana, 1995).

Un amplio rango de temperatura ha sido evaluado para el cultivo
y enraizamiento de vitroplantas. En muchas especies de clima tropical
una temperatura de 26 + 2 °C es suficiente para propiciar un buen inicio
y desarrollo radical. En otras especies de clima templado este proceso
es favorecido por una alternancia de temperaturas siendo favorables
temperaturas diurnas de 26 °C y 15 a 20 °C durante el periodo nocturno
(Orellana, 1998).



1.4.1.3 Efecto del medio de altivo

Un explante aislado in vitro e inducido a crecer y desarrollarse
necesita agua, macro y micro nutrientes, azucar, como fuente de
carbono, en algunos casos giberelinas y a menudo dos grupos de

reguladores de crecimiento auxinas y citoquininas (Thorpe, 1981).

Para el cultivo de meristemos y apices no existe un medio
universal, sin embargo el medio basal propuesto por Murashige y Skoog
(1962) con algunas modificaciones en sus ingredientes ha sido el mas
frecuentemente utilizado, reportandose su utilizacién en la mayoria de

las especies propagadas in vitro (Kartha, 1981).

Un balance apropiado de auxinas y citoquininas en el medio
de cultivo es necesario para la formacion de plantas a partir de
meristemos, apices o yemas. Este balance esta determinado por las
concentraciones enddgenas de auxinas y citoquininas presentes en el
explante, las cuales dependen de la especie y del tipo de explante
(Jiménez, 1998).

1.4.1.4 Giberelinas

Las giberelinas también pueden tener un papel importante en
la organogénesis (Thorpe y Meier, 1973); aunque generalmente inhiben
la diferenciacion, algunas veces estimulan la elongacion de nudos y la
formacion de yemas y raices, mejorando el desarrollo de las plantas in
vitro (Pech y Ake et al., 2007). La giberelina mas utilizada en cultivo in

vitro es el acido giberilico-3 (GAY).



El efecto del GAI en la formacion de estructuras vasculares
organizadas y la induccién de raices depende de las concentraciones
utilizadas. Asi, la adicion en el medio de cultivo de 1 UM de GAI
produce un mayor numero de raices por callo; y su omision, la ausencia

de formacion de raices (Haddon y Northcote, 1976).

El uso de las giberelinas en el cultivo in vitro ha sido discutido.
Por lo general se sugiere no emplear GAI al inicio de los tratamientos,
debido a su accion inhibitoria en la acumulacion de almidon a nivel

celular.

Las giberelinas han sido adicionadas soélo en el 17 % de los
casos, al parecer en la mayoria de los explantes se sintetiza suficiente

cantidad de estas hormonas (Hu y Wang, 1983).

Yui et al.(1990), trabajaron con manzanas de la variedad
Golden Delicious, y reportaron que no hubo diferencia significativa para
las concentraciones de 0; 0,01; 0,1 y 1 mg/L de GAF, concluyendo que
el GAF es indispensable en los trabajos de multiplicacion de Golden
Delicious in vitro, lo que ha sido corroborado con las investigaciones
realizadas por Melo-Farias et al., (1998); Ochatt y Caso (1983) y George
(1996), quienes también observaron que el GAF ayuda en la formacion
de yemas y varia segun la interaccion existente con otros reguladores
de crecimiento, dependiendo de la especie que estd siendo
micropropagada.

Figueredo et al. (2001), realizaron investigaciones con Rollinia
mucosa Jacq. y demostraron la necesidad de GAf para el mayor
desarrollo de yemas.

Mishra et al., (1999), trabajaron con Emblica officinalis Gaertn, y
demostraron el elongamiento de las plantulas con 1,0 mg/L de GAFfy el

desfollamiento de algunos explantes con 3 mg/L de GAF. Por su parte



Decetti (2001) describe el efecto perjudicial de GAF como necrosis
apical y deformacion foliar en el desarrollo de yemas de Annona glabra
L.

En el 2001, Oliveira et al., trabajaron con Averrhoa bilimbi L. en
un medio de cultivo enriquecido con 1, mg/L de GAFf, quienes
demostraron que la presencia de giberelina poco o nada contribuye en
el crecimiento de los explantes y no causo efectos positivos. Igualmente
Pereira et al. (2006), trabajaron con U. guianensis y argumentaron que
la presencia o ausencia de GAF no ejercié efecto positivo en la
formacion de yemas, excepto cuando los explantes con una Unica yema

fueron cultivados en forma horizontal.

1.5 Variabilidad genética en el cultivoin vitro

El cultivo de tejidos induce la variacion en plantas regeneradas
manifestandose de tres maneras diferentes: (a) variacion en cultivos celulares,
una célula puede variar en morfologia y estructura genética; (b) Variacion
epigenética, los primeros regenerantes no muestran efectos fenotipicos
heredables, mostrando inestabilidad somatica, se da principalmente en
plantas propagadas asexualmente; (C) Variacion genética (heredable)

transmitida sexualmente a la descendencia (Jain, 2001).

Los efectos de la variacion genética pueden resultar beneficiosos para
los programas de mejoramiento convencional si es que se consigue un rango
de variacion genéticamente estable; pero resulta impredecible e indeseable
para trabajos de mejoramiento genético (Ingenieria genética).

Para el empleo de técnicas biotecnoldgicas en la propagacion masiva

de plantas, también han existido resultados contradictorios que han



cuestionado el empleo de estas técnicas, como por ejemplo en el género Musa
en el que se reporta valores de 0 - 80% de variabilidad provocada por la
micropropagacion (Stover, 1987). Los que han obtenido valores bajos
recomiendan estas técnicas para la propagacion masiva (Smith, 1988;
Orellana, 1989; 1995) y los que han encontrado valores altos plantean que
estas técnicas de micropropagacion deben emplearse en el mejoramiento
genético (Stover, 1987; Novack, 1988).

El sistema de cultivo de tejidos actia como un sistema mutagénico,
debido a que las células atraviesan un proceso traumatico o de stress a partir
del aislamiento, pudiendo reprogramarse bajo condiciones diferentes a las
naturales. La reprogramacion o reestructuracion de eventos puede crear un
amplio rango de variacidén epigenética en plantas regeneradas recientemente
(Jain, 2001).

La variacion genética se encuentra influenciada por el genotipo, tipo de
explante, medio de cultivo, y edad de la planta. Se produce un mayor
incremento de variacion en plantas con alta ploidia y numeroso pares de
cromosomas; en callos viejos - porque presentan inestabilidad cromosémica y

en plantas con sucesivos subcultivos.

Las variaciones mas comunes en el cultivo in vitro reportadas son
poliploidia, aneuploidia y aberraciones cromosomicas y en los estudios
citolégicos en varios cultivos ha quedado demostrado que los cambios
aumentan proporcionalmente a la edad de los cultivos in vitro. Se ha sefialado
gue esta es la causa fundamental de la pérdida de la totipotencia en las células
producto del elevado niumero de mutaciones, pues sélo regeneraran plantas
las células con pequefios cambios y seran viables en menor proporcion, en
plantas reproducidas sexualmente que en las plantas de multiplicacién
vegetativa, las cuales son menos afectadas por la ganancia o pérdida de uno

0 varios cromosomas (Pérez, 1998).



El comportamiento de la variabilidad y la edad de los cultivos in vitro,
cuando se trata del empleo de esta técnica en el mejoramiento, es muy
importante, también la edad de los cultivos in vitro hay que tenerla en cuenta

en la micropropagacion.

En investigaciones realizadas con el cultivo de papa, que es un clasico
ejemplo de propagacion por esquejes, se ha encontrado que largos periodos
de propagacion provocan variabilidad genética y se recomienda cambiar lo

meristemos todos los arios.

En los medios de cultivos existen dos formas de causar variabilidad: una
es debido a la influencia de las distintas hormonas empleadas sobre el material
hereditario y la otra es que los medios de cultivos condicionan la forma de

regeneracion de las plantas.

1.6 Cultivo in vitro de Uncaria guianensis

Segun Pinedo (2001) el habito de crecimiento y ciclo vegetativo de U.
guianensis, induce a buscar técnicas de propagacion con altas tasas de
regeneracion, una alternativa es la utilizacion de la micropropagacion mediante
micro estacas obtenidas de vitroplantas, para lo cual utiliz6 como medio de
cultivo el descrito por Murashige y Skoog 1962.

Delgado et al. (1998), trabaj6é en la propagacion y conservacion de
germoplasma in vitro, recomendando para la micropropagacion por semilla
botanica y parte apical de las plantulas los medios B-5, Mc Cown y Ms.

Hojas de plantulas de Uncaria tomentosa (Willd.) DC y Uncaria
guianensis Aubl. cultivadas in vitro fueron introducidas en condiciones
asépticas al medio de cultivo MS. Se utilizaron diferentes concentraciones
hormonales como tratamientos para inducir la formacion de callos y raices y

se encontré diferencias en el desarrollo de callos y raices entre ambas



especies sometidas a los mismos tratamientos. Concentraciones de 5 mg/L de
2-4D diclorofenoxiacético + 0,5 mg/L de kinetina permitieron una mejor
induccion de callos en ambas especies, mientras que la concentracion de 0,5
mg/L de AIB + 0,1 mg/L de BAP se obtuvo mejor desarrollo de raices (Tapia y
Figueroa y Dominguez ,2001).

Freyre (2004), seleccioné plantulas provenientes de germinacion in vitro
de semilla boténica de las especies: Uncaria guianensis y Uncaria tomentosa.
Las cuales fueron desinfectadas y colocadas en tubos de ensayo con alicuotas
de 5 cc de medio de cultivo MS. De 8 a 10 semanas obtuvo plantulas con
buenas caracteristicas fenotipicas para efectuar la escision de las yemas, que
en promedio poseen un tamafio de 1 cm, de cada plantula en sus diferentes
tamafios se aislan los explantes como: yema apical, yemas medias, yema
basal y se inoculan en un medio MS completo para su crecimiento y desarrollo.

Se tuvo en cuenta las condiciones fisicas de crecimiento como:
Fotoperiodo 16/8 hrs., temperatura 24 £ 1 °C y una humedad relativa de 70%.
El medio de cultivo para la proliferacion y multiplicacion que utilizé fue MS con
la adicién de 30 UM de acido giberélico (GAF).

El material vegetal se conservo en un Banco de Germoplasma con 5
accesiones, para esta fase se necesita un medio MS/2.

Fraguas (2003) en su trabajo de micropropagacion de Figueira, obtuvo

el mayor peso de materia fresca de los explantes (43 mg) en ausencia de GAF.

Resultados similares fueron encontrados por Pereira et al., (2006)
quienes trabajaron en la micropropagacion in vitro de Uncaria guianensis en
un medio MS en distintas concentraciones, con la presencia o ausencia de
sacarosa Yy distintas posiciones del explante. Demostrando ejercer influencia
en el numero medio de brotaciones / explante original, asi como el nimero de
yemas iniciales. La presencia o ausencia de GAF no ejerce efecto en estas
caracteristicas, excepto cuando un explante con una Unica yema es inoculado

en forma horizontal.



1.7 Cromatografia en capa fina (TLC) de alcaloides

La cromatografia (chromo = color, graphos = escritura), técnica utilizada
desde 1910 por el Botanico Ruso Michael Tswett, para la separacion de
pigmentos de plantas (clorofila), absorbidas por una solucion en movimiento
por migracién diferencial, sobre una superficie de papel. Abbot (1982), explica
que en el afio 1912 Ismailov y Scraiber, utilizaron por primera vez laminas de
vidrio con capas delgadas de alimina sobre el cual se colocaron extractos
vegetales, iniciandose la cromatografia en capa fina; siendo estandarizados

los procedimientos, equipos y adsorbentes por Stahl en 1956.

Randerath (1974), reporta que el fundamento del método fisicoquimico,
se basa en la separacion, identificacion y cuantificacion de sustancias de
interés biologico, las cuales han sido transportadas por una fase movil y
retenida por una fase estacionaria inmévil. La muestra aplicada es adsorbida
en la superficie del material por capilaridad, mediante fuerzas electrostaticas,
fuerzas de Van der Waals, puentes de Hidrogeno, efectos inductivos, entre
otros. Por otro lado, Browning (1971), indica que los compuestos migran a
diferentes velocidades en forma independiente, ésta separacién se puede
realizar por procesos de absorcion, reparto, intercambio ibnico, o por
combinacion de éstas; las moléculas que tienen menor peso molecular migran
mas rapido en direccion de la solucién en movimiento, mientras que las de
mayor peso molecular demoran en pasar por los poros de celulosa. Al término
de la separacion de los compuestos, se revelan con sustancias coloreadas o

reactivos de comprobacion.

Segun Lock (1994), debido a la gran diversidad de estructuras que
pueden presentar los alcaloides, el tener como referencia la planta (familia y

género) del cual ha sido aislado reduce el problema de identificacion a un



namero menor de posibilidades y clasifica al alcaloide dentro de un
determinado tipo; la posterior aplicacion de pruebas de cromatografia de capa
delgada en combinacion con reacciones especificas de coloracion hace
posible en muchos casos la identificacion de un alcaloide conocido; esta
asuncion puede ser comprobada y complementada con un registro de UV e
IR, con mediciones de rotacion especifica, de dispersion rotatoria Optica o de

dicroismo circular que permitiran confirmar la estereoquimica.

Segun Abbot (1982), para la medida de velocidad de desplazamiento
de cualquier sustancia desconocida, se utiliza el valor Rf (Factor de retencion),
que representa una caracteristica fisica importante para cada componente de
una sustancia; siendo recomendable hacer desplazar en un mismo

cromatograma, la sustancia desconocida al lado de un estandar ya conocido.

Dentro de las técnicas cromatogréficas, la CCD es la mas usual
utilizando principalmente silica gel G, otros adsorbentes usuales son: 6xido de
aluminio G, poliamida, celulosa o la misma silica gel G hecha alcalina por
preparacion de la placa con una solucion de KOH 0,5 N o NaOH 0,1N en vez
de agua. Los sistemas de solventes son también muy variados, y al igual que
las reacciones de coloracién y de precipitacién, algunos son considerados de

uso general y otros han sido aplicados mas especificamente (Lock, 1994).

Para la comprobacion de la presencia de alcaloides se ha desarrollado
también un gran numero de reactivos de coloracién y de precipitacién; algunos
de ellos son considerados de aplicacién general mientras otros son de uso
mas especifico y pueden servir para clasificaciones parciales de estas
sustancia; generalmente se considera que hay presencia de alcaloides si dan
reaccion positiva a por lo menos 4 de estos reactivos. Son de uso general los

reactivos de Dragendorff, Mayer, Wagner, Sonneschein.



El UV, siendo uno de los métodos espectrométicos mas antiguos, es
aun una herramienta util de la identificacion y elucidacion estructural de los
alcaloides. Hay grupos de alcaloides que no absorben en esta region como
alcaloides de pirrolidina, de piperidina y los estreoalcaloides, al menos que
presenten substituyentes con grupos croméforos; mientras, que otros debido
a su naturaleza aromatica presentan absorciones, las que pueden verse
modificadas por la presencia de sustituyentes en determinadas posiciones o
por cierta variacion estructural (Verpoorte, 1986).

2.7.1Cromatografia en capa fina ddJncaria guianensis

En estudios realizados con ufia de gato reportan la presencia de
alcaloides, saponinas, taninos flavonicos y flavonoides para lo cual la solucién
de ensayo, se prepar6 con el crudo de alcaloides obtenidos en la prueba de
ensayo, en la determinacién de la droga cruda disuelta en cloroformo. Sobre
el cromatofolio se aplica 10 pl de la solucién de ensayo, a 1,5 cm de distancia
del borde inferior, luego, se corre 15 cm a partir de la linea de aplicacién,
utilizando como fase movil el sistema de acetato de etilo y cloroformo, en la

proporcién 1:1 v/v (Delgado et al., 1998).

Una vez corrido el cromatofolio, se revela atomizando con el reactivo de
Dragendorff. Se miden los Rf de las manchas positivas frente al reactivo
revelador. El perfil cromatografico de alcaloides, presenta 3 manchas con
mayor intensidad de coloracion naranja, con Rf: 0,25, Rf: 0,4, Rf: 0,53 y una
mancha de menor intensidad con Rf: 0,11, frente al reactivo revelador de

Dragendorff.

Wagner y Bladt (1996) utilizaron un extracto de amonio de la corteza de

Uncaria tomentosa en un sistema de acetato de etilo: isopropanol: NHi conc.



(100:2:1) y UV 254nm y DRG/10% NaNOi para la deteccion. Reportaron que
el extracto es caracterizado por dos zonas marcadas de Rf entre el rango 0,7-
08 y 0,25 - 0,3. Los oxindoles pentaciclicos, como isomitrafilina,
isopteropodina y uncarina A +F, asi como los oxindoles tetraciclicos como
isorincofilina se encontraron en el rango de Rf 0,7-0,8. El oxindol pentaciclico
mitrafilina y el oxindol tetraciclico rincofilina se observan en el rango de Rf:
0,25-0,3.

Para los analisis por CCD Lock y col. (2001), utilizaron el solvente
(cloroformo, acetato de etilo) de grado analitico y cromatofolios de Silica gel
60 FF 4(Merck) (20 x 10 cm). Para los analisis por CCD, el material finamente
molido o los productos comerciales (1g) se humedecieron con NHYOH al 10%
y extrajeron con 5 ml de diclorometano, se secaron con sulfato de sodio
anhidro, y se aplicaron 25 pl de muestra. Los analisis por CCD se llevaron a
cabo por comparacion con los estandares Mitrafilina, Isopteropodina y
Pteropodina. El sistema de elucién fue CHCLF: EtOAc en las proporciones 8:2,
7:3 y 6:4 desarrollados en forma consecutiva. Se revelaron con luz UV a 254
nm y reactivo de Dragendorff.

Para los andlisis por CCD, los cromatofolios fueron revelados por luz
UV 254 nm y reactivo Dragendorff. Con los sistemas de elucién se obtuvo una
muy buena resolucion de los alcaloides mitrafilina (Rf: 0,35), pteropodina (Rf:
0,65) e isopteropodina (Rf: 0,74), permitiendo la identificacion inequivoca de
estos por CCD.

Valdizan y Maldonado (1985), identificaron los principales alcaloides
oxinddlicos tetra y pentaciclicos: rincofilina e isoriconfilina. Luego los alcaloides
secundarios mitrafilina (caracteristico de la familia Rubiaceae), la pureza de
mitrafilina fue comprobada por diversas CCD e isomitrafilina hallado sélo en

Uncaria tomentosa (Willd.) DC.



Montenegro de Matta y col. (1976) obtuvieron 5 alcaloides crudos
(pteropodina, especiofilina, isopteropodina, uncarina F e isomitrafilina) por
extraccion metandlica de las partes de la planta micropulverizadas y sin
residuos de grasas, de acuerdo a un procedimiento standard. Para separar los
cinco alcaloides, la mezcla fue disuelta en benceno y se extrajeron con
CHFCOOH al 0,2 molar hasta que la fase organica contuviera Unicamente el
principal alcaloide, en tanto que la fase acido-acuosa contenia la mezcla
original, utilizaron técnicas de espectrometria por medio de los espectros de

ultravioleta, infrarrojo y de masa.

Laus y Keplinger (1994), desarrollaron otros dos métodos para la
separacion y determinacion de 8 alcaloides de plantas de U. tomentosa
recolectadas del campo, estableciendo métodos de extraccion en condiciones
suaves para evitar la intercorversion de los mismos. Con el sistema CHCIi:
EtOH (95:5) reportaron los siguientes alcaloides: isopteropodina (0,48),
pteropodina (0,47), isomitrafilina (0,47), isorrinchofilina (0,42), mitrafilina
(0,39), rinchofilina (0,25).

Valente et al. en el 2006 describi6 el desarrollo de la metodologia
analitica cualitativa utilizando cromatografia en capa delgada (CCD), para la
determinacién del perfil de seis alcaloides oxinddlicos pentaciclicos

marcadores de Uncaria guianensis.

El método desarrollado en CCD mostré ser confiable y selectivo para
estos alcaloides, siendo aplicado en analisis de muestras de hojas y tallo de

las dos especies in situ y también en fitoterapéuticos.



1.8 Alcaloides oxinddlicos ddJncaria guianensis

En 1952 Raymond-Hamet establecioé por primera vez la presencia de
rincofilina al estudiar las hojas de Uncaria guianensis (Aubl.) Gmel, este

estudio fue presentado en la Academia de Ciencias de Paris, Francia.

En el afio 1974, se reportdé un estudio de Uncaria guianensis con el
aislamiento del alcaloide angustina de las hojas, tallos y flores de una especie

recolectada en Mato Grosso, Brasil (Phillipson, 1974).

En 1975 Phillipson y Hemingway en Inglaterra examinaron las muestras
de hojas y tallos tanto de Uncaria tomentosa (Willd.) DC. y Uncaria guianensis
(Aubl.) Gmel. dentro de un plan de screening en cromatografia en capa
delgada, observando que ambas especies de Uncaria presentaban alcaloides
semejantes. Mediante cromatografia de comparacion, los principales
alcaloides oxinddlicos identificados por estos investigadores fueron; rincofilina
e isorincofilina (oxindol tetraciclicos) junto con sus N-Oxidos. Se ubicaron
como alcaloides secundarios: mitrafilina (un alcaloide propio de la familia de
las Rubiaceas descubierto en el género Mitragyna), hirsuteina, hirsutina y
dihidrocorinanteina. Analizaron también los alcaloides de otras catorce
muestras de Uncaria guianensis (Aubl.) Gmel, de colecciones de herbolarios
provenientes de diferentes regiones de Sudamérica, de éstas, doce tuvieron

similitud a la muestra descrita y una tuvo como alcaloide principal a mitrafilina.

Montenegro de Matta y col. (1976) obtuvieron alcaloides crudos por
extraccidn metandlica y detectaron cinco alcaloides, a los cuales identificaron

como: pteropodina, especiofilina, isopteropodina, uncarina F e isomitrafilina.

En 1983, Lavault et al. y el centro de ORSTOM de Cayena, publican en
el Journal of Medicinal Plant Research sus estudios con especimenes de
Uncaria guianensis (Aubl.) Gmel., de cuyas hojas obtienen los alcaloides

rincofilina e isorincofilina y de sus raices los alcaloides: pteropodina (40%),



especiofilina (50%) y mitrafilina (10%). Todos los alcaloides hallados fueron

del tipo oxindol.

Segun andlisis precedentes de otros autores como Phillipson vy
Hemingway (1974), consideraron a mitrafilina e isomitrafilina los alcaloides
principales de Uncaria guianensis.

En otro estudio realizado en Lima i Peru en 1988, concerniente a
Uncaria guianensis (Aubl.) Gmel., se aislé y caracteriz6 el alcaloide oxinddlico
pentaciclico mitrafilina de sus hojas (Alvarez y col.).

Keplinger (2001) afirma que los dos tipos de oxindol alcaloides tienen
calidades farmacoldgicas distintas, un error en el andlisis es permisible. Los
oxindol alcaloides tetraciclicos son bloqueadores de los canales de calcio
ionizado. De esta forma son inhibidores de la agregacion de los trombocitos,
tienen actividad cronotrépica e inotropica negativa y en dosificaciones muy
altas se ha observado el desarrollo de ataxia y de paralisis de la respiracion.
Los oxindol alcaloides pentaciclicos por el contrario aumentan la fagocitosis
de granulocitos y macrofagos e inducen la liberacién de una citokina de las
células endoteliales, aumentan la proliferacion de linfocitos a un 300% e inhibe
la proliferacion de linfoblastos en un 90%. La liberacion de este factor de
crecimiento efectuado por los oxindol acaloides pentaciclicos es inhibida
antagonicamente por los oxindol alcaloides tetraciclicos. Se ha comprobado
que el mezclado de cantidades muy pequefias de oxindol acaloides
tetraciclicos en preparaciones que tienen una mayoria de pentaciclicos se
reduce la liberacion del factor de crecimiento a un nivel fisiolégicamente
inactivo.

Chavez-Reyes y Plaza (2001), aislaron e identificaron ocho alcaloides

oxindolicos a partir de Uncaria tomentosa y Uncaria guianensis.

Montoro et al. (2004) entre los alcaloides de la corteza de U. tomentosa,
destacan los alcaloides oxinddlicos pentaciclicos pteropodina (o uncarina C),

isopteropodina (0 Uncarina E), especiofilina, uncarina F, mitrafilina e



isomitrafilina, y los alcaloides oxinddlicos tetraciclicos rincofilina, isorrincofilina,
corinoxeina e isocorinoxeina. Contiene ademas sus precursores indolicos
(akuammigina, tetrahidroalstonina, iIsoajmalicina, e hirsutina,

dihidrocorinanteina, hirsuteina, corinanteina).

Segun la FAO (2008), en U. guianensis se encontré: en las hojas;
alcaloides (angustina y mitrafilina); flavonoides (kaemferol y dihidro-
kaemferol); taninos: abundantes; tallo (corteza): alcaloides: (angustina y
mitrafilina); flavonoides: 7 compuestos, 2 de ellos kaemferol vy
dihidrokaemferol; glicosidos: 6 glicosidos del acido quindvico y en las flores:

alcaloides (angustina).

Al mismo tiempo la revista Botanical (2008), reporté haberse aislado
varios alcaloides de la corteza, y en menor medida de la raiz y las hojas:
oxindoles pentaciclicos: uncarinas C-F (planta), pteropodina (corteza y raiz),
isopteropodina (raiz), especiofilina (corteza), mitrafilina e isomitrafilina y
oxindoles tetraciclicos: rincofilina e isorincofilina (hojas y raiz). Ademas,
fitoestero i d e s c-sitasterol, bstigmasterol, campesterol; polifenoles,
triterpenoides y glucésidos del &cido quindvico. Acidos: oleandlico,

clorogénico, ursélico (planta), quindvico (corteza) y rutina.

1.9 Propiedades y usos medicinales

A partir de 1970 se empezaron a realizar las primeras investigaciones
cientificas sobre las propiedades curativas de la ifia de gat oo. Desde
entonces numerosos estudios se han orientado en la afirmacion de que la
principal virtud de esta planta es su capacidad para aumentar las defensas e
impedir el desarrollo de tumores cancerosos. Entre las propiedades mas

resaltantes y estudiadas de la ufia de gato se tiene (Botanical, 2008):



Inmunoestimulante

Antiinflamatoria

Antiradicales libres

Antimutagena y citostatica

Antiviral

Antibacterial

Desentoxicante y resolutiva del tracto digestivo
Antialérgica

Desentoxicante de toxinas ambientales
Antiagregante plaquetario

Actividad antimicética

= -4 -4 -4 -4 -4 -_—a -—a _—a -4 -4 -4

Actividad antidepresiva

El mayor responsable de su capacidad para aumentar las defensas es
el alcaloide isopteropodina junto con otros alcaloides oxindolicos

(isomitrafilina, mitrafilina) y el acido clorogénico.

Lo que hacen estos alcaloides es aumentar la actividad fagocitica de
los granulocitos neutréfilos y macroéfagos, y estimular la produccién de
linfoquinas. Aumenta también el nUmero de monocitos en fases activas en la
circulacion periférica, hasta en un 50%, al cabo de una semana de tratamiento.
Los granulocitos incrementan en un 60% su poder fagocitario (test de Brand
con particulas Zimosan) en presencia de extractos al 0.01%. No existe
alteracion en la proliferacion de los linfocitos T en condiciones normales, pero
hay en aumento en presencia de antigenos. Es util en cancer, sida, candidiasis

sistémica, herpes varios y sarcoma de Kaposi (Sisa, 2004).

La actividad depurativa de la ufia de gato se debe a su poder para
eliminar sustancias potencialmente peligrosas para el organismo

(contaminacion, sustancias quimicas ambientales, toxicos en la alimentacion,



etc.). La funcién antioxidante de los acidos, especialmente el acido quindvico,
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depurativa al eliminar los radicales libres que podrian ser responsables del
desarrollo de tumores cancerosos (Botanical, 2008).

Ademas el uso de esta planta previene el desarrollo de tumores
cancerosos, aumentando el poder de los globulos rojos en su capacidad para
fagocitar o eliminar bacterias, virus o substancias que podrian favorecer la

aparicion de canceres, como por su actividad antioxidante.

En las enfermedades respiratorias ejerce también un efecto
antiespasmadico proporcionado por su contenido de rutina. Con respecto a las
enfermedades del aparato urinario hay que tener en cuenta que, ademas de
aumentar las defensas, esta planta, por su contenido en acidos oleandlico,
clorogénico y ursélico, posee propiedades diuréticas suaves por lo que, al

aumentar el nivel de orina, beneficia la curacién de las mismas.

El alcaloide rincofilina tiene propiedades fluidificadoras de la sangre ya
que disminuye la capacidad de coagulaciéon de la sangre. Esta propiedad
puede ser muy Util en aquellos casos en que exista una mala circulaciéon de la

sangre.

La propiedad antiinflamatoria de U. tomentosa se le atribuye a los
glucdsidos quinévicos. Es un 15% superior a la Indometacina y Gtil en artritis
reumatoide, artritis diversas, bursitis, reumas, lupus y fibromialgias (Sisa
2004).

Snow y Castillo (2005), En sus investigaciones realizadas, indican que
la ufia de gato podria ser util en las personas con la enfermedad de Alzheimer,

esto podria ser atribuido a los efectos antioxidantes de los compuestos.

b


http://www.botanical-online.com/medicinalsantioxidantes.htm
http://www.botanical-online.com/medicinalesrutina.htm

Ademas se ha confirmado, la dilatacién de los vasos sanguineos que rodean

al cerebro por los alcaloides estriados de esta planta tal como rincofilina.



. MATERI ALES Y ME£TODOS

3.1 Materiales
3.1.1Material biologico

El material biolégico procedente del Bosque Nacional Alexander Von
Humboldt T Pucallpa (Figura N° 1), fue donado por el laboratorio de
Biotecnologia e Ingenieria Genética de la Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Universidad Ricardo Palma, bajo la forma de 10 plantulas in vitro contenidas
en tubos de ensayo para su micropropagacion.

De las plantulas micropropagadas se utilizaron 105 para la evaluacion
de la influencia del &cido giberélico (GAT) y 120 plantulas para la cuantificacion
de la biomasa obtenida in vitro. Para las corridas cromatogréaficas se utilizé 1
g por cada parte de la planta pulverizada (Raiz, tallo y hojas) y 1 g de la planta

completa.

2.2 Meétodos:
3.2.1Elaboracién del medio de cultivgpara micropropagacion

Para la elaboracion del medio de propagacion basal (MPB) fue
necesario preparar la solucion stock (Tabla N°1) de macronutrientes,
micronutrientes, vitaminas y de quelato de hierro (Fe-EDTA), haciendo
soluciones altamente concentradas de las cantidades establecidas por
Murashige y Skoog (1962).



Para la solucion stock de macronutrientes (10 X) se multiplicé por 10
cada uno de los macronutrientes y se peso en una balanza analitica. Cada sal
se diluyd por separado con 50 ml de agua destilada, luego se mezclaron y

enrazaron a 1 L en un erlenmeyer.

En el caso de los micronutrientes se prepard una solucion 100 X, donde
cada sal por separado se multiplica por cien y se pesa. De igual forma se repite
el proceso de dilucién que en los macronutrientes y se enraza a 500 ml. La
solucion stock de vitaminas se hizo multiplicando cada una por 10, se pesaron,

se diluyeron por separado con agua destilada y se enrazaron a 250 ml.

Para la solucién concentrada de quelato de hierro (Fe-EDTA), se
multiplicé cada sal por cien y se pesaron. Luego se diluyeron las sales en 100
ml de agua destilada cada una, se mezclaron y se calentaron en una hornilla
en constante agitacion hasta que la mezcla tomé un color amarillo claro
(champagne). Las soluciones stock se mantuvieron en frascos de vidrio

debidamente rotulados y refrigerados a 4°C.

Para la preparaciéon de 1 litro de solucion de trabajo, se realizaron los
calculos con una regla de tres simple y se tomaron las siguientes alicuotas de
cada solucion stock: 100 ml de macronutrientes, 2,5 ml de micronutrientes, 25
ml de vitaminas, 1 ml de quelato de hierro y se enrazd con agua destilada
(Tabla N° 1). Luego se afiadié 30 g de sacarosa y se ajusté el pH a 5,6 - 5,8
mediante la adicién de NaOH y/o HCI 0.1-1 N.

A continuacion, se afiadio 3 g del agente gelificante (Gelrite) y se llevo
hasta el punto de ebullicion, para finalmente servir con un dosificador 10 ml del
medio de cultivo en cada tubo de ensayo. Luego los tubos de ensayo se

autoclavaron a 121 °C, 15 libras de presioén, durante 20 minutos.



Para evitar la fenolizacion de las plantas, se adicion6 antes del
autoclavado, 0,5 g de carbon activado por litro de medio de cultivo. Los tubos
de ensayo con carbén activado se agitaron constantemente hasta su
gelificacion, evitando de esta forma su precipitacion.

Bajo condiciones totalmente asépticas en una camara de flujo laminar
previamente desinfectada con alcohol al 96 % y esterilizada con rayos UV por
un periodo de 15 minutos, se cortaron segmentos nodales de
aproximadamente 0,7 cm (Figura N° 2) de las plantulas in vitro y fueron

sembradas de forma vertical en el medio de cultivo (Figura N° 3).

3.2.2 Preparacion de h solucion stock deacido giberélico(GAT)

Para preparar una solucion concentrada de &cido giberélico (1000 mg/L
de GAF), se pes6 1g de GAF, se diluy6 en 10 ml de etanol y se enraz6 con 1 L
de agua destilada estéril. Esta solucion se mantuvo refrigerada en un frasco
de vidrio a 4 °C.

Para preparar los medios de cultivo con diferentes concentraciones de
GAF, se trabajo bajo la camara de flujo laminar y se agregd en el medio de

cultivo a 60 °C las cantidades mostradas en la tabla N° 2.

A continuacioén, se sembraron los esquejes de la misma manera como
se realiz6 en el paso anterior (micropropagacion). Se hicieron 15 repeticiones
por cada tratamiento y se evalué semanalmente el crecimiento y enraizamiento

de la planta por un periodo de 90 dias.



3.2.3Condiciones de cultivo

Los esquejes fueron incubados en la sala de crecimiento donde se
controlo la temperatura a 25 + 2°C, un fotoperiodo de 16 horas luz a 3000 lux
(40 uE/m2/seg) y una humedad de 70 %. (Figura N° 4)

3.2.4Cuantificacion de la biomasa obtenidan-vitro

Para la obtencion del peso humedo, se tomaron 60 plantulas que fueron
cultivadas en un medio MS sin GAi y 60 plantulas que fueron cultivadas en un
medio MS con 0,01 mg/L de GAI, se retiraron del tubo de ensayo y se lavaron

con agua destilada, una vez secas se pesaron.

A continuacion las plantas se colocaron en placas petri y secaron a 40
°C por un periodo de 72 horas, luego se pesaron y se calculd el peso seco
relativo. Los resultados obtenidos fueron sometidos al programa de
estadisticas SPSS 16.0 utilizando el modelo lineal general (ANOVA).

3.2.5Determinaciéon de la presencia de alcaloides delgwo oxinddlico,

por cromatografia en capa fina (TLC)
3.2.5.10btencidn del extractocrudo a partir de plantulas producidasin-vitro

Las muestras secas se separaron en hojas, raiz y tallo, se
pulverizaron con la ayuda de un mortero y se guardaron en frascos de
vidrio color ambar. Los frascos fueron guardados en la camara

desecadora para evitar la rehidratacion de las muestras.



Para la extraccion de los alcaloides a 0,2 g de la muestra se le
agrego 1 ml de metanol y se calent6 a bafio maria durante 5 minutos. A
continuacion se centrifugd por 5 minutos a 9000 RPM, se separé el
sobrenadante y se obtuvo 0,5 ml de extracto por cada muestra, de los
cuales se utilizoé 10 pl para cada corrida cromatografica. El extracto se

guardo en tubos eppendorf a una temperatura de 4 °C.

3.2.5.2Cromatografia en capa fina (TLC)

Para el desarrollo de la cromatografia, se prepararon bajo la
camara extractora los solventes a utilizar con las siguientes
proporciones; cloroformo: etanol (9,5: 0,5) y acetato de etilo: metanol:
agua (100: 13,5: 10). Las soluciones se rotularon y se conservaron en
frascos de vidrio color @mbar.

A continuacibn para la saturacibn de la cémara
cromatografica, se colocd 50 ml del sistema una hora antes de realizar
la corrida. Luego las placas de Silica gel 60 F2s4a MERCK, se cortaron
con 15 cm. de largo por 15 cm. de ancho, y se activaron en una estufa
a 100 °C durante una hora.

En las placas activadas se marco con un lapiz la linea de inicio
de corrida a 1,5 cm de distancia del borde de la placa y otra linea de fin
de corrida a 10 cm de la linea inicial. A continuacion se marcaron unas
rayas de 0,8 cm separadas por una distancia de 1,5 cm, en las cuales
se coloco 10 ul de cada muestra.

En seguida, se colocaron las placas en la camara
cromatografica y se dejo correr hasta que el solvente llegara a la linea
final, este proceso durd un periodo aproximado de 15 minutos.

Luego se secaron las placas en una estufa a 100 °C por 10 a
15 minutos y se visualizaron las bandas correspondientes a los

alcaloides en una camara de UV de 254 nm, a continuacion las placas



se revelaron en una camara extractora utilizando el reactivo vainillina
- acido sulfarico (0,1:10).

Finalmente, se procedi6 a determinar el Rf (Factor de
Retencidn), utilizando la formula de Randerath (1974), la cual consiste
en dividir la distancia recorrida por el compuesto sobre la distancia

recorrida por el eluyente.

3.2.6Evaluacion

Las plantulas tratadas con GAFf fueron evaluadas semanalmente
durante tres meses. Considerandose los siguientes criterios de evaluacion:

- Enraizamiento de la plantula: tiempo, porcentaje.

- Elongacion de la plantula: tiempo, apariencia.

El porcentaje de enraizamiento se calculé dividiendo el nimero de
plantulas enraizadas entre el total de esquejes cultivados.

Mientras que para la cuantificacion de la biomasa, las plantulas se
evaluaron a los 5, 7 y 9 meses de edad, considerandose los siguientes
criterios:

- Numero de segmentos nodales por plantula

- Crecimiento de la plantula

- Biomasa fresca

- Biomasa seca

3.2.7Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizd el programa SPSS 16.0 y los
resultados fueron evaluados mediante el modelo lineal general (ANOVA), en
el que se compard la diferencia significativa entre los tratamientos con

diferentes concentraciones de GAF.



. RESUADOS

4.1 Micropropagacion

Las diez plantulas se micropropagaron por segmentos nodales en el
medio de cultivo MPB de concentracion normal y se obtuvo 93 plantulas con

una media de 1,84 cm de altura (Tabla N° 3) en plantulas de 30 dias

De las plantas micropropagadas el 27 % enraiz6 a los 7 dias,

alcanzando un 80 % de enraizamiento en plantulas de 30 dias (Tabla N° 4).

El 1,07% de las plantulas presentaron fenolizacion (Figura N° 5) y para

contrarrestarla se agregé carbon activado al medio MPB.

Las plantulas obtenidas se continuaron micropropagando y se utilizaron
en los siguientes pasos, por el contrario las plantulas contaminadas fueron

debidamente autoclavadas y desechadas.

4.2 Evaluacion de la influencia del acido giberélico (GA en

el cultivo in vitro de Uncaria guianensis

A los 90 dias de edad se evaluaron las plantulas cultivadas en el medio
1 (0 mg/L de GAI), y se obtuvo una altura media de 2,07 cm (Tabla N° 5)
(Grafico N° 1y 2) y el 87 % de plantulas enraizadas (Tabla N° 6) (Grafico N°
3).



Los plantulas cultivadas en el medio 3 (0,01 mg/L GAI) (Figura 6, 7,8, 9
y 10) alcanzaron el mayor indice de crecimiento, logrando una altura media de

6,96 cm y el 100% de enraizamiento en plantulas de 90 dias.

El 27% de las plantulas en los 3 primeros tratamientos enraizaron a los
7 dias (Gréfico N° 4), mientras que a partir del cuarto tratamiento el
enraizamiento disminuye de forma significativa debido a la presencia de una

mayor concentracion de GAI.

Las plantulas cultivadas en el medio 4 y 5 (0,1 y 1 mg/L de GAI)
presentaron una media de crecimiento de 6,36 y 6,39 cm respectivamente a
los 90 dias de edad. Ademas se observd una inhibicion del enraizamiento,
enraizando sélo el 67% y 47% de las plantulas de 30 dias de edad y el 93% y

60% de las plantulas de 90 dias enraizaron.

En los medios 6 (2 mg/L de GAI) y 7 (3 mg/L de GAI) el crecimiento de
las plantulas alcanzé una media de 3,26 cm y 3,06 cm a los tres meses de
edad (Figura N° 11) y s6lo el 27% y 17% de las plantulas de 30 dias de edad
enraizaron. Ademas se observdé deformaciones foliares, muerte apical,
inhibicion del enraizamiento y debilitamiento de la misma. Estas caracteristicas
fueron observadas en plantulas que fueron cultivadas en un medio con

concentraciones de 2 y 3 mg/L de GAI (Figura N° 12).

El nimero de esquejes promedio obtenido en plantulas cultivadas en un
medio de cultivo enriquecido con 0,01 mg/L de GAI fue de 18,4 en un periodo
de 5 meses y 37,1 esquejes a los 9 meses de edad (Grafico N° 5 y 6),
obteniéndose una media total de 26,4 esquejes por vitroplanta cultivada con
0,01 mg/L de GAI (Tabla N° 7) y una altura de 16 cm (Gréfico N° 7).

Por el contrario en un medio de cultivo sin GAI, se obtuvo una media de

12,1 esquejes en plantulas de 5 meses de edad y 30,7 esquejes en plantulas



de 9 meses (Grafico N° 8). En promedio se obtuvo 19,4 esquejes por plantula
(Tabla N° 8) y una altura media de 11,61 cm (Gréafico N° 9).

4.3 Cuantificacion de la biomasa obtenidan-vitro

Se pesaron las plantulas de 5 meses de edad que fueron cultivadas en
un medio de cultivo sin GAT y se obtuvo un peso humedo medio de 0,38 g. En
las plantas pesadas a los 9 meses de edad, se obtuvo un peso humedo de
1,79 g (Tabla N° 9) (Gréafico N° 10).

Por el contrario las plantulas que fueron cultivadas en un medio de
cultivo con 0,01 mg/L de GAI, el peso humedo medio a los 5 meses de edad
fue de 0,68 g mientras que a los 9 meses de edad fue de 2,60 g (Tabla N° 10)
(Gréfico N° 11).

El peso seco relativo de las plantulas que se cultivaron en un medio
adicionado con 0,01 mg/L de GAi a los 5 meses de edad fue de 0,13 g mientras
que a los 9 meses el peso seco relativo es de 0,38 g (Grafico N° 12y 13). En
las plantulas que fueron cultivadas sin GAI, se obtuvo un peso seco relativo

de 0,38 galos 5 mesesy 1,79 g a los 9 meses de edad (Grafico N° 14).

De las plantulas que fueron cultivadas en un medio de cultivo con 0,01
mg/L de GAI se pesaron 60 plantulas de distintas edades (5, 7y 9 meses) y
se obtuvo una media total de 26,4 esquejes por plantula, obteniéndose 1589
nuevas plantulas (Gréafico N° 15). También se calculé un peso humedo total de

93,07 g y un peso seco relativo total de 15,47 g.

Las 60 plantulas que fueron cultivadas en ausencia de GAT presentaron

un promedio de 19,4 esquejes por plantula, obteniéndose un total de 1164



plantulas. Ademas las 60 plantulas fueron pesadas, calculandose un peso

hamedo total de 53,87 g y un peso seco relativo total de 8,49 g.

En un medio de cultivo con 0,01 mg/L de GAI se necesito entre 8 a 10
plantulas de 5 meses de edad dependiendo del tamafio, para obtener 1 g de
masa seca, mientras que en plantulas de 7 meses de edad se necesité 4
plantulas aproximadamente para obtener 1 g de masa seca y a los 9 meses

de edad se necesitd de 2 a 3 plantulas.

A diferencia de las plantulas que fueron cultivadas en un medio de
cultivo en ausencia de GAT a los 5 meses de edad se utilizé un aproximado de
15 plantulas para la obtencion de 1 g de masa seca, mientras que a los 7
meses de edad se utilizé 8 plantulas y a los 9 meses un aproximado de 7

plantulas para la obtencion de 1 g de masa seca.

4.4 Determinacion de la presencia de alcaloides del grupo

oxinddlico por cromatografia en capa fina (TLC)

El extracto metandlico resultdé apropiado para la identificacién de
alcaloides por TLC, para lo cual fue necesario aplicar s6lo 10 pl de la muestra

debido a la adecuada segmentacion y visualizacion de los principios activos.

Se lograron visualizar 7 alcaloides oxindélicos en plantulas de Uncaria
guianensis cultivadas in vitro, comparando los factores de retencion (Rf) con
los obtenidos en investigaciones realizadas con plantas in situ (Tabla N° 11).
Los cromatogramas realizados con el sistema clorofomo: etanol (9,5:0,5) y
revelados con vainillina i acido sulfurico (0,1:10) (Figura N° 13) presentaron
una mejor segmentacion de las bandas correspondientes a: isopteropodina (Rf
0,74), pteropodina (Rf 0,66), isomitrafilina (Rf 0,49), uncarina F (Rf 0,40),



mitrafilina (Rf 0,37), especiofiina (Rf 0,06) (alcaloides oxindolicos
pentaciclicos) y rincofilina (Rf 0,25) (alcaloide oxindolico tetraciclico). Por otro
lado utilizando el sistema acetato de etilo: metanol: agua (100: 13,5: 10)
(Figura N° 14) no se observo la banda correspondiente al alcaloide
especiofilina y los factores de retencion (Rf) variaron en comparacion a los

encontrados con el sistema cloroformo: etanol (9,5: 0,5).

Para la corrida cromatogréafica de las partes de la planta por separado
se encontrd en el extracto metandlico de las raices (Figura N° 15) y hojas
(Figura N° 16) de Uncaria guianensis cultivada in vitro, 6 alcaloides
pentaciclicos: isopteropodina, pteropodina, isomitrafilina, uncarina F,

mitrafilina, especiofilina y un alcaloide tetraciclico: rincofilina.

En las raices se visualizaron bandas de mayor grosor correspondientes
a los alcaloides uncarina F y especiofilina mientras que las hojas presentaron
bandas de mayor grosor correspondientes a isomitrafilina y mitrafilina.

Por lo contrario, el tallo fue la Unica parte de la planta en la que no se
visualizé la banda del alcaloide isomitrafilina y las demas bandas
correspondientes a los alcaloides: isopteropodina, pteropodina, uncarina F,
mitrafilina, especiofilina, rincofilina (Figura N° 17), se visualizaron con
dificultad.



IV. DI SCUSI CN

5.1 Micropropagacion

Delgado et al. (1998) y Freyre (2004), trabajaron en la micropropagacion
y conservacion de plantas del género Uncaria, utilizando los medios de cultivo
B-5, Mc Cown y MS obtenidas por semilla botanica y parte apical de las
plantulas. De igual manera Pinedo (2001) micropropagd con éxito U.
guianensis mediante micro estacas, utilizando el medio de cultivo MS y afirmé
gue esta es una técnica apropiada para la micropropagacion con altas tasas

de regeneracion.

En el presente trabajo realizado en el laboratorio se micropropago
plantulas de U. guianensis en el medio de cultivo MS, en el cual se dio el
desarrollo normal de las plantulas y se logré que el 27 % enraizaran en 7 dias,
lo que difiere de los resultados obtenidos por Delgado et al. (1998), quienes
reportaron el enraizamiento de las plantulas en 15 dias. Por lo que
consideramos que el contenido del medio MS es conveniente para la

micropropagacion e incluso para el enraizamiento.

En el 2004, Freyre obtuvo plantulas con buenas caracteristicas
fenotipicas en un lapso de 8 a 10 semanas que en promedio alcanzaron un
tamafio de 1 cm, mientras que los resultados logrados en esta investigacion
difieren de los resultados expuesto por Freyre (2004), donde se obtuvo
plantulas con una altura media de 1,84 cm en un lapso de 4 semanas. Esto
demuestra que las plantulas micropropagadas por esquejes tienen un mejor
desarrollo en relacion a las plantulas obtenidas por germinacion de semilla

botanica in vitro.



5.2 Evaluacion de la influencia del acido giberélico (GA en

el cultivo in vitro de Uncaria guianensis

Yui et al.(1990), trabajaron con manzanas de la variedad Golden
Delicious, y reportaron que no hubo diferencia significativa para las
concentraciones de 0; 0,01; 0,1 y 1 mg/L de GAF, concluyendo que el GAF es
indispensable en los trabajos de multiplicacién de Golden Delicious in vitro, lo
gue ha sido corroborado con las investigaciones realizadas por Melo-Farias et
al., (1998); Ochatt y Caso (1983) y George (1996), quienes también
observaron que el GAF ayuda en la formacion de yemas y varia segun la
interaccidn existente con otros reguladores de crecimiento, dependiendo de la
especie que esta siendo micropropagada.

En el presente trabajo se utilizé el medio MS enriquecido con diferentes
concentraciones: 0; 0,001; 0,01; 0,1; 1; 2 y 3 mg/L de GAF, en los cuales las
concentraciones de 0,01; 0,1 y 1 mg/L de GAFf presentaron una diferencia
significativa en cuanto al crecimiento, enraizamiento y formacién de yemas, en
comparacion a las demas concentraciones, logrando obtener una altura media
de 6,96 cm; 6,36 cm y 6, 39 cm respectivamente en plantulas de tres meses,
esto demuestra que el GAF promueve la elongacion de la plantula en un 38 %,
lo que corrobora los trabajos anteriores realizados por Yui et al. (1990).

Oliveira et al. (2001), trabajaron con Averrhoa bilimbi L. en un medio de
cultivo enriquecido con 1 mg/L de GAF, quienes demostraron que la presencia
de giberelina poco o nada contribuye en el crecimiento de los explantes y no
causo efectos positivos. Igualmente la investigacion realizada por Pereira et
al. (2006), trabajaron con U. guianensis y argumentaron que la presencia o
ausencia de GAF no ejercio efecto positivo en la formacién de yemas, excepto
cuando los explantes con una Unica yema fueron cultivados en forma

horizontal.



Los resultados obtenidos en el presente trabajo no concuerdan con los
resultados de Pereira et al. (2006) y Oliveira et al. (2001), puesto que las
plantulas cultivadas en un medio enriquecido con 0,01 mg/L de GAF promueve
el crecimiento, enraizamiento y formacién de yemas, tal como lo menciona Yui
et al. (1990). De igual forma estos resultados coinciden con lo reportado por
Figueredo et al. (2001), sobre la necesidad de GAF para el mayor desarrollo
de yemas de Rollinia mucosa Jacq. Por otra parte, en esta investigacion
demostramos que la concentracion de 0,001 mg/L de GAf no influencia en el
crecimiento de la plantula.

Mishra et al., (1999), en su investigacion con Emblica officinalis Gaertn,
demostraron el elongamiento de las plantulas con 1 mg/L de GAFf y el
desfollamiento de algunos explantes con 3 mg/L de GAF. Por su parte Decetti
(2001) describe el efecto perjudicial de GAF como necrosis apical y
deformacion foliar en el desarrollo de yemas de Annona glabra L.

En la presente investigacion, al utilizar concentraciones de 2 y 3 mg/L
de GAF se observdO muerte apical, deformacion foliar e inhibicién del
enraizamiento (27 % y 17 % de plantulas enraizadas en 30 dias) en las
plantulas de U. guianensis cultivadas in vitro, lo que corrobora los resultados
obtenidos por Mishra et al. (1999) y Decetti (2001).

5.3 Cuantificacion de la biomas obtenidain-vitro

Pereira et al. (2006), reportaron que la presencia de GAF no produce un
efecto benéfico en la formacion de biomasa de U. guianensis. Las plantas con
mayor formacion de biomasa (30 i 40 mg) fueron observadas en explantes

cultivados sin GAF.



Resultados similares fueron encontrados por Fraguas (2003) en su
trabajo de micropropagacion de Figueira, donde el mayor peso obtenido de
materia fresca de los explantes fue de 43 mg en ausencia de GAf.

Sin embargo nuestros resultados demuestran que la presencia de 0,01
mg/L de GAF en el medio de cultivo causa un efecto benéfico en la formacién
de biomasa, obteniéndose un 37 % mas de yemas por plantula, lo que nos
permitio la obtencion de un peso hiumedo promedio de 0,68 g; 1,36 gy 2,60 g
en plantulas de 5, 7 y 9 meses de edad y un peso seco de 0,13 g; 0,259y
0,38 g respectivamente. Ademas permiti6 obtener un promedio de 26,4

esquejes por plantula y un total de 1589 plantulas.

5.4 Determinacion de la presencia dealcaloides del grupo

oxindolico por cromatografia en capa fina (TLC)

Montenegro de Matta y col. (1976), obtuvieron 5 alcaloides
(pteropodina, especiofilina, isopteropodina, uncarina F e isomitrafilina) por
extraccion metandlica de plantas in situ. De igual forma Chavez-Reyes y Plaza
(2001) utilizaron un extracto metandlico para la identificacion de alcaloides
oxindolicos, logrando identificar los siguientes compuestos; mitrafilina,
isomitrafilina, pteropodina, isopteropodina, especiofilina, uncarina F, rincofilina

e isorincofilina.

En esta investigacion hemos trabajado con un extracto metandlico de
plantulas in vitro de U. guianensis y se determiné por comparacion de factores
de retencion (Rf) obtenidos de investigaciones realizadas con plantas in situ,
la presencia de 7 bandas correspondientes a los alcaloides oxinddlicos:
isopteropodina, pteropodina, isomitrafilina, uncarina F, mitrafilina,

especiofilina, rincofilina.



Wagner y Bladt (1996) utilizaron un extracto de amonio de la corteza de
Uncaria tomentosa en un sistema de acetato de etilo: isopropanol: NHi conc.
(100:2:1) y UV 254nm y DRG/10% NaNOi para la deteccion. Reportaron que
el extracto es caracterizado por dos zonas marcadas de Rf entre el rango 0,7
- 08 y 0,25 - 0,3. Los oxindoles pentaciclicos, como isomitrafilina,
isopteropodina y uncarina A + F, asi como los oxindoles tetraciclicos como
isorincofilina se encontraron en el rango de Rf 0,7 - 0,8. El oxindol pentaciclico
mitrafilina y el oxindol tetraciclico rincofilina se observan en el rango de Rf:
0,25-0,3.

En la presente investigacion utilizando un extracto metandlico de
plantulas in vitro de U. guianensis y un eluyente cloroformo: etanol (9,5:0,5),
se corrobora los resultados expuestos por Wagner y Bladt (1996), aunque los
rangos no fueron iguales a los citados, se observo los alcaloides oxinddlicos
caracterizados en dos zonas distintas; los alcaloides rincofilina y mitrafilina se
observaron en el rango de Rf: 0,25 - 0,37, mientras que isomitrafilina,
pteropodina e isopteropodina en un rango de Rf: 0,49 - 0,74. De igual forma,
en los cromatogramas desarrollados con un sistema acetato de etilo: metanol:
agua (100: 13,5: 10) se observé dos zonas marcadas con un rango de Rf: 0,22
- 0,37 para rincofilina - mitrafiina y Rf: 0,49 - 0,60 para isomitrafilina,

pteropodina e isopteropodina.

Valente et al. (2006), reportaron que los cromatogramas realizados con
un extracto metanolico revelaron muchas impurezas en la base, dificultando la
visualizacion de los alcaloides de menor Rf (especiofilina y mitrafilina), sin
embargo en los resultados obtenidos en esta investigacion con los
cromatogramas realizados con un extracto metandlico de plantulas in vitro y
un eluyente de cloroformo: etanol (9,5: 0,5), se visualizd claramente la

especiofilina y mitrafilina.



Testearon cuatro sistemas de solventes como fase movil, que aseguran
un mejor potencial de separacion de alcaloides pentaciclicos; acetato de
etilo/hexano (95:5), cloroformo/acetona (5:4), cloroformo/metanol (95:5),
acetato de etilo/ isopropanol/ hidréxido de amonio (16:3:1). La visualizacién de
las manchas fueron efectuadas por exposicion a luz UV 254 nm y la revelacion
con Dragendorff/nitrito de sodio 10 % (Wagner y Bladt, 1996). Como muestras
utilizaron hojas y corteza de plantas in situ de U. guianensis, U. tomentosa y
cuatro fitoterapeuticos a base de U. tomentosa encontrados en el mercado.

De los cuatro sistemas de fase mévil testeados escogieron el de acetato
de etilo/hexano (95: 5) por presentar una mejor separacion de los alcaloides.
Los analisis en CCD fueron desarrolladas en placas pre elaboradas de silica
gel 60 Fi /4,2 mm. Las muestras fueron aplicadas manualmente utilizando

microjeringas de 25 ¢l.

Los alcaloides oxinddlicos que encontraron fueron los siguientes:
especiofilina (0,05-0,06), mitrafilina (0,15-0,16), uncarina F (0,34-0,40),
isomitrafilina (0,44-0,49), pteropodina (0,47-0,53), isopteropodina (0,53-0,60)

y compararon con las muestras de referencia.

En los cromatogramas del presente trabajo se utilizé 10 ¢l del extracto
metandlico de plantulas de U. guianensis cultivadas in vitro y un sistema de
cloroformo: etanol (9,5: 0,5), y se logré visualizar con rayos UV 254 nm vy el
revelador vainillina: &c. Sulfarico (0,1:10), un alcaloide mas tal como rincofilina

ademas de los visualizados por Valente et al (2006).

Laus y Keplinger (1994), desarrollaron otros dos métodos para la
separacién y determinacién de 8 alcaloides de plantas de U. tomentosa
recolectadas del campo, estableciendo métodos de extraccion en condiciones
suaves para evitar la intercorversion de los mismos. Con el sistema

CHCIi:EtOH (95:5) reportaron los siguientes alcaloides: isopteropodina (0,48),



pteropodina (0,47), isomitrafilina (0,47), isorrincofilina (0,42), mitrafilina (0,39),
rincofilina (0,25).

En nuestra investigacion en los cromatogramas realizados con el
extracto metandlico a partir de plantulas in vitro y el sistema cloroformo: etanol
(9,5: 0,5) se visualizaron los alcaloides oxindolicos con Rf similares a los
reportados por Laus y Keplinger (1994): isopteropodina (0,74), pteropodina
(0,66), isomitrafilina (0,49), mitrafilina (0,37), rincofilina (0,25) a escepcion de
isorrincofilina, el cual no se observd. De igual manera en los cromatogramas
realizados con acetato de etilo: metanol: agua (100: 13,5: 10) se observaron
algunos alcaloides con Rf similares a los reportados anteriormente:
especiofilina (0,06), mitrafilina (0,38), uncarina F (0,40), isomitrafilina (0,49),
pteropodina (0,50) e isopteropodina (0,60).

En el 2001, Lock et al., utilizaron un solvente (diclorometano,
cloroformo, acetato de etilo) y cromatofolios de silica gel 60 FF 4(Merck) (20 x
10 cm). Para los analisis por CCD, utilizaron el material finamente molido de
plantas in situ o los productos comerciales (1g), se humedecieron con NHFOH
al 10% y extrajeron con 5 ml de diclorometano, se secaron con sulfato de sodio
anhidro, y se aplicaron 25 ¢l de muestra. Los andlisis por CCD se llevaron a
cabo por comparacion con los estandares mitrafilina, isopteropodina y
pteropodina, utilizando como sistema de elucion CHCLF: EtOAc en las
proporciones 8:2, 7:3 y 6:4 desarrollados en forma consecutiva, revelando con
luz UV 254 nm y reactivo de Dragendorff.

Como resultado de esta investigacién obtuvieron una buena resolucién
de los alcaloides y encontraron mitrafilina (Rf: 0,35), pteropodina (Rf: 0,65) e
isopteropodina (Rf: 0,74) - identificacién inequivoca de estos por CCD.

Los resultados obtenidos en los cromatogramas realizados con
plantulas in vitro y utilizando un sistema cloroformo: etanol (9,5:0,5), corrobora

lo expuesto por Lock y col. (2001), visualizandose los alcaloides; mitrafilina (Rf:



0,37), pteropodina (Rf: 0,66) e isopteropodina (Rf: 0,74), con un rango minimo

de diferencia.

Montoro et al. (2004) entre los alcaloides de la corteza de U. tomentosa,
destacan los alcaloides oxinddlicos pentaciclicos pteropodina (o uncarina C),
isopteropodina (0 Uncarina E), especiofilina, uncarina F, mitrafilina e
isomitrafilina, y los alcaloides oxinddlicos tetraciclicos rincofilina, isorrincofilina,
corinoxeina e isocorinoxeina. Contiene ademas sus precursores indélicos
(akuammigina, tetrahidroalstonina, isoajmalicina, e hirsutina,

dihidrocorinanteina, hirsuteina, corinanteina).

Raymond-Hamet (1952), analiz6 hojas de U. guianensis cultivadas en
el campo, reportando en ellas la presencia de especiofilina y por su parte
Alvarez y col. (1998), visualizaron mitrafilina en las hojas de U. guianensis in

Situ.

En la presente investigacibn se han desarrollado estudios
cromatograficos de las plantulas in vitro de U. guianensis por separado,
observandose en las raices, los alcaloides del grupo oxinddlico:
isopteropodina, pteropodina, isomitrafilina, uncarina F, mitrafilina, rincofilina y
especiofilina y presentando bandas de mayor grosor correspondientes a
uncarina F y especiofilina. En las hojas se encontraron los mismos alcaloides
que en la raiz pero con bandas de mayor grosor pertenecientes a mitrafilina e

isomitrafilina. Lo que corrobora lo mencionado por Alvarez y col. (1988).

En el tallo se determiné la presencia de los siguientes alcaloides
oxindolicos: isopteropodina, pteropodina, uncarina F, mitrafilina, rincofilina y
especiofilina, pero las bandas visualizadas correspondientes a los alcaloides

fueron de menor grosor en comparacion a las bandas de las hojas y tallos.



En los cromatogramas realizados no se observo la presencia de
corinoxeina e isocorinoxeina en el tallo, lo que difiere de los resultados

obtenidos por Montoro et al. (2004).



V. CONCLUSI ONES

1 Se demostré que el tratamiento con 0,01 mg/L de GAF es 6ptimo para el
cultivo in vitro de U. guianensis (Bosque Nacional Alexander Von Humboldt
i Pucallpa), alcanzando el 100 % de enraizamiento e incrementando el
elongamiento y la formacion de yemas en un 38 % y 37% respectivamente,
lograndose obtener un total de 1589 plantulas.

1 La micropropagacion in vitro de Uncaria guianensis permitié un incremento
en la obtencion de biomasa; aumentando un 73 % el peso humedo y un 82
% del peso seco relativo en plantulas cultivadas con 0,01 mg/L de GAf.

{1 Los cromatogramas desarrollados con el extracto metandlico de plantas de
Uncaria guianenesis cultivadas in vitro en el sistema cloroformo: etanol (9,5:
0,5), muestra bandas con factores de retencion (Rf) similares a los
encontrados en los alcaloides oxindolicos obtenidos en trabajos realizados
con plantas cultivadas en campo, lo que demuestra que las plantas
cultivadas in vitro sintetizan los principios activos.

1 La cromatografia en capa fina desarrollada con las muestras por separado
de raices, tallos y hojas de plantas in vitro de U. guianensis, presentaron 7
bandas correspondientes a los alcaloides del grupo oxinddlico
(isopteropodina, pteropodina, isomitrafilina, mitrafilina, rincofilina,
especiofilina y uncarina F), a excepcion de la muestra del tallo que no
presenté la banda correspondiente a isomitrafilina.

1 Los cromatogramas desarrollados con el extracto de raices de U.
guianensis in vitro, presentaron bandas de mayor grosor correspondientes
a los alcaloides oxinddlicos especiofilina y uncarina F, mientras que los
cromatogramas realizados con un extracto de hojas presentaron bandas de

mayor grosor correspondientes a mitrafilina e isomitrafilina.



VL. RECOMENDAGI ONE

1 Se recomienda el uso del cultivo in vitro para la produccién de biomasa y
obtencion de principios activos.

1 Trabajar en el aislamiento y screening de cada una de las bandas
correspondientes a los alcaloides oxindolicos, encontradas en los
cromatogramas realizados con plantas in vitro de Uncaria guianensis.

1 Realizar ensayos bioldgicos con los alcaloides oxindélicos aislados de

plantulas in vitro para determinar su accién farmacolégica especifica.
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VIII. ANEXOS

9.1 Tablas

Tabla N° 1: Preparacion de la solucion stock para 1 litrorgelio MS.

Composicién del medio  Concentracion Alicuota

Macroelementos (g/L)

KNOF 19.000

NHWNOF 16.500 Tomar 100 ml
CaCIR2HFO 4.400 de solucion Stock
MgSOU7HFO 3.700

KHARPOM 1.700

Microelementos (g/500 ml)

HFBOF 0.620

ZnSOU7HFO 0,860 Tomar 2,5 ml de
KI 0,083 sol. Stock
NaRVIoOM2HFO 0,025

CuSOU5HRO 0,0025

CoCIR6HFO 0,025

MnSOUW4HFO 2.230

Fe-Quelato (g/100 ml) 2.780 Tomar 1 ml de
FeEFSOU7HFO 3.730 sol. Stock
NaREDTA

Vitaminas (g/250 ml) 0.001

Tiamina 1.000 Tomar 25 ml de
Myoinositol 0.050 sol. Stock
Acido nicotinico 0,050

Piridoxina 0.020

Glicina




Tabla N° 2: Concentraciones de &cido giberélico (G Atilizadas en etnedio de
crecimiento.
Medio 1 2 3 4 5 6 7

Conc. GAF(mg/l) 0 0,001 0,01 0,1 1 2 3

Repeticiones 15 15 15 15 15 15 15

Tabla N° 3: Crecimiento de longitud de las plantulasitro deU. guianensien el

medio de propagaciéon basal (MPB) por semanas

*NUmero total de plantulas evaluadas: 93

Crecimiento Semana 1 Semana?2 Semana3 Semana4

Crecimiento (cm) 1,18 1,42 1,63 1,84

Tabla N° 4: Enraizamiento de plantulas vitro deU. guianensien el medio de

propagaciéon basal (MPB).

Enraizamiento Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4

Enraizamiento (%) 27 33 60 80

*NUamero total de plantulas evaluadas: 93



Tabla N° 5: Analisis estadistico (ANOVA) delrecimiento deplantulasin vitro de

Uncaria guianensisegun la concentracion de acido giberél@ai{ 0 ¢

Concentracio

n de
hormona Mes de Intervalo de confianza al
(GAF) observacion Media Error tip. 95%.
Limite Limite Limite Limite
inferior superior inferior superior
0 mg/L primer mes 1,140 ,218 , 712 1,568
segundo mes 1,427 ,218 ,999 1,854
tercer mes 2,073 ,218 1,646 2,501
0.001 mg/L primer mes 2,520 ,218 2,092 2,948
segundo mes 3,980 ,218 3,552 4,408
tercer mes 5,147 ,218 4,719 5574
0,01 mg/L primer mes 3,060 ,218 2,632 3,488
segundo mes 5,120 ,218 4,692 5,548
tercer mes 6,960 ,218 6,532 7,388
0,1 mg/L primer mes 2,940 ,218 2,512 3,368
segundo mes 4,747 ,218 4,319 5,174
tercer mes 6,360 ,218 5,932 6,788
1 mg/L primer mes 2,747 ,218 2,319 3,174
segundo mes 4,607 ,218 4,179 5,034
tercer mes 6,393 ,218 5,966 6,821
2 mg/L primer mes 1,760 ,218 1,332 2,188
segundo mes 2,460 ,218 2,032 2,888
tercer mes 3,267 ,218 2,839 3,694
3 mg/L primer mes 1,627 ,218 1,199 2,054
segundo mes 2,387 ,218 1,959 2,814
tercer mes 3,060 ,218 2,632 3,488

*Programa estadistico SPSS 16.0. Modelo lineal general ANOVA




Tabla N° 6: Porcentaje de plantulas enraizadasldeguianensisen relacion a la

concentracion de acido giberélico (A

Tratamiento / S S S S4 S S S S S S S S
% 1 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12
0 mg/l GAF (1) 27 33 60 8 80 80 80 87 87 87 87 87
0,001 mg/l GAF 27 40 67 80 80 87 87 87 87 93 93 093
(2)
0,01 mg/l GAF 27 40 67 80 80 87 87 87 87 93 93 10
(3) 0
0,1mg/IGAF(4) O 47 67 67 67 67 87 93 93 93 93 093
1 mg/l GAAB) 20 33 40 47 47 53 53 53 53 60 60 60
2 mg/l GAF (6)

7 13 27 27 40 40 53 53 53 53 53
3 mg/l GAF (7) O O 13 17 40 40 40 47 47 60 60 60

*se analizaron 15 plantas por tratamient®=semana

Tabla N° 7: Andlisis estadisticos (ANOVA) del tamafio y nUmero de esquejes

obtenidos por plantula cultivadavitro deU. guianensi€n un medio con 0,01 mg/L

de GA.
Descriptivos
Intervalo de confianza pars la
Desviacidn|  Emor media sl 25%
M Mediz tipica tipico | Limite infericr | Limite superior | Minimo | Masximo
Tamaric de la plénfula Smeses| 20 |[14,1350| 148022 | 33524 13,4333 14,2387 11,80 | 1520
=M cm Tmeses| 20 |158500| 48885 | 11157 15,7165 16,1835 15,00 | 18,90
Smeses| 20 (179800205641 45833 16,9878 18,9224 14,80 | 22,70
Taotal G0 [16,0150( 215586 | 27832 15,4531 16,5719 11,80 | 22,70
Mumero de esqueles Smeses| 20 (134500 404547 | 20450 16,5567 20,3433 12.00 | 25,00
por plantula Tmeses| 20 (239000| 433854 | B7035 21,2820 25,9310 18.00 | 34,00
Smeses| 20 (37,1000( 320729 | 186837 328731 41,2219 20,00 | 52,00
Taotal G0 |26,4833 993281 | 1.23232 23,9174 20,0493 12.00 | 52,00

- *Programa estadistico SPSS 16.0. Modelo lineal general ANOVA




Tabla N° 8 Andlisis estadisticos (ANQ@A) del tamafio y numero de esquejes por

plantula cultivadan vitro en un medio MS sin acido giberélico (A

Descriptivos
Intervale de confianza para
la media al 85%
Dlesviscion Limite
| Media fipica Errar tipico |Limite infarior|  superior | Minimo | Maximo
Tamafio de la Smeses| 20 | 92600 | 130402 31181 BOTD 0,0028 80 | 11,20
pléntuls en cm Tmeses| 20 | 11.0180| 164107 3BT 10,2465 11,7825 740 | 1410
Omeses| 20 | 14.5800| 228010 BODAs 13,5270 15,6671 10,30 | 1930
Tatal BO | 11,6183 | 228134 L3E040 10,8792 12,3675 A80 | 19,30
Mimero de esquejes  Smeses| 20 | 12,1000 | 340285 78102 10,4853 13,7347 A00 | 20,00
por plantuls Tmeses| 20 | 154000| 660857 1,4B807 12,2645 18,5355 700 | 31,00
Omeses| 20 | 30,7000 | 1025842 242802 25 G181 35,7810 1300 | 5200
Tatal BO | 19,4000 1100819 143261 16,5336 22, 2A64 A00 | 5200

Tabla N° 9: Biomasa obtenida de plantuliasvitro deU. guianensigultivadas

durante 5, 7 y 9 meses en un medio MS sin acido giberélicp) (GA

Edad Peso humedo Peso seco N° esquejes
5 meses

Total (20 plantulas) 7,71 1,71 242
Por plantula 0,38 0,08 12,1
7 meses

Total (20 plantulas) 10,34 2,05 308
Por plantula 0,51 0,10 15,4
9 meses

Total (20 plantulas) 35,82 4,73 614
Por plantula 1,79 0,23 30,7
Total 53.87 8,49 1164

*Total de plantulas analizadas: 60



Tabla N° 10: Biomasa obtenida de plantuliasvitro deU. guianensisultivadas

Edad Peso Peso seco N°
humedo esquejes

5 meses

Total (20 plantulas) 13,66 2,68 369
Por plantula 0,68 0,13 18,45
7 meses

Total (20 plantulas) 27,24 5,10 478
Por plantula 1,36 0,25 23,9
9 meses

Total (20 plantulas) 52,13 7,69 742
Por plantula 2,60 0,38 37,1
Total 93,03 15,47 1589

durante 5, 7 y 9 meses en un medio MS con 0,01 mg/L ge GA

*Total de plantulas analizadas: 60



Tabla N° 11: Bandasvisualizadas correspondientealealoides oxindolicos por

cromatografia esapafina (TLC) de plantasn vitro deUncaria guianensis’s.

cromatogramas desarrollados con plairtastu.

Compuesto Grupo Color Color Rf Rf Rf Rf Rf
Funcional  Revelador uv 2 C (Valonte " > , Loky
al.,2006) Keplinger, col, 2001)
1994)

Especiofilina Pentaciclico azul azul 0,06 -—- 0,05-0,06 — —
Rincofilina Tetraciclico violaceo azul 0,25 0,22 - 0,25 -
Mitrafilina Pentaciclico azul turquesa 0,37 0,38 0,15-0,16 0,39 0,35
Uncarina F Pentaciclico violaceo turquesa 0,40 0,40 0,34-0,40 - -

Isorincofilina Tetraciclico violaceo azul - -—- - 0,42 -

Isomitrafilina Pentaciclico fuxia turquesa 0,49 0,49 0,44-0,49 047 -
Pteropodina Pentaciclico azul azul 0,66 0,50 0,47-0,53 0,47 0,65

Isopteropodina ~ Pentaciclico violaceo azul 0,74 0,60 0,53-0,60 0,48 0,74
fuxia
azul
violaceo
azul
violaceo

a* Extracto: metandlico crudo, Sistema: cloroformo: etanol (9,5:0,5), Fase estacionaria: Silica

gel FF 4MERCK (15 x 15 cm), Distancia de desarrollo: 10 cm, Revelador: vainillina: acido

sulfarico (0,1: 10), Muestra: plantas in vitro de U. guianenesis.

b* Extracto: metandlico crudo, Sistema: acetato de etilo: metanol: agua (100:13,5:10), Fase

estacionaria: Silica gel FF 4 MERCK (15 x 15 cm), Distancia de desarrollo: 10 cm,

Revelador: vainillina: acido sulfarico (0,1: 10), Muestra: plantas in vitro de U. guianenesis.

c* Extracto: metandlico sometido a particion acido-base, Sistema: acetato de etilo/ hexano (95:
5), Fase estacionaria: silica gel 60 FF 4 WRevelador: Dragendorff/nitrito de sodio 10 %,
Muestras: hojas y corteza de plantas in situ de U. guianensis y U. tomentosa.

d* Extracto: éter dietilico, Sistema: cloroformo: etanol (95:5), Fase estacionaria: silica gel,
Visualizaciéon: UV 283 nm, Muestra: corteza de U. tomentosa in situ

e* Extracto: NHYOH al 10% y diclorometano, Sistema: cloroformo, acetato de etilo (8:2, 7:3 'y

6:4), Fase estacionaria: silica gel 60 FF 4(Merck) (20 x 10 cm), Revelador: Dragendorff y

luz UV a 254 nm, Muestra: fitoterapeuticos de U. tomentosa



9.2 Graficos

Grafico N° 1: Crecimiento ddasplantulasin vitro de Uncaria guianensisultivadas

en un medio con diferentesncentraiones de acido giberélico.
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Gréfico N° 2: Crecimiento de plantulas in vitro dé& guianensigpor meses y segun

la concentracion de @ giberdéico (GAF).
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*Programa estadistico SPSS 16.0. Modelo lineal general ANOVA



Gréfico N° 3: Enraizamiento déas plantulagsie Uncaria guianensigpor meses segun

la concentracion de acido  giberélico (GA
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Gréfico N° 4: Enraizamiento déas plantulagle Uncaria guianensipor semanas

segun la concentracién de acido giberélico \GA
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Gréafico N° 5: Numero de esquejes obtenidos en plantulas cultivadas en un

medio con 0,01 mg/L de &cido giberélico (GAF).
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*Programa estadistico SPSS 16.0. Modelo lineal general (ANOVA)



Grafico N° 6: Numero de esquejes obtenidos en plantulas cultivas en un
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Gréafico N° 7: Tamafio de la plantula en un medio de cultivo con 0,01 mg/L

de acido giberélico (GAF).

42
22 507 3
E _
© 20,00
[
Q
it
3
At
[=
m 17,507
=%
5
L]
- |
o -
c 15,00 .
o
E
N
o
12 50 |
10,00
T T T
S mMeses 7 meses S meses

edad de la plantula en meses

*Programa estadistico SPSS 16.0. Modelo lineal general (ANOVA)



Gréafico N° 8: Numero de esquejes obtenidos en plantulas cultivadas en un

medio sin &cido giberélico (GAF).
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Gréafico N° 9: Tamafio de la plantula en un medio de cultivo sin acido

giberélico (GAF).
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Gréafico N° 10: Peso humedo dedalantulas cultivada en un medio de cultivo sin
GAF.
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*Programa estadistico SPSS 16.0. Modelo lineal general (ANOVA)



Gréafico N° 11: Peso humedo obtenido de plantulas de U. guianensis

peso humedo de la plantula

cultivadas en un medio de cultivo con 0,01  mg/L de GAf.
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Gréafico N° 12: Peso seco relativo obtenido de plantulasddguianensisultivadas
en unmedio de cultivaVS con 0,01 mg/L de GA
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Gréafico N° 13: Biomasa obtenida de plantulas cultivas in vitro de U.

guianensis en un medio MS en ausencia y presencia de GAF.
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*Se analizaron 60 plantulas por tratamiento.




Gréafico N° 14: Peso seco obtenido de plantuladdeyuianensisultivadas en un

mediosin GAF.
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Gréafico N° 15: Numero de esquejes obtenidos en plantulas cultivadas in vitro

de U. guianensis en ausencia y presencia de GAF.
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9.3 Figuras

Figura N° 1: Uncaria guianensis Gmel. in situ, obsérvese las espinas

retorcidas.

Figura N° 2: Corte de segmentos nodales para la micropropagacionchria

guianensis
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Figura N° 3: EsquejesieU. guianensisembradosle forma verticaén el medio de
cultivo MS.
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Figura 5: Presencia desholizacién en plantulas dé guianensisultivadasn vitro.

Figura N° 6: Plantulas deJ. guianensigle un mes edadultivadas en un medio MS
con adicién de 0; 0.001, 0,01; 0,1; 1; 2; 3 mg/IlGds.
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Figura N° 7: Plantulas deJ. guianensigle dos meses edad, cultivadas en un medio
MS con adicion de 0; 0.001, 0,01; 0,1; 1; 2; 3 mg/L dé.GA

-

Figura N° 8: Plantulasde U. guianensigultivadas en un medio de cultivo con 0,01

mg/L de GA de un mes de edad (izg.) y 0 mg/L dei@la tres meses de edad (der.).




Figura N° 9: Plantulas deJ. guianensigultivadas en m medio de cultivo con 0,01
mg/L de GAF de dbs meses de edad (izg.) y 0 mgi GA de cinco meses de edad
(der.).

Figura 10: Plantulas deJ. guianensigultivadas en m medio de cultivo con 0,01
mg/L de GAr de tes meses de edad (izq.) y 0 mgA.GAF de diez meses de edad
(der.).





















