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RESUMEN

Discocnide mexicana Liebm es una planta
de la familia Urticaceae. Tiene usos
medicinales de forma empirica y es
conocida comunmente como chichicaxtle
en la Mixteca Poblana, México. Unos de sus
metabolitos secundarios méas abundantes
son flavonoides, con diversas propiedades
biolégicas y  funciones metabdlicas
importantes en las plantas, como es la
intervencion en el transporte de auxina,
fitohormona reguladora del crecimiento
vegetal. Ademas, contiene taninos,
fitosteroles, ceramidas, fenilpropanos,
polifenoles, monoterpendioles, aglutinina,
entre otros. Por ello, el objetivo del presente

trabajo fue evaluar un  extracto
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hidroalcohdlico a partir de Discocnide
mexicana Liebm en brotes de Agave
potatorum Zucc. in vitro comparado con
reguladores de crecimiento vegetal. Para
ello se elaboré un medio de cultivo con las
sales inorganicas de Murashige y Skoog
(1962), adicionando 0,4 mg L de tiamina-
HCI, 100 mg L de inositol y 3,0 % de
sacarosa, ajustando el pH a 5,7 £ 0,1. Por
separado se adicionaron reguladores de
crecimiento en 1,0 mg LT (AIA, ANA,
BAP, KIN y 2IP) y tres concentraciones de
extracto (10, 20 y 30 mL L) antes de
esterilizarse a 121 °C durante 20 min. En
cada recipiente se sembr6 un brote de Agave
potatorum y se mantuvieron en area de

incubacién durante ocho semanas. Los
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resultados obtenidos indican que 10 mL L™
de extracto tienen efecto significativo en la
formacion y longitud de raices de forma
similar a AIA. Sin embargo, el nimero de
raices en brotes de Agave potatorum in vitro
desciende al incrementar la concentracion
de extracto a 20 6 30 mL L.

Palabras clave: Metabolitos secundarios,

bioestimulacion, experimentacion in vitro.

ABSTRACT

Discocnide mexicana Liebm is a plant of the
Urticaceae family. It has medicinal uses
empirically and is commonly known as
chichicaxtle in the Mixteca Poblana. Some
of its most abundant secondary metabolites
are flavonoids, with various biological
properties and important metabolic
functions in plants, such as intervention in
the transport of auxin, a phytohormone that
regulates plant growth. In addition, it
contains tannins, phytosterols, ceramides,
phenylpropanes, polyphenols,
monoterpendiols, agglutinin, among others.
Therefore, the objective of this study was to
evaluate a hydroalcoholic extract from
Discocnide mexicana Liebm in Agave
potatorum Zucc shoots in vitro compared to
plant growth regulators.

For this, a culture medium was prepared
with the inorganic salts of Murashige and

Skoog (1962), adding 0.4 mg. L of
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thiamine-HCI, 100 mg. L* of inositol and 3
% sucrose, adjusting the pH to 5.7 + 0.01.
Separately, growth regulators were added at
1.0 mg. L't (AIA, ANA, BAP, KIN and 2IP)
and three extract concentrations (10, 20 and
30 mL.L?) before being sterilized at 121 °C
for 20 minutes. An Agave potatorum shoot
was planted in each container and kept in
the incubation area for eight weeks. The
results obtained indicate that 10 mL.L™? of
extract have a significant effect on the
formation and length of roots in a similar
way to AIA. However, the number of roots
in shoots of Agave potatorum in vitro,
decreases when increasing the
concentration of extract in 20 and 30 mL.L"

1

Keywords: Secondary metabolites,

biostimulation, experiment in vitro.

INTRODUCCION
Las plantas sintetizan una gran variedad de
metabolitos secundarios que pueden
encontrarse en raiz, hojas, tallos, semilla o
flores (Harborne, 1993). La estructura
quimica y molecular de los metabolitos
secundarios puede interactuar a nivel de
receptores con las células vegetales
generando sefiales que finalmente se
expresan en respuestas fisioldgicas o
morfogénicas (Garcia, et al. 2013 vy

Aguilar-Jiménez et al. 2021). En el caso de
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Discocnide mexicana Liebm (chichicaxtle),
es una planta herbacea y pertenece a la
familia Urticaceae. Se han encontrado
clorofilas, carotenoides, vitaminas A, By C,
triterpenos, esteroles, &cidos organicos,
histamina, serotonina, colina, taninos y
flavonoides en las hojas de las plantas de
esta familia, como principios activos
(Ministerio de la Proteccion Social, 2008).
Los  flavonoides son  metabolitos
secundarios que han demostrado tener
diversas propiedades bioldgicas, entre ellas
antioxidantes, antibacterianas y antivirales.
También, cumplen funciones metabdlicas
importantes en las plantas al intervenir en el
transporte de auxina, que es una
fitohormona reguladora de crecimiento
vegetal, provocando elongacion de celulas,
generando raices y regulando el crecimiento
de la planta (Faraa y Tahara, 1999).

Por otra parte, en México los agaves
representan un recurso econdémico y
cultural invaluable, ya que se han empleado
durante siglos como fuente de alimento para
las personas y animales, medicina,
construccion, ornato, fibras duras, textiles,
abono y, principalmente, en la produccion
de bebidas alcohdlicas (Garcia-Mendoza,
2007). El Agave se ha convertido en una de
las plantas mas importantes para Meéxico
porque de él se producen algunos de los

productos mas famosos de la gastronomia
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mexicana; y también de los mas exportados,
como es el caso del tequila y el mezcal,
bebidas con denominacion de origen
mexicana. El Agave potatorum Zucc.
(denominado vulgarmente tobald) es una
especie silvestre que se reproduce
naturalmente solo por semilla; por ello se
necesitan protocolos para su propagacion in
vitro, empledndose  reguladores  de
crecimiento vegetal entre otros
constituyentes (Enriquez-del Valle et al.,
2005; Arzate-Fernandez y Mejia-Franco,
2011; Arzate-Fernandez et al., 2016;
Aguilar et al., 2018a y Aguilar y Rodriguez
2018b). No obstante, también es importante
evaluar  productos alternativos  para
estimular su crecimiento, ya que es lento
(entre 8 y 10 afios; Garcia-Mendoza, 2010).
En ese tenor el objetivo del presente trabajo
fue evaluar el efecto fisiolégico de un
extracto hidroalcoholico de chichicaxtle
(Discocnide mexicana Liebm) en brotes in
vitro de Agave potatorum Zucc. comparado
con otros reguladores acreditados de

crecimiento vegetal.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal
Se emplearon brotes de Agave potatorum
obtenidos in vitro con anterioridad a partir
de material vegetal proveniente de

Tehuacan (Puebla); y establecidos para su
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multiplicacion en el Laboratorio de
Biotecnologia de la UTIM.

Condiciones de cultivo

Se emplearon las sales inorganicas MS de
Murashige y Skoog (1962) modificadas y
adicionando tiamina (0,4 mg L™,
mioinositol (100 mg L), sacarosa (30,00 g
L) y agar-agar (Bioxon®; 8,0 g L),
ajustando el medio de cultivo a pH 5,7 £
0,1 para esterilizarse en autoclave a 121 °C
a 1,50 kg cm de presion durante 20 min.
Posteriormente, los recipientes de cultivo
sembrados se mantuvieron en el area de

incubacion con luz y temperatura ambiente.

Efecto de extracto hidroalcohdlico de
Discocnide mexicana sobre los brotes de
Agave potatorum cultivados in vitro

Se empled el medio de cultivo basico MS
(Murashige 'y Skoog, 1962) descrito
anteriormente tratado a 121 °C durante 20
min. Posteriormente se dejo enfriar a 40 °C
en campana de flujo laminar y en porciones
iguales se les agrego por separado 0, 10, 20
y 30 mL L™ de extracto hidroalcohdlico con
ayuda de un filtro Millipore de 0,22 micras;
se vertieron 20 mL de cada tratamiento en
recipientes de vidrio de 100 mL tapandose
con papel aluminio. Los frascos de cultivo
se etiquetaron posteriormente y se llevaron

al area de incubacion, colocandose al azar.

Revista MIX-TEC, Vol. 3, Num. 4, pp. 39-49

Efecto de reguladores de crecimiento en
brotes de Agave potatorum cultivados in
vitro

Se elabor6 medio de cultivo basico MS
(1962) descrito anteriormente, se dividio en
partes iguales para adicionar por separado
cinco  reconocidos
crecimiento vegetal (AIA, ANA, BAP, KIN
y 2i-p) (Hurtado y Merino, 2000) en 10

mg-L?.  También se consideré un

reguladores  de

tratamiento control (s6lo medio MS) vy el
tratamiento con la concentracién de
extracto que tuvo efecto fisioldgico. En
cada recipiente se colocé un brote de forma
vertical. Posteriormente, los frascos de
cultivo se etiquetaron y se llevaron al area
de incubacion colocandose de forma

aleatoria.

Andlisis de datos

El disefio experimental fue completamente
al azar. Se consider6 un brote (1,0 cm
aproximadamente) por recipiente como
unidad experimental con diez repeticiones
cada tratamiento. Para las variables: namero
de brotes, longitud de brotes y de raiz; se
realizé un analisis de varianza y una prueba
de Tukey con p = 0,05 para medir el efecto
medio de los tratamientos con los datos

obtenidos a las ocho semanas de cultivo. El
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paquete estadistico utilizado fue Minitab
17.

RESULTADOS Y DISCUSION
Efecto de extracto hidroalcoholico de
Discocnide mexicana en brotes de Agave
potatorum cultivados in vitro
Ninguna de las concentraciones de extracto
hidroalcohdlico a partir de D. mexicana
(chichicaxtle) tuvo efecto significativo
(Tukey, p =0,05) en la longitud de brotes in
vitro de A. potatorum con respecto al
tratamiento control (Fig. 1). No obstante,
las concentraciones de 10 y 20 mL L*
favorecieron brotes mas vigorosos y de
color verde intenso (Fig. 2). Esto puede
deberse a la posible presencia de
flavonoides en el extracto (Ministerio de la
Proteccion Social, 2008). Ademas, son
considerados importantes para el buen
desarrollo y funcionamiento de las plantas
al protegerlas de la luz UV, de organismos
fitopatdégenos, ademas de tener actividad
antioxidante (Cartaya y Reynaldo, 2001).
Sin embargo, los brotes cultivados en 30
mL L de extracto fueron mas delgados y
con apariencia deshidratada, lo cual indica
que a mayores concentraciones no causa
afectaciones fisioldgicas positivas (a pesar
de ser un producto de origen natural), pues
existen estudios que indican interrupcion

del ciclo celular y alteraciones en el ADN
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de la célula cuando se aplican extractos
vegetales en ciertas concentraciones o por
tiempos prolongados de exposicion,
llegando incluso a causar citotoxicidad y
genotoxicidad como sucedié con extracto
de manzanilla (Matricaria chamomilla) en
células meristematicas de Allium cepa
(Fernandez et al., 2021). Por tanto, los
resultados sugieren que no es conveniente
emplear cantidades considerables del
producto utilizado para favorecer la
fisiologia de los cultivos y, por lo tanto, la
presente propuesta puede ser una alternativa

para bioestimular el crecimiento vegetal.

Figura 1.
Longitud de brotes de A. potatorum in vitro con

aplicacion de extracto de D. mexicana.
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Nota: los tratamientos que presentan la misma
letra no son estadisticamente diferentes (Tukey,
p =0,05).

Para numero de raices los resultados
obtenidos coinciden con Maximo vy
Lourenco  (2000),

observaron que a menor concentracion de

quienes  también

extracto se produce un efecto
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bioestimulador, pero a concentraciones

elevadas el efecto es contrario (Fig. 3).

Figura 2

Respuesta morfogénica en brotes de A.
potatorum in vitro con aplicacion de extracto de
D. mexicana.

Nota: 1. Control, 2. 10 mL L%, 3.20mL Ly
4,30 mL L

También, Reigosa y Pazos-Malvido (2007)
mencionaron que el tratamiento control y la
dosis mas concentrada de extracto a partir
de Ulex europaeus L. presentaron valores
negativos, relacionando dichas respuestas
con el efecto nocivo que provocan los
alcaloides, é&cidos fendlicos y otros
metabolitos como los que se encuentran en
Urtica dioica y que provocaron una
respuesta similar, segin lo publicado por
Grevsen et al. (2008) y Lapinskaya y
Kopyt'Ko (2008). Al respecto, Reigosa y
Pazos-Malvido (2007) sefialaron que los
acidos fenolicos, asi como otros metabolitos
secundarios, tienen un efecto nocivo en el
crecimiento vegetal. Por ello es posible que
los metabolitos secundarios responsables de
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dicha respuesta negativa en concentraciones
mayores a 10 mL L™ sean flavonoides (de
naturaleza fenodlica), ya que son de los
metabolitos secundarios mas abundantes en
D. mexicana (Cartaya y Reynaldo, 2001).
Por lo tanto, el empleo de extracto a partir
de D. mexicana arazéon de 10 mL L™, puede
ser un bioestimulador radicular en
agricultura al provocar un efecto
significativo y positivo (Tukey, p =0,05) en
la formacion de raices en A. potatorum con

relacion al tratamiento control (Figura 3).

Figura 3
Formacion de raiz en brotes de A. potatorum in
vitro con aplicacion de extracto de D.
mexicana.
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Tratamientos

Nota: los tratamientos que presentan la misma
letra no son estadisticamente diferentes (Tukey,
p = 0,05).

De la misma forma, para la variable
longitud de raiz se tuvo un efecto
significativo (Tukey, p = 0,05), 10, 20y 30
mL L? de extracto a partir de D. mexicana
como bioestimulante en la longitud de
raices con relacion al tratamiento control
(Fig. 4). Sin embargo, con 30 mL L™ de
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extracto no se aprecia variacion
significativa entre las tres concentraciones
(Tukey, p=0,05) en la longitud de raiz (Fig.
4), lo cual coincide nuevamente con lo
publicado por M&ximo y Lourenco (2000)
que a bajas concentraciones de extracto hay
un efecto bioestimulante, pero a
concentraciones elevadas las respuestas se
inhiben. Por lo tanto, estos resultados
parecen indicar que las concentraciones de
de 10 y 20 mL L' de extracto
hidroalcohdlico de D. mexicana en A.
potatorum tienden a favorecer la formacion
y longitud de raices en A. potatorum,
especie de crecimiento lento y, por ende, las
mismas respuestas fisioldgicas se podrian
observar con mayor apreciacion en otros
modelos vegetales, 0 en menor tiempo.

Por otra parte, valdria la pena considerar
que las respuestas fisioldgicas negativas
también podrian estar influenciadas por la
posible presencia de etileno, el cual puede
producirse como respuesta al estrés que los
extractos y las condiciones in vitro logren
causar como ha sucedido en otros modelos
vegetales cultivados in vitro (Aguilar-

Jiménez y Rodriguez-de-l1a-O, 2020).
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Figura 4
Longitud de raiz en brotes de A. potatorum in
vitro con aplicacion de extracto de D.
mexicana.
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Nota: los tratamientos que presentan la misma
letra no son estadisticamente diferentes (Tukey,
p = 0,05).

Efecto de reguladores de crecimiento en
brotes de Agave potatorum cultivados in
vitro

Los resultados obtenidos indican que el
regulador de crecimiento AIA gener6 mas
raiz de forma significativa (Tukey, p = 0,05)
en comparacion a los demés tratamientos y
Unicamente de forma similar en su longitud
también al extracto vegetal a razon de 10
mL L? (Fig. 5). La respuesta para AlA es la
esperada, porque uno de sus efectos
principales es favorecer el sistema radicular
(Taiz 'y Zeiger, 2006),
corroborada por  Aguilar-Jiménez y
Rodriguez-de-la-O  (2018b) cultivando

Agave marmorata in vitro. Por lo tanto, los

respuesta

resultados logrados con 10 mL L* de
extracto vegetal sugieren que puede
emplearse como un bioestimulante para

favorecer un buen sistema radicular, no sélo
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en plantas in vitro, sino que también en
cultivos tradicionales, por lo cual se
recomienda realizar las pruebas necesarias
ya sea en condiciones de campo abierto o en
invernadero.

Con respecto al efecto de las citocininas, los
resultados  obtenidos  coinciden  con
Enriquez-del Valle et al. (2005), Arzate-
Fernandez y Mejia-Franco (2016) y Arzate-
Fernandez et al. (2020), quienes mencionan
que la formacion de brotes en Agave spp.,
estuvo determinada por la presencia de
aquellas. Por lo tanto, las respuestas
obtenidas permiten descartar que las
concentraciones de extracto a partir de D.
mexicana tengan algun efecto
bioestimulante en la formacion de brotes en
A. potatorum bajo condiciones in vitro.
También se descarta que tengan efecto en la

formacion de callos (desdiferenciacion

Cuadro 1.

celular) como se muestra en la Tabla 1 y
Fig. 5, respuesta obtenida unicamente con
BAP como evidenciado por Aguilar et al.
(2018a) en A. potatorum. No obstante, las
tres concentraciones de extracto vegetal
causaron una coloracién de color pardo en
el medio de cultivo, asi como tejidos
ligeramente necrosados en la base de los
brotes después de ocho semanas in vitro. La
misma situacion se encuentra cuando se

emplean reguladores de crecimiento
vegetal, cuyas respuestas pueden variar
dependiendo de la especie trabajada
(Hurtado y Merino, 2000); en este mismo
trabajo los fitorreguladores ANA y KIN
también mostraron un ligero
obscurecimiento del medio y necrosis de

tejidos basales (Fig. 5).

Efecto de reguladores de crecimiento vegetal y concentraciones de extracto a partir de Discocnide
mexicana en brotes in vitro de Agave potatorum Zucc.

Tratamientos | Numero de | Longitud de NUmero Longitud | Presencia de | Presencia de
brotes brotes de raiz de raiz callo necrosis

MS 0£0 58+12a 0.3  0.4c 1.7 £0.5b

MS + ANA 00 1.3+08b 0.2 £ 0.2¢ 0.2+0.2¢ Si

MS + AIA 0£0 6.7+12a 44+12a 46+15a

MS + KIN 13+0.7a2.4 6.8+0.7a 0+£0 00 Si

MS + BAP + 0.8a 1.4 £0.5b 0£0 0£0 Si

MS + 2IP 12 + 04a 6.6 +1.3a 00 00

MS + 10 mL 0£0 6.9+ 14a 2.3+0.6b 3.3+0.8a Si

extracto

MS + 20 mL 0£0 1.7 £0.6b 0.8+0.3¢c 2.2+£0.9b Si

extracto
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MS + 30 mL 1.3+0.8b

extracto

0.4+0.2c

2.0+0.5b

Nota: Respuestas morfogénicas y fisioldgicas de reguladores de crecimiento y concentraciones de
extracto a partir de D. mexicana en brotes in vitro de A. potatorum Zucc. Los tratamientos que tienen la
misma letra no son estadisticamente diferentes (Tukey, p = 0,05).

Figura 5

Efecto de reguladores de crecimiento vegetal y
concentraciones de extracto a partir de
Discocnide mexicana en brotes in vitro de
Agave potatorum con relacién a un tratamiento
control.

CONCLUSIONES
El empleo de extracto hidroalcohdlico a
partir de D. mexicana en brotes in vitro de
A. potatorum, tiene efecto bioestimulante
para formacion y longitud de raices
significantemente mejor (Tukey, p = 0,05)
con relacion al control y de forma similar a
AlA cuando se emplea en concentracion
baja (10 mL L™). No obstante, el extracto a
partir de D. mexicana en brotes in vitro de
A. potatorum, no mostr6 tener efecto
bioestimulante para formacion de nuevos
brotes y también no causé desdifereciacion
sin las  tres

celular; embargo,

concentraciones de extracto causan ligera
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necrosis en la base de los brotes de A.
potatorum cultivados.

Finalmente, el empleo de 10 y 20 mL L™* de
extracto a partir de D. mexicana, también
favorece el color y vigor en brotes de A.

potatorum cultivados in vitro.
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