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RESPUESTAS MORFOGÉNICAS in vitro Y CARACTERIZACIÓN FITOQUÍMICA DE LA 

Euphorbia nutans Lag. 

In vitro MORFOGENETICS RESPONSES AND PHYTOCHEMICAL 

CHARACTERIZATION OF Euphorbia nutans Lag. 

Daniel Aguilar Jiménez1; José Luis Rodríguez De la O2 

 

RESÚMEN 

Se realizó la obtención de respuestas 

morfogénicas in vitro y caracterización 

fitoquímica de la Euphorbia nutans Lag. 

con el objetivo de contar con un protocolo 

de propagación masiva de esta planta, 

además de conocer los metabolitos 

secundarios presentes en ella y poder 

realizar una comparación fitoquímica de 

los extractos de plantas silvestres con 

callos obtenidos in vitro. Para el cultivo in 

vitro se emplearon las sales inorgánicas 

de Murashige y Skoog (1962) al 100 %. 

La mejor respuesta para formación de 

brotes a partir de hojas fue promovida con 

ácido indol-3-acético (AIA) más 6-

Benciladenina (BA) y la formación de raíz 

con ácido naftalenacético (ANA) más BA. 

El análisis cromatográfico de los extractos 

reveló la presencia de β-sitosterol, 

estigmasterol, β-lupeol, acetato de α y β-

amirina y un tipo iridoide no reportado en 

plantas de esta familia.                            

PALABRAS CLAVE: In vitro, callo, 

fitoquímica, β-lupeol, iridoide.                  

                 

Alumno de la tesis1  

Director de la tesis2 

ABSTRACT 

Morphogenic responses in vitro and 

phytochemical characterization of 

Euphorbia nutans Lag. was done in order 

to have a protocol for mass propagation of 

this plant, in addition to knowing the 

secondary metabolites present in it and to 

make a phytochemical comparison of the 

wild plant extracts with calluses obtained 

in vitro. In vitro culture used inorganic salts 

Murashige and Skoog (1962) 100 %. The 

best response for shoot formation from 

leaves was promoted with indole-3-acetic 

acid (AIA) plus 6-benzyladenine (BA) and 

root formation with naphthaleneacetic 

acid (ANA) plus BA. The extracts 

chromatographic analysis revealed the 

presence of β-sitosterol, stigmasterol, β-

lupeol, acetate of α and β-amyrin and an 

iridoid type not reported in plants of this 

family.  

                                           

KEYWORDS: In vitro, callus, 

phytochemical, β-lupeol, iridoid. 
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 INTRODUCCIÓN GENERAL 

Las plantas que pertenecen a la familia Euphorbiaceae pueden ser árboles, 

arbustos, hierbas o plantas trepadoras y en común, todas ellas tienen látex y pueden 

ser plantas monoicas o dioicas (Stevens et al., 2001). Bingtao Li et al. (2008) 

menciona 322 géneros y 8,910 especies. Es considerada la sexta familia más 

diversa entre las Angiospermas después de Orchidaceae, Compositae, 

Leguminosae, Gramineae y Rubiaceae (Radcliffe-Smith, 1987) de tal modo que se 

han realizado numerosos trabajos de investigación científica mediante el cultivo de 

tejidos vegetales in vitro (Kondamudi, et al., 2009) así como estudios fitoquímicos 

sobre plantas de esta familia (Euphorbiaceae) (Lynn y Clevette, 1987; Kheyrodin y 

Ghazvinian, 2012 y Zedan et al., 2013).  

Dentro de la familia Euphorbiaceae se encuentra la planta Euphorbia nutans Lag., 

de nombre común: “siridonia”, la cual crece por lo regular donde hay asentamientos 

humanos en la Mixteca de Puebla, en particular en Acatlán de Osorio, Tulcingo del 

Valle, Tecomatlán, Tehuitzingo, Izúcar de Matamoros, La Trinidad Tepango y 

Atlixco, sin descartar otros lugares de nuestro país (Toledo, 1994). Es una planta 

herbácea, generalmente anual y a veces perenne, por lo común erecta o 

ascendente pero se puede encontrar raramente rastrera o postrada, y como 

característica sus hojas pueden presentar una mancha de color rojo generalmente 

en el centro (Rzedowski y Rzedowski, 2001). No obstante, en la Mixteca Poblana 

ésta planta sólo es considerada como maleza en los terrenos de cultivo, 

principalmente de caña de azúcar (Saccharum officinarum) y cachuate (Arachis 

hypogaea), empleándola de forma empírica por algunas personas como infusión 

para sanar padecimientos de gastritis así como para cicatrizar heridas externas, 

llegando a tener resultados palpables en una semana. 

 

No obstante, de los numerosos estudios sobre micropropagación y análisis 

fitoquímicos en Euphorbiaceae, no hay algún estudio científico sobre Euphorbia 

nutans Lag. en el buscador “Scopus” de la UNAM, donde únicamente se encontró 

un artículo publicado por Atwell (2000) en el que se le describe como una maleza 
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de difícil control en el cultivo de algodón en Estados Unidos. Por lo tanto, este trabajo 

genera los primeros estudios científicos a nivel mundial sobre la planta mencionada. 

 

PROBLEMÁTICA 

Las plantas de la familia Euphorbiaceae son difíciles de trabajar mediante el cultivo 

de tejidos (Lee et al. 1982; Tideman y Hawker 1982; Ripley y Preece 1986; Dewir et 

al., 2005), particularmente por la falta de un protocolo eficaz para su regeneración 

in vitro (Bin Xu et al., 2008). Además, se desconoce por completo qué metabolitos 

secundarios puede tener Euphorbia nutans Lag. 

 

Por lo tanto ¿Se podrán establecer las condiciones in vitro que permitan la 

propagación de esta especie así como su aclimatación ex vitro? En caso de lograr 

la propagación in vitro de Euphorbia nutans Lag. ¿Se podrán aislar y determinar, 

mediante análisis fitoquímico, la presencia de metabolitos secundarios de interés 

fármaco-biológico tanto en plantas silvestres como en material vegetal in vitro?  

 

JUSTIFICACIÓN E IMPORTANCIA 

El manejo manejo celular in vitro permitirá entender y comprender en mejor forma, 

desde el punto de vista biológico, su tipo de reproducción y factores asociados a él. 

También, su manejo in vitro permitirá contar con un protocolo de regeneración 

celular y de diferentes respuestas morfogénicas que den la pauta para entender la 

posible causa del por qué no se ha tenido éxito en el manejo celular in vitro en otras 

especies cercanas o similares a ella. Además, esto permitirá contar con la 

disposición de material vegetal suficiente para la extracción de sus respectivos 

metabolitos secundarios de importancia una vez aislados e identificados mediante 

técnicas fitoquímicas y de espectrometría en material vegetal silvestre. Así mismo, 

esto da la posibilidad de abrir la puerta a la industria farmacéutica para la obtención 

y aplicación, en mejor forma, de dichos metabolitos secundarios, con lo cual se le 

estaría dando un “valor agregado” a esta especie vegetal que hasta el momento 

pasa desapercibida y/o sólo es considerada como maleza en los terrenos de cultivo 

y en los caminos. 
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OBJETIVO GENERAL 

Obtener respuestas morfogénicas in vitro para la propagación masiva de Euphorbia 

nutans Lag. y realizar un análisis y comparación fitoquímica de los extractos de 

plantas silvestres con material vegetal obtenido in vitro de plantas colectadas en la 

Mixteca Poblana para caracterizarla fitoquímicamente. 

 

Objetivos específicos 

Establecer condiciones que permitan promover las respuestas morfogénicas a partir 

de diferentes explantes cultivados in vitro de Euphorbia nutans Lag. 

 

Identificar metabolitos secundarios en Euphorbia nutans Lag. mediante RMN 1H y 

RMN 13C y comparar en placas cromatográficas los metabolitos secundarios de 

material vegetal obtenido in vitro vs extractos de plantas silvestres. 

 

HIPÓTESIS 

Las respuestas morfogénicas in vitro en Euphorbia nutans Lag. serán promovidas 

por el tipo, concentración y/o combinación de fitorreguladores en el medio de cultivo 

y no estarán condicionadas por el tipo de explante empleado.  

 

La presencia de metabolitos secundarios en Euphorbia nutans Lag. variaran en 

extractos de plantas silvestres respecto al material vegetal obtenido in vitro debido 

a las diferentes condiciones nutritivas y ambientales en el laboratorio. 

 

REVISIÓN DE LITERATURA 

 

Descripción de las Euphorbiaceas 

Las plantas que pertenecen a la familia Euphorbiaceae pueden ser árboles, 

arbustos, hierbas o plantas trepadoras con látex, plantas monoicas o dioicas. Frutos 

generalmente capsulares y separándose en 3 cocos, o a veces abayados o 

drupáceos; semillas con una cubierta seca o carnosa, frecuentemente carunculadas 

y generalmente con endosperma (Stevens et al., 2001). 
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Webster (1994) cita alrededor de 8,700 especies ubicadas en 320 géneros de la 

familia Euphorbiaceae siendo una de las más grandes a nivel mundial ocupando el 

sexto lugar en diversidad después de las familias: Orchidaceae, Asteraceae, 

Fabaceae, Poaceae y Rubiaceae. No obstante, Bingtao Li et al. (2008) refieren 322 

géneros y 8,910 especies. Su distribución es subcosmopolita pero se encuentra 

mejor representada en zonas tropicales y subtropicales, no obstante, los géneros 

Croton y Euphorbia también se han encontrado en zonas templadas (Martínez et 

al., 2002), alcanzando su máxima diversidad y abundancia en bosques tropicales 

caducifolios (Steinmann, 2002).  

Ésta familia es de suma importancia para uso medicinal, industrial, alimenticio y 

ornamental (Steinmann, 2002) y se reconocen 43 géneros y 782 especies 

(Rzedowski, 1991) de la familia Euphorbiaceae en México, donde el 57 % son 

endémicas al país. Por otra parte Martínez et al. (2002) citan 50 géneros y 826 

especies incluyendo introducidas y/o cultivadas, de las cuales 55.52 % son 

endémicas de México (Rzedowski; 1991), no obstante, Martínez et al. (2002) 

calcularon que el endemismo nacional para Euphorbia es del 58.6 %, pues de 447 

especies endémicas de México, el 41.6 % son endémicas locales, es decir, su 

crecimiento se restringe a un lugar en particular en el país. Dentro de su gran 

diversidad se encuentran especies cultivadas, plantas en peligro de extinción (Lee 

et al. 1982; Tideman y Hawker 1982; Ripley y Preece, 1986; Dewir et al. 2005), así 

como como malezas que no se han estudiado y pueden tener un uso muy 

importante. 

 

Género Euphorbia 

Es un género de plantas de la familia Euphorbiaceae muy extenso, variable y 

distribuido mundialmente, siendo uno de los más diversos en cuanto a forma y 

tamaño. Además, tienen una alta especialización en la inflorescencia: el ciatio, que 

agrupa a flores unisexuales en característicos pseudantios que se agrupan en cimas 

principalmente. Estos consisten en una flor central pistilada rodeada de cinco grupos 

de flores con estambres. Todas las flores están en un involucro con cuatro glándulas 

en los márgenes. La flor central femenina abre antes que las masculinas, 
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funcionando cada ciatio como una flor protoginia hermafrodita. Las glándulas del 

ciatio producen néctar, y la polinización es principalmente zoófila. El ciatio la hace 

parecer tanto a una flor hermafrodita que Linneo y otros autores la interpretaron 

como una flor verdadera. Sin embargo, J. B. Lamarck, constató que el ciatio era una 

inflorescencia y así se la sigue reconociendo (Steinmann, 2002). 

El género Euphorbia posiblemente el segundo género más grande de la flora de 

México, después de Salvia. No obstante, hay floras regionales donde las 

euforbiáceas no han sido tratadas, tal es el caso de la flora regional de Veracruz y 

la del Valle de Tehuacán-Cuicatlán, Puebla. En el estado de Puebla, Steinmann 

(2002) cita 29 especies con diversidad y endemismo de 177 especies que 

pertenecen a géneros con una revisión moderna. El mismo autor concluye que hasta 

el año 2002 menos del 25 % de las Euphorbiaceae han sido sometidas a una 

revisión y que hacen falta datos acerca de fitogeografía, anatomía, biología de la 

polinización y números cromosómicos. De lo anterior, en el trabajo realizado por 

Martínez et al. (2002) sobre los géneros de la familia Euphorbiaceae en México y 

en el trabajo de Steinmman (2002) sobre diversidad y endemismo de la familia 

Euphorbiaceae en México, no se menciona a la especie Euphorbia nutans Lag. 

 

Euphorbia nutans Lag. 

La clasificación taxonómica se llevó a cabo gracias a la colaboración y apoyo de la 

M. C. Ernestina Cedillo Portugal, Profesora-investigadora del Departamento de 

Preparatoria Agrícola, Herbario Jorge Espinosa Salas de la Universidad 

Autónoma Chapingo, y al Dr. Víctor W. Steinmann. Botánico que se desempeña 

como investigador en el "Instituto de Ecología" del Centro Regional del Bajío, 

Pátzcuaro, Michoacán, realizando sistemática de la familia Euphorbiaceae y  

Urticaceae en la florística de México.  

 

Por lo tanto y de acuerdo a dos sistemas de clasificación: 1) Sistema de clasificación 

de Cronquist (1981) (tradicional) y 2) Sistema APGIII (Angiosperm Phylogeny Group 

III), que es la nueva forma de clasificación de plantas con flores (Stevens, 2001) 

queda Euphorbia nutans Lag. de la siguiente manera: 
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Método de Cronquist (1981). 

Con base a lo citado por Lagasca y Segura (1816), y Rzedowski y Rzedowski 

(2001): 

 

Reino: Plantae 

           División: Tracheophyta (plantas vasculares) 

                        Subdivisión: Spermatophytina (plantas con semillas) 

                                    Clase: Magnoliopsida (dicotiledóneas)  

                                                 Subclase: Rosidae  

                                                              Familia: Euphorbiaceae 

                                                                         Orden: Euphorbiales 

                                                                                     Género: Euphorbia 

                                                                                                 Especie: nutans Lag. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Características morfológicas y botánicas de un ejemplar de Euphorbia 

nutans Lag. A) Hábito de crecimiento B) Hojas y estípulas C) Ciato y fruto D) Semilla. 

Fuente: Hossein y Riina (2001). 
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Figura 2. Colecta de Euphorbia nutans Lag. A) y B) Euphorbia nutans Lag. en un 

campo de futbol soccer en Izúcar de Matamoros C) y F) Euphorbia nutans Lag. en 

un cultivo de caña de azúcar en Izúcar de Matamoros E) Euphorbia nutans Lag. en 

calles de la Trinidad Atlixco D) Látex de Euphorbia nutans Lag. G) y H) Ejemplar de 

Euphorbia nutans Lag para su clasificación taxonómica. 

 

Es importante destacar que un ejemplar se encuentra registrado con número de 

registro: 25193 en el herbario Jorge Espinosa Salas de la Universidad 

Autónoma Chapingo, y el otro en el "Instituto de Ecología", Centro Regional del 

Bajío, Pátzcuaro, Michoacán. 
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Figura 3. Ejemplar de Euphorbia nutans Lag. en el Herbario Jorge Espinosa, Sala 

de Preparatoria agrícola de la Universidad Autónoma Chapingo. 

 

Método APGIII 

Este sistema es la última versión del sistema para la clasificación de las 

angiospermas según criterios filogenéticos. Fue publicado en 2009 por un vasto 

grupo de investigadores que se autodenominó APG III. Esta versión sucede y 

reemplaza a aquellas publicadas en 1998 (denominada APG I) y en 2003 (APG II). 

El sistema es diferente de las anteriores aproximaciones al ordenamiento de las 

angiospermas, que estaban basadas principalmente en criterios morfológicos. El 

sistema APG III, al igual que las dos versiones anteriores, se basa en datos 

moleculares, secuencias de ADN del núcleo celular, de la mitocondria y del 

cloroplasto, y en el análisis filogenético de los mismos. Intenta, de este modo, 

ordenar la diversidad de las angiospermas sobre la base de su filogenia, es decir, 

recuperando la evidencia de una serie de eventos únicos que comprende la historia 

evolutiva de este grupo de plantas. A través de la filogenia se puede comenzar a 

entender la diversificación, las regularidades en los patrones de la evolución, o 

simplemente sugerir cambios evolutivos individuales dentro de un clado. De este 

modo, se descubrieron relaciones entre las angiospermas que obligaban a 

deshacerse de muchas hipótesis largamente aceptadas acerca de su evolución 
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(Stevens, 2001). APG III ordenó y agrupó a las angiospermas en 415 familias, la 

mayor parte de las cuales se halla incluida en algunos de los 59 órdenes aceptados 

por este sistema. Tales órdenes, a su vez, se distribuyen en clados (Stevens, 2001). 

 

Figura 4. Diagrama simplificado que ilustra el árbol filogenético de las 

angiospermas. Se muestran los grandes grupos de angiospermas (angiospermas 

basales, magnólidas, monocotiledóneas y eudicotiledóneas) en diferentes colores. 

Basado en APG III (2009). 

 

 

Figura 5. Acercamiento de la imagen del sistema de clasificación de la familia 

Euphorbiaceae en base al método APG III (2009) (Stevens, 2010). 
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Al ser el género Euphorbia uno de los más grandes y complejos entre las 

fanerógamas, muchos botánicos han hecho esfuerzos infructuosos para subdividirlo 

en otros más pequeños. Es por ello que, según recientes estudios de secuencia de 

ADN la mayoría de los más pequeños "géneros satélite" del gran género Euphorbia 

anidan en él. En consecuencia estos táxones, junto con el nunca aceptado 

Chamaesyce así como el más pequeño Cubanthus Millsp. Elaeophorbia, 

Endadenium, Monadenium, Synadenium y Pedilanthus fueron transferidos a 

Euphorbia por Steinmann y Porter (2002), Steinmann (2003) y Bruyns et al. (2006); 

incluso, la subtribu íntegra Euphorbiinae ahora consiste únicamente en el género 

Euphorbia. 

 

Cuadro 1. Comparación de los sistemas de clasificación según Cronquist (1981) y 

APG III (2009). Fuente: Idárraga et al. (2011). 

Sistema de clasificación de Cronquist APG III 

Agavaceae Asparagaceae, Xanthorrhoceae 

Alliaceae Amaryllidaceae 

Clusiaceae Calophyllaceae, Clusiaceae, Hypericaceae 

Cochlospermaceae Bixaceae 

Cuscutaceae Convolvulaceae 

Eremolepidaceae Santaleaceae 

Euphorbiaceae Euphorbiaceae, Peraceae, Phyllanthaceae 

Flacourtiaceae Achariaceae, Malvaceae, Salicaceae 

 

El cuadro anterior muestra algunas familias que han sido modificadas como 

resultado de haber sido ya sea incorporadas en diferentes familias tradicionalmente 

aceptadas, segregadas en varias familias (Cronquist) o incluidas en nuevas familias 

recientemente descritas (APG III)  

 

FUNDAMENTO DE LAS TÉCNICAS EMPLEADAS 

 

Cultivo de células y tejidos vegetales in vitro 

Se define como el cultivo de células y/o tejidos de una planta en recipientes estériles 

y de forma aséptica bajo condiciones nutritivas y ambientales controladas (Pierik, 
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1991). Considerándose cinco etapas como las principales para llevar a cabo el ciclo 

completo del cultivo de células y tejidos vegetales in vitro: Etapa 0 (Pre 

acondicionamiento y tratamiento fitosanitario del material original), Etapa I 

(Establecimiento in vitro de explantes), Etapa II (Multiplicación del material vegetal), 

Etapa III (Enrraizmiento in vitro de los brotes obtenidos), Etapa IV (Aclimatación de 

las plántulas obtenidas in vitro bajo condiciones de invernadero) (Hurtado y Merino, 

2000). En la actualidad, el medio de cultivo mayormente empleado en el cultivo de 

células y tejidos vegetales in vitro es el de Murashige y Skoog (MS) (1962), aunque 

hay muchos otros y algunos de ellos sólo son variaciones del medio MS, y a ello se 

debe el éxito de muchas especies cultivadas para la propagación masiva o la 

obtención de metabolito secundarios (Calva y Pérez, 2005).  

 

Fitoquímica 

La química de las plantas o fitoquímica (Albornoz, 1980) es la disciplina que se 

encarga del estudio químico de todas las sustancias presentes en ellas.  Y de 

acuerdo con Harborne (1984), involucra una enorme cantidad de sustancias 

orgánicas que son elaboradas y acumuladas por las plantas como metabolitos 

primarios y secundarios, su biosíntesis, distribución y función biológica. Por lo tanto, 

la fitoquímica es fundamental para la obtención de principios activos de plantas 

medicinales fundamentándose en el aislamiento, purificación e identificación 

estructural de los mismos mediante técnicas análíticas (cromatografía en columna 

y capa delgada) y métodos de identificación y caracterización (espectrometría de 

masas, espectroscopía y resonancia magnética nuclear) (Reyes Trejo, 1991). 

No obstante, para poder aislar los metabolitos de una determinada planta primero 

se debe de aplicar algún método de extracción, los cuáles se clasifican de la 

siguiente forma:  

 

a) Extracción mecánica: por expresión y por insiciones. 

b) Destilación: por arrastre de vapor. 
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c) Extracción con disolventes: discontínua (maceración, digestión, infusión, 

decocción) y contínua (percolación, soxhlet) (Albornoz, 1980; Harborne, 

1984; Reyes Trejo, 1991). 

 

Posteriormente a la obtención del extracto vegetal, de acuerdo con Harborne (1984), 

se debe de llevar a cabo la separación de sus diferentes compuestos por medio de 

técnicas cromatográficas, y en la actualidad las más comúnes son: cromatografía 

en capa delgada (TLC), cromatografía por gravedad en columna, cromatografía 

gas-líquido (GLC) y cromatografía de líquidos altamente presurizada (HPLC). 

Donde la selección de la técnica cromatográfica, de acuerdo con Reyes Trejo 

(1991), dependerá de la solubilidad y volatilidad de los compuestos que se van 

aseparar.  

 

Así mismo, una vez obtenido algúno o algunos metabolitos más o menos puros, 

puros es lo ideál, es impresindible emplear uno o varios métodos de identificación y 

caracterización de los compuestos como es la espectrometría de masas, la 

espectroscopía infrarroja, espectroscopía ultravioleta y visible, espectroscopía de 

resonancia magnética nuclear (RMN) y difracción de rayos-X (Albornoz, 1980; 

Alejandro Domínguez, 1985; Reyes Trejo, 1991).  
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CAPITULO I 

GERMINACIÓN in vitro DE SEMILLAS DE Euphorbia nutans Lag. 

 

RESUMEN 

La planta Euphorbia nutans Lag., considerada con propiedades medicinales ha 

mostrado dificultades para establecerse bajo condiciones in vitro mediante ápices, 

segmentos nodales y tejidos de hoja, por lo que este trabajo se llevó a cabo para 

determinar el tratamiento que permita la obtención de plantas in vitro. Se aplicaron 

dos métodos de desinfestación de semillas para el establecimiento in vitro y se 

empleó el medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962) 100 % más suplementos, 

adicionando por separado los reguladores de crecimiento vegetal: BA, AG3 y AIA en 

1.0 mg·L-1. La germinación in vitro se evaluó en presencia y ausencia de luz y tres 

diferentes posiciones de las semillas en el medio de cultivo. Los resultados indican 

que el tratamiento con AG3 favoreció la germinación de semillas in vitro de 

Euphorbia nutans Lag. y la posición de la semilla en el medio de cultivo sí influye en 

ello ya que se obtuvieron mejores resultados en dos tratamientos al colocarla  

superficialmente. Así mismo, la presencia de luz juegan un papel fundamental para 

el proceso de germinación in vitro de semillas de Euphorbia nutans Lag. (2.7 % de 

semillas germinadas a las dos semanas y 22.7 % a los 60 días) y en obscuridad 

hubo nula germinación aún a los 60 días de cultivo in vitro. Muriendo la mayoría 

después de dos meses de cultivo in vitro sin pasar los 1.5 cm de longitud. 

Finalmente, el 100 % de la germinación tuvo éxito al emplear 3 mg·L-1 de nitrato de 

plata (AgNO3-). Para las respuestas a la germinación se utilizó el modelo de 

regresiones lineal con una significancia de p≤0.01 con los datos obtenidos cada 

semana de cultivo y se utilizó la prueba de la prueba de Tukey (p=0.05) para 

comparar la media del efecto de los tratamientos sobre número y longitud de brotes 

y raíz. 

 

Palabras clave: Reguladores de crecimiento, luz, obscuridad, profundidad. 
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INTRODUCCIÓN 

La germinación in vitro de semillas de Euphorbia ha sido poco reportada. En 

semillas de la Givotia rottleriformis Griff (Euphorbiaceae) la germinación aumentó 

en un 90 % con AG3 (3 %) después de 36 horas a la siembra (Rambabu et al., 2005). 

Rambabu et al. (2006) presentaron un protocolo para la germinación de Givotia 

rottleriformis (var. Tel. Thella Poniki) mediante el cultivo de embriones zigóticos in 

vitro en un medio de Murashige y Skoog adicionado con 30 g·L-1  de sacarosa 

obteniendo el 100 % de germinación y encontrando que una concentración mayor 

o menor a 30 g·L-1 la germinación era menor o se promovía la formación de callo, 

así el crecimiento de las plántulas obtenidas fue promovido por la adición de 100 

mg·L-1 de tirosina en el medio de cultivo, las plántulas germinadas que se 

mantuvieron en presencia de 0.2-0.4 mg·L-1 de ácido naftalenacético (ANA) y 0.3-

0.5 mg·L-1 de ácido indol-3-butírico (AIB) fueron anormales, logrando una 

supervivencia del 60-70 % en la aclimatación de las plántulas obtenidas. Kamatham 

et al. (2012) colocaron semillas de Givotia rottleriformis Griff a diferentes 

temperaturas (35-65 °C) por 24 horas en un medio de cultivo de Murashige y Skoog 

con los macronutrientes diluidos a la mitad de su concentración, resultando 55 °C 

como la mejor temperatura para activar la emergencia de los embriones zigóticos 

logrando una frecuencia de germinación del 96.5 %, además, las plantas obtenidas 

mostraron un crecimiento superior (37.8 cm) y número de hojas (11.8). Sri y 

Chandrasekhara (2014), reportaron la germinación de semillas sin testa de Drypetes 

roxburghii (Euphorbiaceae), las cuales fueron cultivadas en un medio de cultivo de 

Murashiige y Skoog suplementado con 1.4 µM de AG3 + 0.01 % de carbón activado, 

resultando una máxima germinación de las semillas de 83.30 ± 0.63 %. Todo parece 

indicar que el AG3, tiene un papel primordial para activar la germinación de semillas 

de plantas de la familia Euphorbiaceae. Como es evidente, la germinación de 

semillas de Euphorbiaceae ha sido estudiada pero los resultados indican que cada 

género y especie presenta dificultades particulares para lograr una germinación 

exitosa. Por lo tanto, en semillas de Euphorbia nutans Lag. se plantea determinar el 

mejor tratamiento con los reguladores de crecimiento: ácido indol-3-acético (AIA), 

N-6-benciladenina (BA) y ácido giberélico (AG3), que permita la obtención de plantas 
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de Euphorbia nutans Lag. a partir de semillas in vitro bajo condiciones de luz y 

oscuridad y a partir de ahí inducir respuestas morfogénicas in vitro. 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Material vegetal  

La presente investigación se realizó con semillas de Euphorbia nutans Lag. 

colectadas en Izúcar de Matamoros, Puebla, México, durante el mes de Julio del 

año 2013 en el Laboratorio de Cultivo de Células y Tejidos Vegetales in vitro del 

Departamento de Fitotecnia de la Universidad Autónoma Chapingo. 

 

Proceso de desinfestación  

Para el establecimiento in vitro se aplicaron dos métodos de desinfestación de 

semillas: a) lavar las semillas con agua y jabón y enjuagar con agua de llave, 

después colocar en alcohol 70 % v/v durante 1 minuto, en seguida enjuagar con 

agua de llave y sumergirlas en una solución de cloro 15 % v/v (Cloralex) por 15 

minutos, enjuagar tres veces con agua destilada estéril en campana de flujo laminar 

de aire, y b) lavar las semillas con agua y jabón, enjuagar con agua de llave y colocar 

en peróxido de hidrógeno (H2O2) durante 2 horas en agitación. 

 

Condiciones de cultivo in vitro  

Se empleó el medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962) 100 %, suplementado 

con myo-inositol 100 mg·L-1, tiamina-HCl 0.40 mg·L-1, sacarosa 30 g·L-1; 

adicionando por separado los reguladores de crecimiento vegetal: AIA (T4), AG3 

(T3) y BA (T2) en 1.0 mg·L-1, más 0.7 % de agar y ajustando la solución final de los 

tratamientos a un pH de 5.7 ± 0.01. Formando cuatro tratamientos en total con el 

control (T1), el cual únicamente tiene las sales MS 100 % más suplementos pero 

sin reguladores de crecimiento. Después de diluir el agar en el medio de cultivo se 

vertieron 20 mL en cada frasco de vidrio con volumen de 100 mL cada uno y se 

taparon con tapas de polipropileno para esterilizarse por 20 minutos en una 
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autoclave de vapor de agua tipo horizontal a una temperatura de 121 °C y a 1.5 

kg·cm2 de presión.  

 

Después de realizada la siembra in vitro de las semillas, los frascos de cultivo fueron 

incubados a 26 ± 2 °C, donde la mitad de repeticiones (tres) de todos los 

tratamientos se mantuvieron 24 horas con luz artificial mediante lámparas de luz 

blanca, y la otra mitad se mantuvieron en absoluta obscuridad. 

 

Variables evaluadas 

Contaminación por hongos y/o bacterias: Se consideraron frascos de cultivo 

contaminados si se observaban crecimientos de micelio o placas bacterianas. 

Porcentaje de germinación in vitro en luz y en obscuridad: Los tratamientos se 

dividieron en dos partes iguales y una parte (tres frascos por tratamiento) se colocó 

en el área de incubación bajo lámparas de luz blanca artificial y la otra parte se 

colocó en una incubadora que se mantuvo cerrada para evitar la presencia de luz. 

Número y longitud de brotes: Al final del experimento se retiraron los brotes de los 

frascos de cultivo y se colocaron bajo hojas milimétricas para contarse y medirse 

con una regla. 

Número y longitud de raíz: Mismo procedimiento empleado para número y longitud 

de brotes. 

Necrosis: Se consideraron semillas y/o tejidos necrosados cuando presentaron una 

apariencia café-obscura o con liberación de fenoles en el medio de cultivo. 

Presencia o ausencia de callo: Se considera presencia de callo cuando resulta un 

crecimiento celular desorganizado en la base de las plantas. 

Posición de la semilla en el medio de cultivo. A: posición superficial de la semilla, B: 

semilla ligeramente dentro del medio de cultivo, C: semilla completamente dentro 

del medio de cultivo; considerando cinco semillas por frasco con seis repeticiones 

por tratamiento. 
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Análisis de datos  

Para las respuestas a la germinación se utilizó el modelo de regresiones lineal con 

una significancia de p ≤ 0.01 con los datos obtenidos cada semana de cultivo. Para 

las variables: número y longitud de brotes y de raíz, se utilizó un análisis de varianza 

completamente al azar en la evaluación del efecto final de cada tratamiento 

utilizando la prueba de Tukey (p=0.05) para comparar los efectos medios de los 

tratamientos.  

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Contaminación por hongos y/o bacterias  

Los métodos de desinfestación de semillas con cloro al 15 % v/v por 15 minutos y 

con H2O2 en agitación por dos horas fueron óptimos evitando la presencia tanto de 

hongos como bacterias en el medio de cultivo. Esto resulta de importancia  porque 

a pesar de que el embrión viene cubierto por una testa que lo protege y aísla del 

medio exterior pueden traer microorganismos contaminantes adheridos, por lo que 

necesariamente tienen que someterse a un proceso de desinfestación eficiente 

(Kondamudi et al., 2009), y así, tener éxito en el cultivo in vitro ya que se han 

presentado casos donde la presencia de microorganismos evitan la manipulación 

celular in vitro y por ende la obtención de respuestas morfogénicas. 

Además, el empleo de alcohol al 70 % v/v más hipoclorito de sodio 15 % v/v ha sido 

reportado ampliamente como lo mencionan Asma et al. (2008) además de Tween-

20 como un agente tenso activo. En explantes de Euphorbia pulcherrima el alcohol 

e hipoclorito de sodio fueron reportados por Bidarigh y Azarpour (2013), utilizando 

el primero al 10 % por 30 segundos y después hipoclorito de sodio al 30 % por 10 

minutos, igualmente enjuagando tres veces con agua destilada estéril bajo flujo 

laminar de aire, actividades que se pueden reducir con el empleo de H2O2, sin 

embargo, se debe de tener en cuenta que el H2O2 degrada materia orgánica y puede 

ser potencialmente dañino al estar en contacto directo con tejidos vegetales 

(ASTRE, 2004; citado por Flores et al., 2008) por lo que su empleo debe de aplicarse 

sólo para la desinfestación de semillas. 
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Germinación de semillas in vitro en presencia de luz y en obscuridad 

Los resultados demuestran que en éste género la ausencia de luz influye inhibiendo 

la morfogénesis y la germinación in vitro de semillas de Euphorbia nutans Lag. A las 

tres semanas en obscuridad no se activó la germinación y por ello, algunos frascos 

se sacaron a la luz y eso favoreció la germinación de algunas semillas (5 %), en 

cambio, en luz las semillas iniciaron su germinación antes de dos semanas, además 

el porcentaje de germinación a los 60 días fue mayor (22.7 %) (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Germinación de semillas de Euphorbia nutans Lag. bajo dos condiciones 

de luz in vitro. Cada punto representa el porcentaje calculado cada semana de 

incubación, p≤0.01.  

 

Los resultados demuestran que la presencia de luz tiene un papel primordial en la 

germinación in vitro de las semillas de esta especie, esto se debe gracias a que la 

luz ejerce un efecto estimulador para la germinación, lo cual coincide con 

Sunandakumari et al. (2005), quienes reportaron el efecto de la luz en la 

morfogénesis de Euphorbia nivulia Buch, en tanto que, en obscuridad las respuestas 

fueron inhibidas. En otro trabajo, la germinación de semillas in vitro de chile piquín 

(Capsicum annuum) también mostró un mayor porcentaje de germinación en 

condiciones de luz que en obscuridad (Datos aún sin publicar), lo que puede indicar 
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que al ser especies silvestres, tanto chile piquín como Euphorbia nutans, cuentan 

con algún mecanismo fisiológico que les permite germinar en ciertas condiciones, 

pues los lugares donde se encuentran por lo general son suelos ligeros y delgados. 

 

Efecto de reguladores de crecimiento vegetal en la germinación in vitro 

El efecto de los reguladores de crecimiento vegetal para promover la germinación 

in vitro de semillas de Euphorbia nutans Lag. jugó un papel importante así como la 

posición de la semilla en el medio de cultivo. El AG3 activó la germinación en un 60 

% (Figura 2, T3) resultados que coinciden con otros trabajos en germinación in vivo 

como es Rambabu et al. (2005) quienes también emplearon AG3 para promover la 

germinación de semillas de Givotia rottleriformis Griff (Euphorbiaceae) alcanzando 

un 90 % de semillas germinadas en comparación con el testigo con sólo el 5 %. Sri 

y Chandrasekhara (2014) con semillas frescas de Drypetes roxburghii 

(Euphorbiaceae) y AG3 reportaron la germinación de un 83.30 ± 0.63 % removiendo 

la testa de las semillas cultivadas en un medio de cultivo de Murashige y Skoog 

suplementado con 1.4 µM de AG3 + 0.01 % de carbón activado, y posiblemente a 

ello, obtuvieron resultados superiores a Euphorbia nutans, además de que las 

semillas de Euphorbia nutans son muy pequeñas y sería difícil removerles la testa. 

La respuesta de la germinación a AG3 puede deberse gracias a que es estimulador 

de la germinación y además coordina la movilización de las reservas, pues la 

presencia de giberelinas inducen genes que llevan a la síntesis de α-amilasas, 

enzimas hidrolíticas que van a romper macromoléculas (almidón) y donde estas 

moléculas van a pasar al embrión para poder ser utilizadas. La presencia del AIA 

(T4) fue el segundo tratamiento en favorecer la germinación de las semillas de 

Euphorbia nutans Lag. en un 33.3 % (Figura 2), esto puede ser por el efecto de AIA 

sobre el “ablandamiento” o despolimerización de la pared celular y la estimulación 

radicular con lo cual el embrión puede tomar más nutrientes para su activación (Taiz 

y Zeiger, 2006)  
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Figura 2. Semillas de Euphorbia nutans Lag. germinadas in vitro en cuatro 

tratamientos diferentes y con tres posiciones sobre el medio de cultivo para cada 

tratamiento. a) Tratamiento testigo (T1), b) Tratamiento con BA 1 mg·L-1 (T2), c) 

Tratamiento con AG3 1 mg·L-1 (T3), d) Tratamiento con AIA 1 mg·L-1 (T4). T: 

tratamiento; A: posición superficial de la semilla; B: semilla ligeramente dentro del 

medio de cultivo; C: semilla completamente dentro del medio de cultivo. 

 

La presencia de la citocinina BA (T2) mostró un porcentaje similar de germinación 

al tratamiento control (T1) (26.6 %) a pesar de ser un movilizador de nutrientes que 

participa en romper la dormancia de yemas y también en promover la germinación 

(Taiz y Zeiger, 2006). La posición de las semillas de forma superficial dentro del 

medio sí presentó un efecto importante, pues como se puede observar en los 

tratamientos T3 y T4 (Figura 2) el porcentaje de semillas germinadas se vio muy 

favorecida bajo esta condición, seguida en los otros dos tratamientos. Este efecto 

puede ser gracias a que la posición superficial de las semillas no sólo las mantiene 

con buena humedad y nutrientes sino también con una humedad relativa alta y con 
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mayor capacidad de intercambio gaseoso, lo que resulta estimulador para la 

germinación del embrión (Taiz y Zeiger, 2006).  

 

Pero a pesar de los resultados obtenidos en la germinación en presencia de luz 

(22.7 %) y al efecto del AG3 (60 %) sobre germinación de semillas de Euphorbia 

nutans Lag. éstas no se desarrollaron ni crecieron de forma normal y presentaron la 

“triple respuesta al etileno” (Figura 3) muriendo la mayoría después de dos meses 

de cultivo, resultados similares a los obtenidos en Capsicum annuum L. var. 

glabiouscorum (Resultados sin publicar) y a los obtenidos por Bello-Bello et al. 

(2010) en Capsicum chinense J. 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Respuestas a la germinación in vitro de semillas de Euphorbia nutans Lag. 

a los 30 días después de su establecimiento. 

 

Además, se observa claramente la deformación de la raíz e incluso de la plántula 

emergiendo (Figura 3, A), así como problemas de gravitropismo negativo (Figura 3, 

A1                                             A2                                     A3 

B1                                              B2                                B3

C1                                             C2                                 C3
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B), lo cual se podría entender en el tratamiento control ya que no contiene 

reguladores. No obstante, el tratamiento con auxina (AIA) favoreció el gravitropismo 

positivo (Taiz y Zeiger, 2006), sin embargo, las plántulas que logran emerger y 

presentan un gravitropismo positivo en raíz y negativo en tallo también presentaron 

un crecimiento muy lento y con color púrpura, muriendo a las 8-9 semanas a 

consecuencia del daño que sufre la raíz (Figura 3, C), lo que coincide con lo 

reportado por Ortiz et al. (2009) quienes reportan daños en raíces de Arabidopsis 

thaliana a causa de la alta concentración de nitratos o nitrógeno en forma de amonio 

en el medio de cultivo y el medio de Murashige y Skoog (1962) conlleva una alta 

cantidad de estas sales inorgánicas. Debido a ello, se realizaron tratamientos con 

sales MS diluidas al 75, 50 y 35 % de su concentración, colocando de manera 

superficial a las semillas en el medio de cultivo ya que fue la posición que mejor 

resultados brindó anteriormente, pero los resultados fueron similares consumando 

que las semillas de Euphorbia nutans Lag. necesitan de aireación (oxigenación) 

para una correcta germinación, además de la presencia de luz como un estimulador 

de ésta (Sunandakumari et al. 2005). 

 

Formación y longitud de brotes y raíz in vitro 

Los tratamientos no favorecieron la formación de brotes a pesar de que el T2 tiene 

BA como regulador de crecimiento, citocinina que ha sido reconocida como 

promotora en la inducción y/o proliferación de brotes adventicios (Buchanan et al., 

2000; Taiz y Zeiger, 2006). Así mismo, la formación de raíz fue sólo la raíz principal, 

y en la mayoría de los casos, sin raíces secundarias tanto en el tratamiento control 

(T1) como en el tratamiento que contenía AIA como auxina, la cual está reportada 

para favorecer dicha respuesta (Buchanan et al., 2000; Taiz y Zeiger, 2006). Las 

raíces en el tratamiento con AIA fueron más largas, sin embargo, como muestran 

los resultados en el Cuadro 1 no hay diferencias estadísticas (p=0.05) entre la 

comparación de medias con los tratamientos 3A y 3B. 

 

Además, la apariencia de las plántulas obtenidas con la citocinina BA (C1) y la 

auxina AIA (C3), ambas en 1 mg·L-1, al parecer fue inhibido obteniendo: cero 
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formaciones de brotes así como de raíz, y además la raíz principal muestra daños 

graves y las plántulas no crecieron más de 1.5 cm en 9 semanas, quedando también 

demostrada la inhibición del efecto de AG3, donde uno de sus principales beneficios 

es inducir la elongación de plantas (Taiz y Zeiger, 2006). 

 

Cuadro 1. Longitud de plántulas y raíz obtenidas de la germinación de semillas in 

vitro de Euphorbia nutans Lag. 

Tratamiento 

Variables 

Longitud de brotes (cm) 
Longitud de raíces 

(cm) 

4A 0.72 ab 1.02 a 

4B 0.65 ab 1.0 a 

4C 0.7 ab 0.9 a 

3A 1.075 a  0.712 ab 

3B 0.875 a 0.45 abc 

3C 0.633 ab 0.233 bc 

2A 0.525 b 0.15 c 

2B 0.55 b 0.175 c 

2C 0.4 b 0.1 c 

1A 0.6 ab 0.166 c 

1B 0.55 ab 0.15 bc 

1C 0.725 ab 0.225 bc 

   

Respuestas de semillas germinadas in vitro de Euphorbia nutans Lag. por tratamiento. Los tratamientos que tienen la misma 

letra, no son estadísticamente diferentes (Tukey, p = 0.05). 

 

Necrosis y presencia o ausencia de callo en semillas in vitro 

La presencia posible de fenoles u otras sustancias en los tejidos de raíz y tallo, 

principalmente provocaron el necrosamiento (color café obscuro) a partir de la 

quinta semana de emergidas, los cotiledones se tornaron de color púrpura y nunca 
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se llegó al desarrollo de una hoja “verdadera” o completa y el 100 % de las plántulas 

emergidas murieron a las 10 semanas, (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Germinación y desarrollo in vitro de plántulas de Euphorbia nutans Lag. 

A) Emergencia de plántula, B y C) Crecimiento de plántulas a las tres semanas de 

emergidas, D y E) Plántulas con raíces y tallo necrosado, y cotiledones con 

coloración púrpura a las cinco semanas de cultivo, F) Plántula muerta a las diez 

semanas de emergida.  

 

La presencia de callo nunca se observó en las plántulas obtenidas mediante la 

germinación de semillas in vitro de Euphorbia nutans Lag., no obstante, Rambabu 

et al. (2006) obtuvieron callos en raíces en presencia de 0.2-0.4 mg·L-1 de ácido 

naftalenacético (ANA) y 0.3-0.5 mg·L-1 de ácido indol-3-butírico (AIB), lo que indica 

que las dos auxinas reportadas por Rambabu et al. (2006) son más afines para 

plantas de Euphorbiaceae. Pese a, sí coinciden los resultados obtenidos en esta 

investigación con lo reportado por Rambabu et al. (2006) en la obtención de 

plántulas anormales mediante semillas de Givotia rottleriformis germinadas in vitro. 

Por lo tanto, puede ser que las semillas de Euphorbia nutans Lag., al igual que otras 

especies de la misma familia, sean muy sensibles a los reguladores de crecimiento 

A                                         B                                           C 

D                                         E                                           F 
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vegetal, e incluso a concentraciones muy bajas (0.2 mg·L-1) como lo mencionado 

por Rambabu et al. (2006) y por los resultados obtenidos en este trabajo. Sin 

embargo, dichas afirmaciones no coinciden con las respuestas obtenidas en el 

tratamiento control, el cual presenta ausencia de reguladores de crecimiento vegetal 

y aun así brindó resultados similares a los tratamientos con AG3 y con AIA, pero no 

con BA, lo que indica que hay reguladores de crecimiento vegetal específicos para 

especies de esta familia, al menos para Euphorbia nutans Lag., al igual que 

concentraciones y combinaciones adecuadas de estos. 

 

Adición de nitrato de plata en el medio de cultivo 

Debido a los resultados obtenidos (triple respuesta al etileno) en semillas 

germinadas in vitro, resultados en diferentes tejidos como explantes de Euphorbia 

nutans Lag. en pruebas preliminares con ácido ascórbico 100 mg·L-1, ácido cítrico 

150 mg·L-1, carbón activado 1 % y polivinil-pirrolidona (PVP) 100 mg·L-1 como 

antioxidantes en el medio de cultivo (Hurtado y Merino, 2000) y a la observación de 

semillas germinadas in situ, las cuales se desarrollaron con normalidad llegando a 

florecer a los 27 días después de sembradas, se dedujo que el problema en los 

recipientes de cultivo in vitro era la presencia de etileno (CH2=CH2), regulador de 

crecimiento en forma de gas y el cual provoca la senescencia de las plantas siendo 

inducido por estrés (Taiz y Zeiger, 2006). Por lo tanto, al ser una molécula gaseosa 

ésta se concentra en los recipientes de cultivo ya que éstos se encuentran sellados 

mediante una película plástica para evitar la entrada de microorganismos, con lo 

cual afecta a la respiración celular uniéndose a receptores de membrana de la 

mitocondria y al sobresaturarla evita la transferencia de electrones para la síntesis 

de ATP (Adenosin-tri-fosfato) el cual es fundamental para la elaboración de lípidos, 

carbohidratos, aminoácidos, y otros, además de mandar señales de alerta y activar 

la muerte celular (Taiz y Zeiger, 2006); situación que no pasa con las semillas y 

plantas in situ, pues al haber aireación el etileno que se produce es liberado rápido 

sin llegar a causar estos daños.  

Por ello, se decidió recurrir a un inhibidor de la función del etileno como es el nitrato 

de plata (AgNO3-) en 3 mg·L-1 favoreciendo el 100 % de la germinación de semillas 
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de Euphorbia nutans (20 tubos de ensaye cada uno con una semilla) al cabo de una 

semana, y en dos semanas las plantas medían entre 7 y 9 cm de longitud. Por lo 

tanto, se cree que no sólo el ácido absícico y el ácido giberélico regulan en mayor 

grado el proceso de germinación, sino también el etileno. 

 

CONCLUSIONES 

El método de desinfestación de semillas de Euphorbia nutans Lag. para su 

establecimiento in vitro, de los dos evaluados, es indistinto ya que con ambos 

métodos no hubo la presencia de contaminantes. 

La presencia de luz influyó positivamente en el porcentaje de germinación de las 

semillas in vitro de Euphorbia nutans Lag. en porcentaje con respecto a las que se 

colocaron en obscuridad. 

El tratamiento con AG3 favoreció la germinación de semillas in vitro de Euphorbia 

nutans Lag. respecto a los demás tratamientos, además, se muestra que la posición 

superficial de la semilla en el medio de cultivo obtuvo los mejores resultados en dos 

tratamientos. 

La presencia de AgNO3- en el medio de cultivo permite la germinación exitosa de 

semillas de Euphorbia nutans Lag., lo que indica que el etileno juega un papel 

importante en la inhibición de la germinación de semillas de Euphorbia nutans Lag. 
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CAPITULO II 

EVALUACIÓN DE RESPUESTAS MORFOGÉNICAS in vitro EN Euphorbia 

nutans Lag.  

 

RESUMEN 

La Euphorbia nutans Lag. es una planta con propiedades medicinales para tratar 

problemas de gastritis; no obstante, se carece de estudios científicos por lo que se 

propone el presente estudio en cultivo de tejidos vegetales in vitro con la intensión 

de contar con un protocolo eficiente para su micropropagación. Se evaluaron 

diferentes tejidos vegetales como explantes y los reguladores de crecimiento 

vegetal: 6-Benciladenina (BA), ácido naftalenacético (ANA) y ácido indol-3-acético 

(AIA) en un medio de cultivo básico con las sales inorgánicas de Murashige y Skoog 

(1962) 100 %, suplementado con 3 % de azúcar de mesa, 100 mg·L-1 de myo-

inositol, 0.7 % agar-agar y 0.40 mg·L-1 de tiamina-HCl. Los datos de las variables: 

formación y longitud de brotes, número y longitud de raíz se analizaron 

estadísticamente mediante un análisis de varianza completamente al azar y 

finalmente se aplicó la prueba de Tukey (p=0.05) para definir la significancia del 

efecto de los tratamientos. Los resultados indican que la combinación de BA con 

AIA fue más eficiente para la obtención de brotes mediante organogénesis directa 

a partir de lámina foliar y la combinación de BA con ANA fue mejor para la inducción 

de raíz. En segmentos nodales y ápices, también se lograron respuestas 

morfogénicas donde el efecto de los reguladores de crecimiento fue similar a lo 

ocurrido en hojas. Finalmente, las plantas obtenidas in vitro se aclimataron 

exitosamente en invernadero con un 90 % de sobrevivencia. 

 

Palabras clave: Morfogénesis, organogénesis, reguladores de crecimiento, 

aclimatación. 

 

INTRODUCCIÓN 

El empleo del cultivo de tejidos vegetales in vitro en géneros y especies de 

Euphorbiaceae ha sido limitado para Euphorbia nutans Lag. a pesar de haber 
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diversos trabajos sobre cultivo de células y tejidos vegetales en Euphorbiaceae 

desde hace tiempo (Nataraja et al., 1973; Gunatilleke y Samaranayake,1988; Davis 

y Olson, 1993; Yamuna et al., 1995; Bhagwat et al., 1996; Qurashi y Mishra, 1998). 

Otros resultados importantes de plantas medicinales como Phyllanthus amarus, 

planta de otra familia a Euphorbiaceae pero con rasgos similares morfológicamente, 

es reportado por Bhattacharyya y Bhattacharya (2001) logrando el 80 % de 

sobrevivencia. No obstante, plantas de Euphorbiaceae con valor ornamental como 

Euphorbia pugniformis es reportada por Balotis y Papafotiou (2003). En otro estudio, 

se reporta la propagación in vitro de Jatropha curcas cultivadas en el medio MS + 

N6-bencil-amino-purina (BAP) en 2 mg·L-1 y AIA (0.5 mg·L-1) logrando del 60-70 % 

de sobrevivencia de las plantas en suelo (Rajore y Batra, 2005). También, 

Kaewsuwan et al. (2005) reportan la propagación in vitro de Mallotus repandus 

(Euphorbiaceae) y un año después Villaluz (2006) desarrolló un protocolo para la 

propagación rápida y masiva de Manihot esculenta. Más recientemente, Asma et al. 

(2008) mencionan la micropropagación de Codiaeum variegatum (Euphorbiaceae) 

en medio MS + BAP (0.5 mg·L-1) + peptona (25 mg·L-1) + extracto de malta (25 mg·L-

1), lo cual mejoró la formación de brotes, y el enraizamiento se llevó a cabo en un 

medio MS + ácido indol-butírico (IBA) en 2 mg·L-1, donde finalmente las plántulas 

obtenidas se aclimataron con un 95 % de supervivencia. 

Como es evidente, se han empleado diferentes tejidos vegetales como explante, y 

en el caso de meristemos, Pierik (1991) menciona que los meristemos nodales son 

una importante fuente de tejido para la micropropagación, donde las plantas 

cultivadas a partir de estos son comparativamente más resistente a la variación 

genética ya que no necesitan desdiferenciarse para volverse a diferenciar como el 

caso de explantes nodales de Euphorbia pulcherrima, que al ser cultivadas en un 

medio de cultivo MS + ANA, ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), kinetina (KIN) y 

2-isopentil-adenina (2i-p) generaron callo embriogénico (Jasrai et al., 2003). De 

igual forma, se han empleado segmentos nodales en Euphorbia tirucalli (Uchida et 

al., 2004), en Mallotus repandus, donde BAP originó brotes múltiples y ANA originó 

raíz (Prathanturarug et al., 2007). También se ha reportado el cultivo de hojas in 

vitro como explantes en Manihot esculenta (Ma y Xu, 2002), en Croton urucurana 
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(Lima et al., 2008). En otra publicación, Martin et al., (2005) informaron del efecto 

de las auxinas en la morfogénesis directa in vitro de las células del mesófilo de 

Euphorbia nivulia, donde KIN redujo la tasa de morfogénesis y BAP indujo la 

embriogénesis somática. Así mismo, la combinación de BA con ANA y AIA tuvo un 

efecto positivo en la morfogénesis. En información más reciente, Bin et al. (2008) 

mencionan la propagación in vitro de Euphorbia ésula en un medio MS más BAP y 

AIB, obteniendo brotes directamente de la base del explante o a partir de callos 

después de 30 días de cultivo. También se reporta la propagación in vitro de Ricinus 

cummunis L. por Sujatha et al. (2008) y por Kamrun y Rita (2012). Dinum y Brian 

(2010) mencionan la brotación in vitro de Euphorbia pulcherrima mediante BA y AIA, 

y Bidarigh y Azarpour (2013) informan sobre el efecto de BA y AG3 sobre Euphorbia 

pulcherrima Willd. En este año, Salamma y Ravi (2014) reportan la propagación in 

vitro de Croton scabiosus Bedd. en un medio MS adicionado con BAP y AIA. Así 

mismo, las respuestas morfogénicas se deben al efecto de la temperatura, luz, pH, 

reguladores del crecimiento y la orientación del explante en el medio de cultivo. 

Estos factores tienen un gran efecto sobre la respuesta del explante pero hay muy 

pocos trabajos donde se han considerado estos aspectos (Kondamudi et al., 2009), 

y uno de ellos es mencionado hace ya tiempo por Ripley y Preece (1986) en 

Euphorbia lathyris. Basándose en los antecedentes, el objetivo de la presente 

investigación es analizar diferentes tipos de explantes y medios de cultivo para la 

obtención de respuestas morfogénicas in vitro en Euphorbia nutans Lag. 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Material vegetal  

La presente investigación se realizó durante el año 2014 utilizando hojas, 

segmentos nodales y ápices de Euphorbia nutans Lag., colectadas en Izúcar de 

Matamoros, Puebla, México. El experimento se llevó a cabo en el Laboratorio de 

Cultivo de Células y Tejidos Vegetales in vitro del Departamento de Fitotecnia de la 

Universidad Autónoma Chapingo.  
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Proceso de desinfestación  

Para el establecimiento in vitro, los tejidos vegetales se lavaron con agua corriente 

y jabón; después se colocaron en alcohol 70 % v/v durante 30-60 segundos y 

posteriormente se enjuagaron con agua de llave. Enseguida los tejidos fueron 

sumergidos 15 minutos en una solución de cloro 15 % v/v (Cloralex) y se trasladaron 

a la campana de flujo laminar; transcurridos los 15 minutos se lavaron tres veces 

con agua destilada estéril para poder ser sembrados en sus respectivos 

tratamientos. 

 

Condiciones de cultivo in vitro  

El medio de cultivo base fueron las sales inorgánicas de Murashige y Skoog (1962) 

100 %, suplementado con myo-inositol 100 mg·L-1, tiamina-HCl 0.40 mg·L-1, 

sacarosa 30 g·L-1 y AgNO3- 3 mg·L-1, adicionando por separado los reguladores de 

crecimiento vegetal: AIA, ANA y BA, más 0.7 % de agar-agar y ajustando la solución 

final de los tratamientos a un pH de 5.7 ± 0.01. Después de diluir el agar en el medio 

de cultivo, éste se vertió en tubos de ensayo en una cantidad de 10 mL por tubo y 

se taparon con tapas de polipropileno para esterilizarse por 20 minutos en una 

autoclave de vapor de agua tipo horizontal a una temperatura de 121 °C y a 1.5 

kg.cm2 de presión. Después de realizada la siembra in vitro de los tejidos, los tubos 

de cultivo fueron incubados a 26 ± 2 °C y con 24 horas con luminosidad 16 hrs luz 

y 8 de oscuridad con lámparas fluorescentes de luz blanca. 

 

Tratamientos 

Para evaluar las variables in vitro se combinaron BA con AIA y nuevamente BA 

ahora con ANA para tener un conocimiento más amplio sobre las respuestas 

morfogénicas de los tejidos de esta planta bajo el efecto de diferente auxina y una 

misma citocinina (Cuadro 1 y 2). 
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Cuadro 1. Tratamientos para evaluar las respuestas morfogénicas in vitro de los 

tejidos de Euphorbia nutans Lag. con AIA + BA. 

No. de 
Tratamiento                        

AIA mg·L-1   BA mg·L-1 

1 0 0 

2 0 0.5 

3 0 1 

4 0.5 0 

5 0.5 0.5 

6 0.5 1 

7 1 0 

8 1 0.5 

9 1 1 

 

Cuadro 2. Tratamientos para evaluar las respuestas morfogénicas in vitro de los 

tejidos de Euphorbia nutans Lag. con ANA + BA. 

No. de 
Tratamiento                        

ANA mg·L-1   BA mg·L-1 

1 0 0 

2 0 0.5 

3 0 1 

4 0.5 0 

5 0.5 0.5 

6 0.5 1 

7 1 0 

8 1 0.5 

9 1 1 

 

 

Variables evaluadas 

Contaminación por hongos y/o bacterias: Se consideraron frascos de cultivo 

contaminados si se observaban crecimientos de micelio o placas bacterianas. 

Número y longitud de brotes: Al final del experimento se retiraron los brotes de los 

frascos de cultivo y se colocaron bajo hojas milimétricas para contarse y medirse 

con una regla. 

Número y longitud de raíz: Mismo procedimiento empleado para número y longitud 

de brotes. 
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Necrosis: Se consideraron semillas y/o tejidos necrosados cuando presentaron una 

apariencia café-obscura o con liberación de fenoles en el medio de cultivo. 

Presencia o ausencia de callo: Se considera presencia de callo cuando resulta un 

crecimiento celular desorganizado en la base de las plantas. 

Posición de hojas en el medio de cultivo: Se evaluaron dos posiciones: El haz de la 

lámina foliar hacia arriba del medio de cultivo y la posición del haz hacia abajo o en 

contacto con el medio de cultivo.  

 

Análisis de datos  

Para la obtención de datos de respuesta se consideraron 10 repeticiones por 

tratamiento tomando un tubo de ensaye como unidad experimental con un explante 

y registrando las observaciones cada semana durante 8 semanas. Se utilizó un 

análisis de varianza completamente al azar en la evaluación final de cada 

tratamiento sobre las variables: número y longitud de brotes y de raíz, y se aplicó la 

prueba de Tukey (p=0.05) para definir la diferencia entre los efectos medios de los 

tratamientos.  

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Contaminación por hongos y/o bacterias 

Posteriormente a la siembra in vitro de los tejidos como: hojas, segmentos nodales 

y ápices, no presentaron presencia de hongos o bacterias contaminantes, lo cual 

indica que el método de desinfestación, en este contexto el establecimiento in vitro 

resultó muy eficiente, resultados que coinciden a los reportados por Asma et al. 

(2008) y a lo sugerido por Kondamudi et al. (2009), ya que el establecimiento de los 

diferentes tejidos también tuvieron éxito y se pudo llevar a cabo el experimento. Sin 

embargo, este método de desinfestación no debe considerarse universal ya que 

depende del tipo de tejido, especie y procedencia de los explantes tal y como lo 

reportan Bidarigh y Azarpour (2013) en Euphorbia pulcherrima citando hipoclorito 

de sodio y alcohol etílico al 10 % por 30 segundos, y no necesariamente al 15 % por 

15 minutos. 
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Cultivo de hojas in vitro de Euphorbia nutans Lag. 

Los resultados demostraron que la polaridad o posición del haz de la hoja sobre el 

medio de cultivo jugó un papel muy importante al igual que la combinación de los 

reguladores de crecimiento en el medio de cultivo. En este caso fue más eficiente 

la posición del envés en contacto con el medio de cultivo (haz hacia arriba) para la 

obtención y longitud de brotes (Cuadro 3), resultados similares al efecto de BA + 

AIA en 1 mg·L-1 en explantes de Glochidion multiloculaire (Yamuna et al. (1995). 

Para la formación y longitud de raíz, la posición del haz y/o envés de las hojas no 

fue significativa, sino el tratamiento empleado (T7) con AIA en 1 mg·L-1. En el 

Cuadro 3, se muestra que los resultados coinciden con Davis y Olson (1993) en 

Euphorbia esula, pero el tratamiento 4 con sólo AIA no favoreció la formación de 

raíz en ninguna de las dos posiciones de la lámina foliar en Euphorbia nutans Lag.  

 

Los resultados obtenidos con AIA y BA difieren al combinar ANA y BA (Cuadro 4), 

estableciendo que el tipo de auxina afecta de manera distinta las respuestas 

organogénicas en lámina foliar de Euphorbia nutans Lag. Siendo mejor la 

combinación de BA+ AIA para la formación de brotes mediante organogénesis 

directa, ya que posiblemente en esta especie active genes para células 

especializadas tipo SAM. Ma y Xu (2002) en Manihot esculenta obtuvieron brotes 

empleando BAP y Kaewsuwan et al. (2005) en Mallotus repandus con BA, 

resultados que no coinciden con los obtenidos en los tratamientos 2 y 3 (Cuadro 4) 

y sólo parece ser que la posición de la hoja favoreció la formación de brotes (Cuadro 

3) de manera esporádica. 

 

Por otra parte, Bidarigh y Azarpour (2013) emplearon BA y AG3 in vitro en Euphorbia 

pulcherrima Willd, encontrando que el efecto de BA en el género Euphorbia no es 

muy eficiente. Salamma y Ravi (2014) en la propagación in vitro de Croton 

scabiosus Bedd. en un medio MS adicionado con 0.5 mg·L-1 BAP y 2.5 mg·L-1 AIA 

obtuvieron 5.37 ± 0.12 brotes; Bhattacharyya y Bhattacharya  (2001) en Phyllanthus 

amarus mencionan el empleo de BAP, KIN y AIA en 0.1-1.0 mg·L-1, donde KIN es 
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más eficiente para la regeneración de brotes in vitro, sin embargo, su efecto es 

mayor al combinarse con AIA, demostrando que la adición de AIA + BA al medio de 

cultivo MS juega un papel muy importante para la formación de brotes in vitro en 

Euphorbiaceas, de igual forma, Rajore y Batra (2005) coinciden en Jatropha curca 

al emplear BA 2 mg·L-1 + AIA 0.5 mg·L-1, y a los resultados obtenidos en los 

tratamientos 6, 8 y 9 en este trabajo (Cuadro 3). 
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Cuadro 3. Número y longitud de brotes y raíz in vitro a partir de hojas de Euphorbia 

nutans Lag. con AIA y BA. 

Tratamiento 

 No. de brotes       Long. de brotes          No. de raíz        Long. de raíz 
                                       (cm)                                                    (cm) 

Haz 
arriba 

Haz 
abajo 

Haz 
arriba  

Haz 
abajo  

Haz 
arriba 

Haz 
abajo 

Haz 
arriba  

Haz 
abajo  

1. MS (1962) 100 
% + suplementos 

0  0  0  0  0  0  0  0  

2. MS (1962) 100 
% + suplementos 
+ BA 0.5 mg·L-1 

0  0  0  0  0  0  0  0  

3. MS (1962) 100 
% + suplementos 
+ BA 1.0 mg·L-1 

0  2 a 0  2 a 0  0  0  0  

4. MS (1962) 100 
% + suplementos 
+ AIA 0.5 mg·L-1 

0  0  0  0  0  0  0  0  

5. MS (1962) 100 
% + suplementos 
+ AIA 0.5 mg·L-1 
+ BA 0.5 mg·L-1 

0  0  0  0  0  0  0  0  

6. MS (1962) 100 
% + suplementos 
+ AIA 0.5 mg·L-1 
+ BA 1.0 mg·L-1 

3.66 b 0  0.75 a 0  0  0  0  0  

7. MS (1962) 100 
% + suplementos 
+ AIA 1.0 mg·L-1 

0  0  0  0  5 a 5.2 a 20.9 a 20.6 a 

8. MS (1962) 100 
% + suplementos 
+ AIA 1.0 mg·L-1 
+ BA 0.5 mg·L-1 

14 a 0  0.6 a 0  0  0  0  0  

9. MS (1962) 100 
% + suplementos 
+ AIA 1.0 mg·L-1 
+ BA 1.0 mg·L-1 

19.6 a 0  0.45 a 0  0  0  0  0  

Respuestas organogénicas in vitro en hojas de Euphorbia nutans Lag., por tratamiento. Los tratamientos que tienen la misma 

letra, no son estadísticamente diferentes (Tukey, p=0.05).  
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Figura 1. Obtención de brotes en hojas in vitro de Euphorbia nutans Lag. en medio 

MS 100 % + suplementos + BA y AIA. A) Establecimiento de hojas con haz hacia 

arriba y hacia abajo, B) Formación directa de brotes en hojas con haz hacia abajo, 

C-E) Formación directa de brotes en hojas con haz hacia arriba, F-J) Formación y 

longitud de brotes con 0.5 mg·L-1 AIA + 1.0 mg·L-1 BA, K y L) Formación de brotes 

con 1.0 mg·L-1 AIA + 0.5 mg·L-1 BA y 1.0 mg·L-1 AIA + 1.0 mg·L-1 BA 

respectivamente, a las 8 semanas de cultivo. 

 

Los resultados en el Cuadro 4 no coinciden con Ma y Xu (2002) en Manihot 

esculenta, refiriéndose principalmente a la proliferación de brotes, pues mencionan 

a ANA como un regulador eficiente en la obtención de embriones somáticos o brotes 

múltiples a partir del cultivo de hojas, y en el presente trabajo los resultados con 0.5 

y 1.0 mg·L-1 de ANA fueron nulos en la obtención de brotes (tratamientos 4 y 7). 
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También Ma y Xu (2002) mencionan a BAP como una citocinina eficiente para la 

formación de brotes a partir de hojas en Manihot esculenta, pero en Euphorbia 

nutans Lag. empleando BA en 0.5 y 1.0 mg·L-1 no favorecieron dicha respuesta, 

pues aunque son citocininas muy similares, está claro que su mecanismo de acción 

es diferente para cada especie. Martin et al., (2005), señaló que la KIN redujo las 

respuestas morfogénicas y que BAP indujo la embriogénesis somática, concluyendo 

que tanto el tipo de reguladores así como la concentración son factores 

fundamentales en las respuestas morfogénicas in vitro.  

 

Los resultados combinando BA, ANA y AIA tuvieron un efecto positivo en las 

respuestas morfogénicas, BA y AIA favorecieron la formación de brotes a partir de 

lámina foliar en mayor cantidad que BA + ANA, y ANA tuvo efecto favorable en la 

formación de raíces en lámina foliar de Euporbia nutans Lag., no así para formación 

de brotes en combinación con BA. Resultados que coinciden con Balotis y 

Papafotiou (2003) en Euphorbia pugniformis, empleando BA y ANA en 0.1 mg·L-1 

para la inducción de brotes en ápices de brotes laterales (yemas axilares), estos 

reguladores en bajas concentraciones resultan eficientes para inducir la brotación 

múltiple in vitro en Euphorbias. 
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Cuadro 4. Número y longitud de brotes y raíz in vitro a partir de hojas de Euphorbia 

nutans Lag. con ANA y BA. 

Tratamiento 

 No. de brotes     Long. de brotes      No. de raíz           Long. de raíz 
                          (cm)                                                    (cm) 

Haz 
arriba 

Haz 
abajo 

Haz 
arriba 

Haz 
abajo 

Haz 
arriba 

Haz 
abajo 

Haz 
arriba 

Haz 
abajo 

1. MS (1962) 100 
% + suplementos 

0  0  0  0  0  0  0  0  

2. MS (1962) 100 
% + suplementos 
+ BA 0.5 mg·L-1 

0  0  0  0  0  0  0  0  

3. MS (1962) 100 
% + suplementos 
+ BA 1.0 mg·L-1 

0  0  0  0  0  0   0  0  

4. MS (1962) 100 
% + suplementos 
+ ANA 0.5 mg·L-1 

0  0  0  0  3.95 c 3.48 b 11.5 c 10.65 c 

5. MS (1962) 100 
% + suplementos 
+ ANA 0.5 mg·L-1 
+ BA 0.5 mg·L-1 

1.5 a 1.7 a 0.65 a 0.55 a 0  0  0  0  

6. MS (1962) 100 
% + suplementos 
+ ANA 0.5 mg·L-1 
+ BA 1.0 mg·L-1 

0  0  0  0  0  0  0  0  

7. MS (1962) 100 
% + suplementos 
+ ANA 1.0 mg·L-1 

0  0  0  0  15.38 a 7.58 a 18.2 a 17.7 a 

8. MS (1962) 100 
% + suplementos 
+ ANA 1.0 mg·L-1 
+ BA 0.5 mg·L-1 

0  0  0  0  7.88 b 8.9 a 15.45 b 17 a 

9. MS (1962) 100 
% + suplementos 
+ ANA 1.0 mg·L-1 
+ BA 1.0 mg·L-1 

0  0  0   0  5.56 c 4.75 b 14.48 b 12.35 b 

Respuestas organogénicas in vitro en hojas de Euphorbia nutans Lag., por tratamiento. Los tratamientos que tienen la misma 

letra, no son estadísticamente diferentes (Tukey, p=0.05).  

 

La inducción de raíz (Cuadro 4), coincide con Kaewsuwan et al. (2005) quienes 

obtuvieron raíces con ANA (32.23μM). Ricardo et al. (2007) utilizaron segmentos de 

tallo de Manihot esculenta en el medio de cultivo MS con ANA para inducir y 

desarrollar brotes y raíz. En Euphorbia turicalli las raíces de los brotes fueron 

inducidas en el medio LS + ANA (0.02 mg·L-1) seguido de medio LS como medio 
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basal, teniendo éxito para obtener plántulas completas con raíz aún sin auxinas 

(Uchida et al., 2004). Prathanturarug et al. (2007) en Mallotus rapandus usaron ANA 

para inducir raíces en brotes obtenidos. Asma et al. (2008) crecieron los ápices de 

los brotes de Codiaeum variegatum en un medio MS + 2 mg·L-1 de AIB, el cual 

resultó eficiente en la inducción de raíces en plantas de Euphorbiaceae. 

 

 

Figura 2. Raices in vitro a partir de hojas de Euphorbia nutans Lag. en MS 100 % + 

suplementos + ANA y BA. A) Establecimiento in vitro de hojas con el haz hacia arriba 

y hacia abajo o en contacto con el medio, B) Hojas sin respuesta, C y D) Formación 

de raíz tratamiento con 0.5 mg·L-1 de ANA, E y F) Formación de raíz con 1.0 mg·L-

1 de BA y ANA, G-L) Formación de raíces con 1.0 mg·L-1 de ANA a las 8 semanas 

de cultivo. 
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Cultivo de segmentos nodales in vitro de Euphorbia nutans Lag. 

Para la inducción de brotes múltiples a partir de segmentos nodales, las 

combinaciones de AIA + BA y ANA + BA (Cuadro 5 y 6, respectivamente) no fueron 

favorables, no obstante, Bhagwat et al. (1996) en Manihot esculenta reportaron la 

brotación empleando un medio MS + BA (2.2 μM) + AG3 (1.6 μM) y en Euphorbia 

nutans los segmentos nodales, en los tratamientos 6 y 7 del Cuadro 6, formaron 

brotes múltiples en la base del tallo, resultados esperados en el tratamiento 6 (1.0 

mg·L-1 de BA + 0.5 mg·L-1 de ANA) por la presencia de BA; sin embargo, en el 

tratamiento 7 con ANA en 1.0 mg·L.1 también se obtuvo esa respuesta. Es 

interesante cómo en tejidos de hoja favorecen la formación de raíces y en 

segmentos nodales favorecen la formación de brotes no sólo a partir de las yemas 

axilares, sino directamente del tallo en contacto con el medio de cultivo. Siendo 

estadísticamente similares todos ellos a los tratamiento 5 y 8 (Cuadro 5) 

considerados como los más sobresalientes. El tratamiento 4 fue el mejor en 

favorecer la formación de raíz a partir de segmentos nodales (Cuadro 5), sin 

embargo, aparentemente es rebasado por el tratamiento 4 del Cuadro 6, diferentes 

auxinas pero en la misma concentración (0.5 mg·L-1) lo que indica que el efecto de 

las auxinas es diferente para esta variable en Euphorbia nutans Lag. y a mayor 

concentración de ANA la formación de raíces es más eficiente (tratamiento 7 y 8 del 

Cuadro 6), pero no es así cuando a dicha concentración de ANA se combina con 

BA.  
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Cuadro 5. Número y longitud de brotes y raíz in vitro a partir de segmentos nodales 

de Euphorbia nutans Lag. con AIA y BA. 

Tratamiento 

Número de 
brotes por 
segmento 

nodal 

Longitud de 
brotes por 
segmento 
nodal (cm) 

Número de 
raíz en 

segmento 
nodal 

Longitud de 
raíz en 

segmento 
nodal 

1. MS (1962) 100 % + 
suplementos 

1.8 ab 11.95 a 2.4 c 17.3 a 

2. MS (1962) 100 % + 
suplementos + BA 0.5 mg·L-1 1.9 ab 9.95 ab 3.0 c 4.0 c 

3. MS (1962) 100 % + 
suplementos + BA 1.0 mg·L-1 2.3 ab 10.05 ab 2.75 c 5.65 bc 

4. MS (1962) 100 % + 
suplementos + AIA 0.5 mg·L-1 2.1 ab 9.25 ac 9.45 a 2.15 d 

5. MS (1962) 100 % + 
suplementos + AIA 0.5 mg·L-1 + 

BA 0.5 mg·L-1 

2.3 a 13.3 ad 3.15 bc 8.5 b 

6. MS (1962) 100 % + 
suplementos + AIA 0.5 mg·L-1 + 

BA 1.0 mg·L-1 

2 ab 14.4 ad 4 b 8 b 

7. MS (1962) 100 % + 
suplementos + AIA 1.0 mg·L-1 2.1 ab 5.75 b 1.32 d 2.5 cd 

8. MS (1962) 100 % + 
suplementos + AIA 1.0 mg·L-1 + 

BA 0.5 mg·L-1 

2.4 a 5.65 b 0  0  

9. MS (1962) 100 % + 
suplementos + AIA 1.0 mg·L-1 + 

BA 1.0 mg·L-1 

1.3 b 5.25 b 0  0  

Respuestas organogénicas in vitro en segmentos nodales de Euphorbia nutans Lag., por tratamiento. Los tratamientos que 

tienen la misma letra, no son estadísticamente diferentes (Tukey, p=0.05).  

 

Johnson y Manickam (2003), cultivaron segmentos nodales de Baliospermum 

montanum en un medio de cultivo de Murashige y Skoog (MS) + BAP (3.10μM) 

obteniendo buenos resultados, al igual que Ghanti et al. (2004) en Phyllanthus 

amarus a partir del cultivo de ápices de brotes, segmentos nodales e internodales, 

evaluando el efecto de diferentes concentraciones de BAP, KIN y agua de coco, lo 

que indica que BAP es mejor que BA para inducir la brotación múltiple in vitro de 

plantas de Euphorbiaceae. En tejidos internodales de Euphorbia tirucalli cultivados 

en un medio Linsmaier y Skoog (LS) + TDZ (0.02 mg·L-1) indujeron yemas 

adventicias y el enraizamiento empleando el medio LS + ANA (0.02 mg·L-1) logrando 

plántulas completas (Uchida et al., 2004), resultados que indican que hay otros 
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reguladores, como TDZ, con buenos resultados en Euphorbiaceae; además, 

emplearon ANA y un medio base sin reguladores, resultados que coinciden con los 

obtenidos en este trabajo con ANA favoreciendo la formación de raíz, pero depende 

del tipo de tejido vegetal ya que los segmentos nodales también generaron raíces 

en un medio base sin la necesidad de auxinas (tratamiento 1 del Cuadro 5 y 6).  

 

Las respuestas logradas para Euphorbia nutans Lag. no coinciden con lo reportado 

por Bin et al. (2008) en Euphorbia ésula en un medio MS más BAP y AIB, quienes 

obtienen brotes directamente de la base del explante y en callos después de 30 días 

de cultivo. Dinum y Brian (2010) mencionan que la brotación in vitro de Euphorbia 

pulcherrima fue mediante el cultivo de yemas axilares y apicales con BA y AIA en el 

medio MS, pero en este caso, tanto para AIA y ANA + BA, los brotes que se reportan 

son únicamente las yemas axilares preexistentes y desarrolladas formando más 

segmentos nodales.  
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Cuadro 6. Número y longitud de brotes y raíz in vitro a partir de segmentos nodales 

de Euphorbia nutans Lag. con ANA y BA. 

Tratamiento 

Número de 
brotes por 
segmento 

nodal 

Longitud de 
brotes por 
segmento 
nodal (cm) 

Número de 
raíz en 

segmento 
nodal 

Longitud 
de raíz en 
segmento 
nodal (cm) 

1. MS (1962) 100 % + suplementos 0.8 cd 10.2 ab 2.54 d 17.75 ab 

2. MS (1962) 100 % + suplementos 
+ BA 0.5 mg·L-1 0.75 d 11.5 a 2.5 d 5.0 d 

3. MS (1962) 100 % + suplementos 
+ BA 1.0 mg·L-1 1.6 b 10.65 a 2.65 d 5.42 d 

4. MS (1962) 100 % + suplementos 
+ AIA 0.5 mg·L-1 1.8 ab 7.95 b 11.68 b 14.95 b 

5. MS (1962) 100 % + suplementos 
+ AIA 0.5 mg·L-1 + BA 0.5 mg·L-1 2.1 a 8.85 ab 5.66 c 9.5 c 

6. MS (1962) 100 % + suplementos 
+ AIA 0.5 mg·L-1 + BA 1.0 mg·L-1 2.2 a 11.2 a 4 .34 c 9 c 

7. MS (1962) 100 % + suplementos 
+ AIA 1.0 mg·L-1 2.25 a 7.25 bc 16.78 a 19.42 a 

8. MS (1962) 100 % + suplementos 
+ AIA 1.0 mg·L-1 + BA 0.5 mg·L-1 1.0 cd 9.65 ab 13.72 b 17.5 ab 

9. MS (1962) 100 % + suplementos 
+ AIA 1.0 mg·L-1 + BA 1.0 mg·L-1 1.2 c 4.64 c 2.75 d 6.88 cd 

Respuestas organogénicas in vitro en segmentos nodales de Euphorbia nutans Lag., por tratamiento. Los tratamientos que 

tienen la misma letra, no son estadísticamente diferentes (Tukey, p=0.05). 

 

Salamma y Ravi (2014) reportaron la propagación in vitro de Croton scabiosus 

Bedd. en un medio MS adicionado con 0.5 mg·L-1 BAP y 2.5 mg·L-1 AIA obteniendo 

5.37 ± 0.12 brotes, resultados similares con los obtenidos en este trabajo (ANA + 

BA), principalmente en los tratamientos 4, 5, 6 y 7  del Cuadro 6, sin embargo la 

adición de AIA + BA al igual que lo mencionado por Salamma y Ravi (2014) 

aparentemente fue mejor (Cuadro 5).  

Con respecto a las respuestas para la formación y longitud de raíz, los resultados 

obtenidos coinciden con Kaewsuwan et al. (2005), Ricardo et al. (2007), Uchida et 

al. (2004) en Euphorbia turicalli y con Prathanturarug et al. (2007) en Mallotus 

rapandus empleando ANA. Asma et al. (2008) reportaron el empleo de 2 mg·L-1 de 

AIB en Codiaeum variegatum con resultados similares a AIA en este estudio, pero 



49 
 

adicionalmente inhibe su efecto por la presencia de BA, y donde ANA es más 

eficiente para esta respuesta aún en presencia de BA. Los resultados con BA y 

ANA, ambos en 1.0 mg·L-1 (tratamiento 9) indujeron la formación de callo en la parte 

basal de los segmentos nodales (Figura 3). 

 

Figura 3. Respuestas in vitro en segmentos nodales de Euphorbia nutans Lag. en 

medio MS 100  + suplementos. A) Segmentos nodales, B y E) Establecimiento in 

vitro de segmentos nodales, D y C) Yemas axilares a partir de segmentos nodales 

en medio MS 100 %, F) Segmentos nodales con ANA 1.0 mg·L-1, G) Segmentos 

nodales con ANA 0.5 mg·L-1, H) Segmentos nodales con ANA + BA ambos 0.5 mg·L-

1, I-J) Segmentos nodales con AIA + BA ambos 0.5 mg·L-1 y K) Inducción de callo 

en la base en segmentos nodales con ANA + BA 1.0 mg·L-1 a las 8 semanas de 

cultivo.  

 

Cultivo de yemas apicales in vitro de Euphorbia nutans Lag. 

El cultivo de ápice o yemas apicales en la familia Euphorbiaceae fue reportada por 

Gunatilleke y Samaranayake (1988) mediante ápices de brotes para la 
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micropropagación de Hevea brasiliensis. Yamuna et al. (1995) con ápices de brotes 

de Glochidion multiloculaire obtuvieron brotes múltiples con BA y AIA ambos en 1.0 

mg.L-1, en Euphorbia esula Davis y Olson (1993) usaron el AIA para inducir raíces, 

los resultados obtenidos dependen de la especie micropropagada así como del tipo 

y concentración de reguladores de crecimiento vegetal. En este trabajo la 

combinación de los reguladores AIA + BA y ANA + BA en tejidos de hoja y 

segmentos nodales brindaron respuestas favorables pero con mucha variación para 

la formación de brotes in vitro, incluso en algunos tratamientos la inducción de 

brotes fue nula (Cuadro 7 y 8) y sólo se promovió el crecimiento y desarrollo del 

ápice, llegando incluso a florecer in vitro (Cuadro 7, 8 y Figura 4).  

 

Otros reportes exitosos en la famila Euphorbiaceae los citan Bhattacharyya y 

Bhattacharya (2001) en Phyllanthus amarus con un medio MS + KIN y/o BAP con 

AIA en 0.1-1.0 mg·L-1, y Balotis y Papafotiou (2003) en Euphorbia pugniformis en 

un medio MS enriquecido con 0.1 mg·L-1 de ANA y 0.1 mg·L-1 de BA, así como 

Rajore y Batra (2005) en Jatropha curcas en un medio MS adicionado con BAP (2,0 

mg·L-1 ) y AIA (0,5 mg·L-1), aunando a Villaluz (2006) quién desarrollo un protocolo 

de rápida propagación masiva de Manihot esculenta a partir de meristemos 

empleando AG3, BAP y ANA (0.25, 0.1 y 0,. mg·L-1, respectivamente), por su parte 

Asma et al. (2008) cita a Codiaeum variegatum (Euphorbiaceae) con un medio MS 

+ BAP (0.5 mg·L-1) + peptona (25 mg·L-1) + extracto de malta (25 mg·L-1), y 

actualmente, Salamma y Ravi (2014) mencionan la propagación in vitro de Croton 

scabiosus Bedd. con un medio MS adicionado con 0.5 mg·L-1 BAP y 2.5 mg·L-1 AIA. 
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Cuadro 7. Número y longitud de brotes y raíz in vitro a partir de ápices de Euphorbia 

nutans Lag. con AIA y BA. 

Tratamiento 
Número de 
brotes por 

ápice 

Longitud de  
ápice (plántula) 

(cm) 

Número 
de raíz en 

ápice 

Longitud de 
raíz en 

ápice (cm) 

1. MS (1962) 100 % + 
suplementos 

0  11.3 b 3.2 b 4.45 b 

2. MS (1962) 100 % + 
suplementos + BA 0.5 mg·L-1 0  13.5 a 2.5 c 5.95 b 

3. MS (1962) 100 % + 
suplementos + BA 1.0 mg·L-1 0  11.05 abc 2.55 c 6.4 b 

4. MS (1962) 100 % + 
suplementos + AIA 0.5 mg·L-1 0  9.75 bc 5.6 a 5.05 b 

5. MS (1962) 100 % + 
suplementos + AIA 0.5 mg·L-1 + 

BA 0.5 mg·L-1 

0  5.05 d 0  0  

6. MS (1962) 100 % + 
suplementos + AIA 0.5 mg·L-1 + 

BA 1.0 mg·L-1 

0  4.65 d 0  0  

7. MS (1962) 100 % + 
suplementos + AIA 1.0 mg·L-1 0  14.55 a 4.25 a 9.7 a 

8. MS (1962) 100 % + 
suplementos + AIA 1.0 mg·L-1 + 

BA 0.5 mg·L-1 

0  5.6 d 0  0  

9. MS (1962) 100 % + 
suplementos + AIA 1.0 mg·L-1 + 

BA 1.0 mg·L-1 

0  9.4 bc 0  0  

Respuestas organogénicas in vitro en ápices de Euphorbia nutans Lag., por tratamiento. Los tratamientos que tienen la misma 

letra, no son estadísticamente diferentes (Tukey, p=0.05). 

 

 

Se puede concebir una mayor afinidad de ANA que AIA en tejidos de Euphorbia 

nutans Lag. para la inducción de raíz y pero AIA en combinación con BA mejora la 

formación de brotes principalmente a partir de lámina foliar, lo que demuestra que 

en Euphorbia nutans Lag. pueden inferir células especializadas como los 

meristemos RAM y SAM (Pautler et al., 2013; Jiang y Feldman, 2005) distribuidas 

en ella, pues se debe de tomar en cuenta que dicha especie es considerada una 

planta silvestre que crece en ambientes críticos de temperatura y humedad. 
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Cuadro 8. Formación y longitud de brotes y raíz in vitro a partir de ápices de 

Euphorbia nutans Lag. con ANA y BA. 

Tratamiento 
Número 

de brotes 
por ápice 

Longitud de  
ápice (plántula) 

(cm) 

Número 
de raíz en 

ápice 

Longitud de 
raíz en 

ápice (cm) 

1. MS (1962) 100 % + 
suplementos 

0  15.2 a 3 cd 4.66 c 

2. MS (1962) 100 % + 
suplementos + BA 0.5 mg·L-1 0  12.75 b 2.2 d 4.2 c 

3. MS (1962) 100 % + 
suplementos + BA 1.0 mg·L-1 0  9.5 c 2.75 cd 5.5 bc 

4. MS (1962) 100 % + 
suplementos + AIA 0.5 mg·L-1 0  9.75 c 6.33 b 8.75 b 

5. MS (1962) 100 % + 
suplementos + AIA 0.5 mg·L-1 + 

BA 0.5 mg·L-1 

0  10.65 bc 3.25 c 7 b 

6. MS (1962) 100 % + 
suplementos + AIA 0.5 mg·L-1 + 

BA 1.0 mg·L-1 

0  7.85 cd 2.75 cd 8.48 b 

7. MS (1962) 100 % + 
suplementos + AIA 1.0 mg·L-1 0  14.5 ab 9.5 a 12.5 a 

8. MS (1962) 100 % + 
suplementos + AIA 1.0 mg·L-1 + 

BA 0.5 mg·L-1 

0  6.45 d 2.5 cd 7.68 b 

9. MS (1962) 100 % + 
suplementos + AIA 1.0 mg·L-1 + 

BA 1.0 mg·L-1 

0  7 d 2.66 cd 4.5 c 

Respuestas organogénicas in vitro en ápices de Euphorbia nutans Lag., por tratamiento. Los tratamientos que tienen la misma 

letra, no son estadísticamente diferentes (Tukey, p=0.05). 

 

 

Otro dato interesante, es que en los resultados presentados en el Cuadro 7 y 8 para 

los tratamientos 2 y 3 donde sólo había BA, hubo presencia de raíz, respuestas que 

parecen coincidir con Pautler et al. (2013) y Jiang y Feldman (2005), quienes 

mencionan que los genes para activar la respuesta para formación de raíz no 

siempre se ven favorecidos sólo por auxinas, sino también por la presencia de 

citocininas, ya que las rutas se señalización celular a nivel genético, bioquímico y 

molecular son muy complejas. No obstante, en el Cuadro 8 también se demuestra 

la eficiencia de ANA para inducir raíces en tejidos de Euphorbia nutans Lag. con 

relación a AIA (Cuadro 7). 
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Figura 4. Respuestas morfogénicas in vitro a partir de ápices de Euphorbia nutans 

Lag. en medio MS 100 % + suplementos. A) Ápices de Euphorbia nutans Lag. con 

una semana de establecidas en el medio MS 100 %, B) Ápices con dos semanas 

de establecidas en AIA 1.0 mg·L-1, C) Respuestas de ápices a las tres semanas con 

AIA 1.0 mg·L-1 (Cuadro 7), D y E) Ápices a las dos semanas en medio MS 100 %,  

F) Respuesta de ápices en tratamientos con AIA + BA, G) Respuesta de ápices con 

AIA + BA 1.0 mg·L-1 (Cuadro 7), H) Florecimiento de ápices a las 4 semanas en 

tratamientos con BA + AIA y BA + ANA.  

 

 

Con base a los resultados aquí obtenidos y a los del capítulo uno (I) se piensa que 

el etileno juega un papel regulando la función de los demás fitorreguladores ya que 

la inhibición de éste con AgNO3- en el tratamiento testigo no sólo favoreció el 

crecimiento de los explantes sino también hubo formación de estructuras globulares 

(pro-embrionarias) en la base de los brotes y además la formación de raíces 

adventicias a lo largo de los tallos. Sin embargo, en el quinto subcultivo, las plantas 

se murieron, posiblemente por la inhibición de la función del etileno. 

Finalmente, las plántulas obtenidas se transfirieron a un sustrato comercial (Peat 

moss) previamente humedecido. Para ello, las plantas se sacaron de los recipientes 
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de cultivo con ayuda de unas pinzas de disección y se pusieron en una solución de 

fungicida (manzate) 1 g·L-1 durante 2 minutos y posteriormente se colocaron en los 

orificios del sustrato, el cual se colocó en vasos de unicel, finalmente, los vasos con 

las plántulas se cubrieron con una bolsa de polipapel cada una y se serraron con 

ayuda de una liga. Ahí permanecieron por 3 semanas y posteriormente se retiró la 

bolsa. Con ello, se logró la aclimatación del 90 % de las plántulas obtenidas in vitro, 

el 10 % de perdida fue por ataques de hongos durante dicho proceso.  

Los resultados son similares a los obtenidos por Bhattacharyya y Bhattacharya 

(2001) en Phillanthus amarus con un 80 % de supervivencia de brotes en 

aclimatación, a lo mencionado por Villaluz (2006) en Manihot esculenta con un 95 

% de supervivencia, a lo mencionado por Prathanturarug et al. (2007) en Mallathus 

rapandus y a lo publicado por Martin et al. (2005) en Euphorbia nivulia con un 90 % 

de éxito durante la aclimatación. Sin embargo, sí son resultados superiores a los 

reportados por Rajore y Batra (2005) en Jatropha curcas con un 60-70 % de 

supevivencia (Figura 5). 

 

Figura 5. Aclimatización de Plántulas de Euphorbia nutans Lag. obtenidas in vitro. 

A-C) Plántulas sumergidas en una solución de fungicida, D) Colocación de plántulas 

en sustrato, E y F) Plántulas en proceso de aclimatización, G) Plántula aclimatada 
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en tres semanas, H-I) Planta en invernadero tres semanas después de su 

aclimatización. 

 

CONCLUSIONES 

Se logró el establecimiento in vitro de la planta Euphorbia nutans Lag. a partir de 

tejidos de hoja, segmentos nodales y ápices. 

 

Se logró establecer un protocolo para su micropropagación en un medio de cultivo 

de Murashige y Skoog (1962) 100 % más suplementos y empleando AIA, ANA y BA 

para inducir organogénesis directa a partir de lámina foliar. 

 

La posición de la hoja jugó un papel importante siendo la posición con el haz hacia 

arriba sobre el medio de cultivo la que mejor respuestas brindó para la formación de 

brotes; para la formación de raíces la posición de la hoja fue indistinta. 

 

BA inhibe el efecto de AIA en la formación de raíz pero no el de ANA en todos los 

explantes evaluados, pero ANA inhibió la función de BA en la formación de brotes 

a partir de tejidos de hoja. Sin embargo, las respuestas obtenidas con AIA y ANA 

no son estadísticamente diferentes para la longitud de las yemas apicales. 

 

En el quinto subcultivo, las plantas se murieron, posiblemente por la inhibición de la 

función del etileno. 
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CAPITULO III 

ANÁLISIS FITOQUÍMICO DE EXTRACTOS DE Euphorbia nutans Lag. 

 

RESUMEN 

Euphorbia nutans Lag. es una planta con propiedades medicinales y es empleada 

de forma empírica en infusión para tratar problemas de gastritis y su látex como 

cicatrizante de heridas externas en Izúcar de Matamoros, Puebla (Mixteca Poblana). 

No obstante, en la Mixteca Poblana sólo es considerada una maleza en los terrenos 

de cultivo, principalmente de caña de azúcar (Saccharum officinarum) y cacahuate 

(Arachis hypogaea) encontrándose de forma arvense y ruderal. Se inició un estudio 

fitoquímico de Euphorbia nutans a partir de sus extractos de la planta seca y molida 

(3.55 Kg), uno con hexáno (C6H14), con cloruro de metileno (CH2Cl2) y otro con 

metanol (CH3OH), mismos que fueron analizados mediante cromatografía en 

columna con silicagel y se monitorearon mediante cromatografía en capa delgada 

(CCD). Los metabolitos secundarios aislados se sometieron a estudios de 

Resonancia Magnética Nuclear de 1H y de 13C (RMN 1H y 13C). Del extracto de 

hexano se identificaron: Estigmasterol, β-sitosterol, Acetato de α-y β-amirina y β-

lupeol. Del extracto de diclorometano se aisló e identificó β-lupeol, estigmasterol y 

β-sitosterol, pero además de ello, se encontró una mezcla del triterpeno β-lupeol y 

posiblemente el cicloartano: 24-metileno-cicloart-3β-ol. Finalmente, en el extracto 

de metanol se identificó un metabolito secundario tipo iridoide, el cual no está 

reportado en plantas de Euphorbiaceae, siendo este estudio el primero en reportarlo 

así como el primer estudio fitoquímico que se describe para la planta Euphorbia 

nutans Lag. 

 

Palabras clave: Metabolitos secundarios, medicinal, cromatografía, fitoquímica. 
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 INTRODUCCIÓN 

La familia Euphorbiaceae comprende alrededor de 8,700 (Webster, 1994) a 8,910 

especies (Bingtao Li et al., 2008) en todo el mundo, donde estas se caracterizan por 

producir un latex lechoso tóxico que puede causar irritación en la piel (Ávila et al., 

2010). Por otra parte, de los 320 géneros de Euphorbia a nivel mundial (Webster, 

1994) o 322 géneros mencionados por Bingtao Li et al. (2008), Steinmann (2002) 

reconoce 43 géneros y 782 especies, citadas por Rzedowski (1991), de la familia 

Euphorbiaceae en México, donde el 57 % son endémicas del país. No obstante, 

Martínez et al. (2002) citan 50 géneros y 826 especies de la familia Euphorbiaceae, 

incluyendo introducidas y/o cultivadas, calculando que el endemismo nacional para 

Euphorbia es del 58.6 %, ya que de 447 especies endémicas de México el 41.6 % 

son endémicas locales, es decir, sólo crecen en sitios específicos, y dentro de los 

estados con mayor número de especies en esta categoría se encuentran Oaxaca, 

Jalisco, Baja California, Guerrero, Chiapas y Michoacán. Entre su gran diversidad 

se encuentran especies cultivadas, plantas en peligro de extinción (Lee et al. 1982; 

Ripley y Preece 1986; Dewir et al. 2005), así como especies solamente 

consideradas como malezas o malas hierbas. Por ejemplo en el estado de Puebla 

se encuentra el caso de la planta Euphorbia nutans Lag., (Rzedowski, 1991) donde 

específicamente en la región de Izúcar de Matamoros es empleada para tratar 

problemas gástricos y cicatrización de heridas externas teniendo resultados 

favorables en una semana de tratamiento (información aportada por pobladores de 

dicho lugar). Por otro lado, se han efectuado numerosos estudios bioquímicos del 

latex de plantas de la familia Euphorbiaceae (Lynn y Clevette, 1987),  De Euphorbia 

segetalis L. se aislaron hexacosanol, cycloartenol, 24-metileno-cicloartanol, β-lupeol 

y β-sitosterol (J. L. Bretón et al., 1970), de E. maculata,  Matsunagaa et al. (1988) 

reportan el aislamiento de acetato de β-amirina, acetato de taraxeriol, acetato de 

lupenil, 3β-acetoxi-30-norlupan-20-ona, α-amirenonol y β-sitosterol, en E. 

chamaesyce se aislaron los triterpenos, glutinol, 3β-hidroximultiflor-8-en-7-ona y 

cicloart-23Z-en-3β, 25-diol (Reiko et al.,1996), en  E. maculata también se aislaron 

e identificaron diferentes taninos (Yoshiaki et al., 1997), Li-Yan Wang et al. (2003) 

mencionan la obtención de cuatro triterpenos de tipo eufano, kansenona, 
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kansenonol, 11-oxo-kansenonol, kansenol a partir de un extracto de EtOH de E. 

kansui, junto con α-eufol, en E. guyoniana, Haba et al. (2009)  reportan el 

aislamiento a partir del extracto de cloroformo de las raíces de E. guyoniana dos 

diterpenos ent-abietatrieno junto con cicloartano que es un triterpeno conocido, Qi 

Tang et al. (2012) reportan la obtención de prostratina, un éster de forbol tigliano 

con promesa para el tratamiento del VIH, identificado y cuantificado en los extractos 

de raíz de E. fischeriana en China, Kheyrodin y Ghazvinian (2012) mencionan 

diferentes productos tóxicos y bioactivos que se encuentran presentes en Euphorbia 

Sp., tales como ésteres metílicos y derivados, así como poliésteres de diterpeno y 

otros compuestos de terpeno, así mismo mencionan kaempferol, 3-angelato de 

ingenol, escopoletina, 3-O-glucopiranósido de kaempferol, quercetina, ácido 

vanílico. De E. hyberna se aislaron e identificaron cuatro triterpenoides (Ferreira et 

al., 2013), en Ricinus communis (Euphorbiaceae) se encontró epicatequina (Abdul 

et al., 2012), en E. stenoclada el principal compuesto encontrado fue la quercetina 

(Chaabia et al., 2007), en E. aphylla también se han aislado compuestos como los 

triterpenos β-amirona y euphol, dos esteroles como β-sitosterol y glucosidodo β-

sitosterol y compuestos fenólicos como ácido gálico, entre otros (Zedan et al., 2013), 

Harpalani et al. (2011) mencionan la presencia de hidratos de carbono, 

triterpenoides y saponinas en la Euphorbia antiquorum Linn. Así mismo, en el año 

2013 se publicó una revisión sobre el aislamiento, estructura, actividad biológica, y 

síntesis de diterpenos de Euphorbia, destacándose principalmente a los rosanos, 

ent-Abietanos, Atisanos, ent-Kauranos, Casbanos, Jatrophanos, Lathiranos, 

Mirsinanos, Premirsinanos, Ciclomirsinanos, Daphnanos, Tiglianos, Ingenianos, 

Paralianos y Pepluanos; además se menciona que tienen diferentes actividades 

biológicas como actividad antitumoral, antiinflamatoria, antimicrobial, antiviral, 

antibacterial, actividad en la relajación vascular, efecto neuroprotector, actividad 

plaguicida y moluscicida (Vasas y Hohmann, 2013). No obstante, la planta 

Euphorbia nutans. no tiene algún estudio fitoquímico que indique algunos 

metabolitos secundarios que puedan ser de interés farmacéutico o brinden 

información científica sobre ella, a pesar de que la familia Euphorbiaceae es 
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considerada como plantas con propiedades medicinales también en otros países 

(Sükran Kültür, 2007).  

 

Debido a los antecedentes citados, el objetivo del presente trabajo de investigación 

fue extraer los metabolitos secundarios de la planta Euphorbia nutans Lag. mediante 

maceración, separalos a través de técnicas cromatográficas e identificarlos y 

caracterizarlos con ayuda de la espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear 

(RMN) para saber qué tipos de metabolitos secundarios biosintetiza dicha planta y 

mediante revisión de literatura publicada estar al tanto de su probable uso potencial 

e importancia. 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Material vegetal 

Euphorbia nutans Lag. fue colecatada en el mes de septiembre de 2014 en Izúcar 

de Matamoros, Puebla. Un espécimen de herbario fue depositado en el Herbario-

Hortorio Jorge Hernandez Espinosa, del Departamento de Preparatoria Agrícola de 

la Universidad Autónoma Chapingo con número de registro: 25193. Fue identificado 

por la M. C. Ernestina Cedillo Portugal, Profesora-investigadora del Departamento 

de Preparatoria Agrícola de la Universidad Autónoma Chapingo, y por el Dr. Víctor 

W. Steinmann, Botánico que se desempeña como investigador en el "Instituto de 

Ecología" del Centro Regional del Bajío, Pátzcuaro, Michoacán. 

 

Obtención de extractos 

Los extractos se obtuvieron a partir de los 3.534 Kg de material vegetal seco y 

molido mediante maceración con diferentes disolventes siguiendo un orden 

ascendente de polaridad. Para ello se colocó el material vegetal en un garrafón de 

vidrio y se añadieron 12 litros de hexano (C6H14) dejándolo reposar por 3 días, se 

filtró el extracto y se eliminó-recuperó el disolvente por destilación a vacío con ayuda 

de un rota-vapor Büchi Heating Bath B-491, esta operación se repitió tres veces. 

Posteriormente a esto, se agregaron 10 litros de cloruro de metileno (CH2Cl2) y 
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finalmente también se agregaron 10 litros de metanol (CH3OH) realizándose las 

actividades indicadas en la primera operación para obtener 107.1 g de extracto 

hexanico, 85.8 g de extracto de diclorometano y 167.6 g de extracto de metanol. 

 

Análisis de extractos por cromatografía en columna 

 

a) Análisis del extracto de hexano por cromatografía en columna 

El extracto de hexano fue tratado con metanol para precipitar grasas y ceras bajo 

refrigeración durante una noche, posteriormente se filtró y el filtrado líquido fue 

procesado por adición de repetidos volúmenes de metanol hasta obtener un extracto 

de hexano libre de grasas. Emseguida se colocó una columna de vidrio de 4.5 cm 

de diámetro x 130 cm de largo en un soporte universal asegurándose con pinzas; 

después se le colocó una porción de algodón en el fondo, se adicionó hexano y se 

empacó con 250 g de silicagel 60 (granulometría 0.063-0.200 mm, Merck) 

suspendida en hexano. Entonces 10 g de extracto hexanico desengrasado disuelto 

en 10 mL de hexano se aplico en la columna con ayuda de un embudo, la polaridad 

de la fase móvil se fue aumentando con cantidades crecientes de acetato de etilo 

(AcOEt) según fue necesario. Se colectaron las fracciones o particiones de 20 mL 

cada una, a excepción de la fracción 0 (cero) que fue de 500 mL. Las fracciones 

reunidas se concentraron con ayuda de un rota-vapor Büchi Heating Bath B-491. 

 

b) Análisis del extracto de diclorometano por cromatografía en columna  

Se tomaron 40 g de extracto de diclorometano (CH₂Cl₂) y se disolvieron con un poco 

de cloruro de metileno (CH₂Cl₂) para pre adsorberlo con 40 g de silicagel 60 (Merck) 

en un vaso de precipitados de 1000 mL, cuya mezcla se homogenizó lo mejor 

posible con ayuda de una espátula de acero inoxidable y se dejó una noche para 

que se eliminara el disolvente y poder obtener un polvo homogéneo. A continuación 

se aplicó a una columna de vidrio de 10 cm de diámetro x 80 cm de largo y se 

empezó a eluir con hexano y mezclas de hexano/AcOEt para incrementar la 

polaridad según fue necesario. Finalmente se midió el volumen de cambio el cual 
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fue de 1100 mL, se agregó el extracto pre adsorbido y se obtuvieron fracciones de 

50 mL cada una, las cuales se concentraron sobre un baño de agua. 

 

c) Análisis del extracto de metanol por cromatografía en columna  

En este caso también se pesaron 40 g de extracto de diclorometano (CH₂Cl₂) y se 

disolvieron con un poco de cloruro de metileno (CH₂Cl₂) para pre adsorberlo con 40 

g de silicagel 60 (Merck) en un vaso de precipitados de 1000 mL, cuya mezcla se 

homogenizó lo mejor posible y se dejó una noche para que se eliminara el disolvente 

y poder obtener un polvo homogéneo. En seguida el extracto pre adsorbido se aplicó 

a una columna de vidrio de 6.5 cm x 80 cm empacada con 500 g de silicagel 60, se 

midió el volumen de cambio que fue de 1000 mL y se empezó a eluir con cloruro de 

metileno y mezclas de CH2Cl2/MeOH en cantidades crecientes de polaridad y al final 

con metanol, se recogieron fracciones de 200 mL cada una y se concentraron en un 

rotavapor Büchi R-3. 

 

Para el seguimiento de los metabolitos obtenidos mediante la separación por 

cromatografía en columna, se empleó la cromatografía en capa delgada (CCD) 

mediante placas de silicagel (TLC Silica gel 60 F254 25 Aluminium sheets 20 x 20 

cm) de 5 x 3 cm o según el caso, la visualización de los compuestos en las placas 

se llevó a cabo bajo lámparas SPECTROLINE de luz UV de onda corta y onda larga 

(254 nm y 365 nm); posteriormente, las placas se revelaron químicamente utilizando 

sulfato sérico amoniacal y/o ácido fosfomolíbdico con calentamiento, realizado con 

ayuda de una secadora para cabello o con una parrilla de calentamiento, y de esta 

forma determinar cuándo cambiar de polaridad del disolvente (fase móvil). La 

observación del perfil de las manchas en las placas permitió decidir cuáles 

fracciones o particiones reunir así como los metabolitos candidatos para ser 

analizados por RMN, como se muestra en la Figura 1. 

 



65 
 

 

Figura 1. Cromatografía en capa delgada (CCD). A) Tipo de placas TLC empleadas, 

B) Elución de la placa cromatografica, C) Placas cromatograficas vistas en luz UV 

de onda larga, D) Placas cromatograficas vistas en luz UV de onda corta y E) Placa 

cromatografica después de revelarse y exponerse a calor. 

 

Análisis e identificación de los metabolitos secundarios obtenidos 

El análisis de los metabolitos secundarios se llevó a cabo mediante espectroscopia 

de Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Los espectros de Resonancia Magnética 

Nuclear de protón y carbono (RMN de ¹H y RMN de ¹³C) se determinaron mediante 

un espectrómetro a 400 MHz modelo 400 MR DD2 Agilent (Figura 2). Todos los 

espectros fueron tomados utilizando como disolvente cloroformo deuterado (CDCl3). 

El desplazamiento químico esta dado en partes por millón (ppm) y las contantes de 

acoplamiento están dadas en Hertz (Hz). También se realizó un análisis de literatura 

para corroborar los datos obtenidos de dichos metabolitos. La elucidación 

estructural de algunos metabolitos secundarios también se confirmó mediante su 

espectro de infrarojo y su comparación en cromatografía de capa delgada con 

muestras de referencia disponibles en el laboratorio. 
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Figura 2. Equipo de Resonancia Magnética Nuclear modelo 400 MR DD2 Agilent. 

 

 

ANÁLISIS Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

Mediante un diagrama de flujo se presentan los resultados sobre el peso de los 

extractos vegetales (Figura 3) preparados a partir de Euphorbia nutans. La 

identificación de los metabolitos se discute a partir del fraccionamiento de cada 

extracto mediante cromatografía en columna, así como la discusión de sus posibles 

usos e importancia basada en publicaciones encontradas mediante el la base de 

datos denominada SCOPUS. 
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Figura 3. Proceso de obtención de los tres diferentes extractos vegetales de 

Euphorbia nutans Lag. 

 

 

a) Metabolitos secundarios obtenidos del extracto de hexano 

En el Cuadro 1 se muestra la distribución y agrupamiento de las fracciones o 

particiones obtenidas de la columna cromatográfica y los diferentes metabolitos 

secundarios que fueron identificados en este extracto. 
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Cuadro 1. Proporciones de disolventes (fase móvil), fracciones obtenidas y 

metabolitos secundarios identificados en la columna del extracto hexanico de 

Euphorbia nutans Lag. 

Fase móvil 
No. de 

fracciones 
Metabolitos 

identificados 
Observaciones 

Hexano 0-95 -------------- 
No se revelan con sulfato 
sérico amoniacal, sólo con 

ácido fosfomolíbdico. 

Hexano:AcOEt (95:5) 96-138 --------------- ---------------------- 

Hexano:AcOEt (95:5) 139-148 
Acetato de α- 

amirina (1) 

Identificados con RMN de 
1H, 13C e infrarojo (Figura 

4). 

Hexano:AcOEt (95:5) 149-199 --------------- ---------------------- 

Hexano:AcOEt (9:1) 200-223 β-lupeol (2) 
Identificado con RMN de 1H, 
13C y mediante muestras de 

referencia en CCD. 

Hexano:AcOEt (9:1) 224-251 -------------- ---------------------- 

Hexano:AcOEt (9:1) 252-303 

β-sitosterol (3) 
estigmasterol 
(4) y β-lupeol 

(2). 

Se acetilaron y después se 
identificaron con RMN de 

1H, 13C (Figura 11) y 
mediante muestras de 

referencia en CCD. 

Hexano:AcOEt (9:1) 304-953 -------------- ---------------------- 

Hexano:AcOEt (8:2) 954-1153 -------------- ---------------------- 

Hexano:AcOEt (5:5) 1154-1289 -------------- ---------------------- 

AcOEt 1290-1395 -------------- ---------------------- 

CH3OH (Metanol) 1396-1434 -------------- ---------------------- 

 

 

De la fracción 139-148 eluida con Hexano/AcOEt (95:5) de la columna 

cromatográfica del extracto de hexano de Euphorbia nutans, se observó un sólido 

cristalino cuyo espectro de infrarojo (Figura 5) mostró bandas intensas en 1720 cm-

1 y 1240 cm-1 que fueron asignadas para un grupo éster (Silverstein et al. 2005). En 

tanto que en su espectro de RMN de 1H (Figura 6) se observó una señal triple a 5.2 

ppm que integró para un hidrógeno misma que fue asignada a un hidrógeno de 

alqueno, también se observó una señal con multiplicidad doble de doble que integró 



69 
 

para un hidrógeno base de un grupo acetato, dato que fue corroborado en una señal 

simple e intensa a 2.1 ppm que integró para tres hidrógenos de un grupo metilo 

(CH3¯) del grupo funcional éster tipo acetato (CH3¯COO¯). Así mismo, a frecuencias 

bajas entre 0.7 y 1.2 ppm se observó un conjunto de siete señales simples e 

intensas que indican que la estructura molecular es la de un triterpeno. La 

información anterior fue corroborada en el espectro de RMN de 13C (Figura 7) al 

observarse 32 señales de resonancia de las cuales en 171.07 ppm se reconoció al 

carbono del grupo carbonilo de éster y se observó que las señales en 121.57 y 

145.19 ppm correspondieron al enlace doble (C=C) de este triterpeno al comparar 

su punto de fusión de 228-230 °C con el descrito en la literatura (pF=227 °C, 

Windholz y Budavari, 1976), por lo tanto se concluyó que este triterpeno 

corresponde al acetato de α-amirina (1), triterpeno conocido cuya estructura 

molecular se muestra en la Figura (4). 

 

 

Figura 4. Estructura molecular del acetato de α-amirina (1).
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Figura 5. Espectro de infrarrojo de acetato de α-amirina de las fracciones 139-148 del extracto hexanico de Euphorbia 

nutans Lag.
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Figura 6. Espectros de Resonancia Magnética Nuclear de 1H a 400 MHz en CDCl3 de α-amirina de las fracciones 139-148 

del extracto hexanico de Euphorbia nutans Lag.   
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Figura 7.  Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 13C a 400 MHz en CDCl3 de α-amirina del extracto de hexano de 

Euphorbia nutans Lag. 
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De las fracciones 200-223 eluidas con Hexano/AcOEt (9:1) de la cromatografía en 

columna del extracto hexanico de Euphorbia nutans se observó una sustancia con 

aspecto amorfo pero quedó cromatográficamente homogénea. Al determinar sus 

espectros de RMN de 1H (Figura 9) se observaron a 4.56 y 4.59 ppm dos señales 

múltiples e intensas que integran para un protón cada una y de acuerdo con este 

desplazamiento químico, corresponden a los protones de un enlace doble 

exocíclico, otra señal importante en 3.18 ppm se asignó a un sistema de tipo doble 

de dobles que al integrar para un protón correspondió al protón base de un alcohol 

secundario en un anillo de ciclo hexano, es decir, se muestra (Figura 8) la seccion 

de la molecula de β-lupeol donde se muestra la disposición del grupo hidroxilo (-

OH)  que desarrolla el patrón de acoplamiento del proton H3, tipo doble de dobles 

en la ampliación del espectro de RMN en 3.18 ppm. 

 

 

 

Figura 8. Patrón de acoplamiento tipo doble de dobles para el protón H3 base de β-

hidroxi del anillo de ciclohexano en el β-lupeol. 
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Figura 9. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 1H a 400 MHz en CDCl3 de β-lupeol obtenido de las fracciones 

200-223 del extracto de hexano de Euphorbia nutans Lag. 



75 
 

Por otro lado, en el espectro de RMN de 13C (Figura 11) de la fracción 200-223 se 

observaron 30 señales de resonancia que indican la naturaleza triterpénica de la 

sustancia de abundancia mayoritaria en esta fracción, algunas señales importantes 

en este espectro son las ubicadas en 78.97 ppm para un carbono base de grupo 

hidroxilo (-OH), en 109.31 y 150.96 ppm de un enlace doble (C=C). Al comparar sus 

datos espectroscópicos con los descritos para β-lupeol (2) (Figura 10) y desarrollar 

una placa cromatográfica con una muestra auténtica, se concluyó que se trata de 

esta sustancia natural (Verdezoto, 2012). 

 

 

 

Figura 10. Estructura molecular del β-lupeol (2) identificado del extracto de hexano 

de Euphorbia nutans Lag. 
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Figura 11.  Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 13C a 400 MHz en CDCl3 de β-lupeol obtenido de las fracciones 

200-223 del extracto de hexano de Euphorbia nutans Lag. 
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De las fracciones 252-303 de la columna cromatográfica eluidas con Hexano/AcOEt 

(9:1) del extracto de Euphorbia nutans, se observó una mezcla que 

mayoritariamente contiene β-sitosterol (3) ya que en su espectro de RMN de 1H 

(Figura 13) se detectó una señal en 5.35 ppm que integra para un hidrógeno de 

alqueno (C=C-H) además de otra señal múltiple en 3.51 ppm que integra para un 

protón base grupo alcohol (OH). En su espectro de RMN de 13C (Figura 14) se 

obsevaron señales que corresponden a este esterol muy ampliamente distribuido 

en la naturaleza. Al determinar su punto de fusión de 127-128 °C y compararlo con 

el informado en la literatura (128-131 °C) corresponde a esta sustancia que además 

fue aplicada a una placa cromatográfica junto con una muestra auténtica de β-

sitosterol, coincidiendo con lo publicado por Verdezoto (2013), su estructura 

molecular se muestra en la Figura 12. 

 

 

Figura 12. Estructura molecular de β-sitosterol aislado de Euphorbia nutans Lag. 
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Figura 13. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 1H a 400 MHz en CDCl3 de β-sitosterol obtenido de las fracciones 

252-303 del extracto de hexano de Euphorbia nutans Lag. 
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Figura 14. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 13C a 400 MHz en CDCl3 de β-sitosterol obtenido de las 

fracciones 252-303 del extracto de hexano de Euphorbia nutans Lag. 
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b) Metabolitos secundarios obtenidos del extracto de diclorometano 

En el Cuadro 2 se muestra la distribución y agrupamiento de las fracciones o 

particiones obtenidas de la columna cromatografica y los diferentes metabolitos 

secundarios que fueron identificados en este extracto. 

 

Cuadro 2. Proporciones de disolventes (fase móvil), fracciones obtenidas y 

metabolitos secundarios identificados en la columna del extracto de diclorometano 

de Euphorbia nutans Lag. 

Fase móvil 
No. de 

fracciones 
Metabolitos 

identificados 
Observaciones 

Hexano 1-36 -------------- ---------------------- 

Hexano:AcOEt (95:5) 37-96 --------------- ---------------------- 

Hexano:AceOEt (95:5) 97-100 β-sitosterol. 
Identificados con 
RNM de 1H, 13C. 

Hexano:AceOEt (95:5) 101-126 
Mezcla de 

cicloartanos, β-lupeol 
y otros. 

Acetilados. 

Hexano:AceOEt (95:5) 127-271 ------------- ---------------------- 

Hexano:AceOEt (9:1) 272-535 -------------- ---------------------- 

Hexano:AceOEt 
(85:15) 

536-711 -------------- ---------------------- 

Hexano:AceOEt (8:2) 712-876 -------------- ---------------------- 

Hexano:AceOEt (7:3) 877-1041 -------------- ---------------------- 

Hexano:AceOEt (6:4) 1042-1206 -------------- ---------------------- 

Hexano:AceOEt (5:5) 1207-1371 -------------- ---------------------- 

AceOEt 1372-1547 -------------- ---------------------- 

CH3OH (Metanol) 1548-1679 -------------- ---------------------- 

 

 

De las fracciones 97-100 eluidas con Hexano/AcOEt (95:5) del extracto de 

diclorometano de Euphorbia nutans analizado por cromatografía en columna se 

aisló e identificó β-sitosterol (3). Finalmente de las fracciones 101-126 eluidas con 
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la misma polaridad anterior, se detectaron al menos tres sustancias naturales, una 

de ellas correspondió a β-lupeol (2) por la presencia de señales en 4.56 y 4.69 ppm 

en el espectro de RMN de 1H (Figura 15), así como en 3.18 y 2.39 ppm se 

observaron señales múltiples que ubican a este triterpeno, en el mismo espectro de 

RMN 1H se observa además un conjunto de dos señales en 0.56 y 0.35 ppm que 

integran para un hidrógeno cada una y además son señales diagnósticas para 

hidrógenos pertenecientes a un ciclopropano del tipo de los cicloartanos (Joseph-

Nathan y Díaz, 1980). 
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Figura 15. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 1H a 400 MHz en CDCl3 de una mezcla de β-lupeol y 

probablemente 24-metilen-cicloartan-3β-ol, además de otras impurezas no terpenoidales del extracto de diclorometano de 

Euphorbia nutans Lag. 
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Así mismo, en 4.73 y 4.68 ppm se observa un sistema que ubica a un grupo metileno 

de alqueno terminal y una señal múltiple en 3.25 ppm para un hidrógeno base de 

alcohol (-OH), estas señales podrían ubicar la presencia de 24-metileno cicloartanol 

(4) en esta mezcla, según datos reportados para este producto natural (Banadian et 

al., 2014), en la Figura 16 se muestra la estructura molecular de este producto 

natural. 

 

 

 

Figura 16. Estructura molecular del 24-metileno-cicloart-3β-ol (4). 

 

 

c) Metabolitos secundarios obtenidos del extracto de metanol 

En el Cuadro 3 se muestra la distribución y agrupamiento de las fracciones o 

particiones obtenidas de la columna cromatografica y los diferentes metabolitos 

secundarios que fueron identificados en el extracto metanólico de Euphorbia nutans 

Lag. 
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Cuadro 3. Proporciones de disolventes (fase móvil), fracciones obtenidas y 

metabolitos secundarios identificados en la columna del extracto metanolico de 

Euphorbia nutans Lag. 

Fase móvil 
No. de 

fracciones 
Metabolitos 

identificados 
Observaciones 

CH2Cl2 1-40 
Estigamasterol y β-

sitosterol 

Mezcla y 
corroborados 

mediante placa de 
CCD y RMN de 1H 

CH2Cl2:CH3OH (95:5) 41-400 --------------- ---------------------- 

CH2Cl2:CH3OH (9:1) 401-440 --------------- ---------------------- 

CH2Cl2:CH3OH (8:2) 441-470 --------------- ---------------------- 

CH2Cl2:CH3OH (7:3) 471-510 --------------- ---------------------- 

CH2Cl2:CH3OH (1:1) 511-570 Tipo Iridoide 
En la fracción 553 
mediante RMN de 

1H 

CH3OH 571-660 --------------- 

Metabolitos 
secundarios 

interesantes no 
identificados 

 

 

En las fracciones 1 a 40 eluidas con CH2Cl2 del extracto de metanol de Euphorbia 

nutans, aplicado a una columna cromatográfica empacada con silicagel, se 

identificaron tanto β-sitosterol como estigmasterol por la inspección de su espectro 

de RMN de 1H (Figura 17), además muestras auténticas de β-sitosterol y 

estigmasterol (5) fueron utilizadas en el desarrollo de una placa cromatográfica y 

cuya comparación evidenció la presencia de estos dos metabolitos secundarios, la 

estructura del estigmasterol se muestra en la Figura 18. 
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Figura 17. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 1H a 400 MHz en CDCl3 de las fracciones 1-40 del extracto de 

metanol de Euphorbia nutans Lag. 
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Figura 18. Estructura molecular del estigmasterol identificado del extracto de 

metanol de Euphorbia nutans Lag. 

 

Finalmente, de las fracciones 511-570 eluidas con CH2Cl2/MeOH (1:1) se aisló una 

sustancia sólida, mediante su espectro de RMN 1H determinado en D2O (Figura 20) 

se observaron señales en 6.4 ppm que pueden corresponder a un hidrógeno de 

alqueno (C=C-H); en 4.25 ppm se observa una señal que puede asignarse a un 

hidrógeno base de oxígeno, y entre 4.0 y 3.0 ppm se detectaron señales que 

pudieran representar a una sección de un azúcar unido a un iridoide, dada la 

insolubilidad de esta sustancia en disolventes orgánicos y solamente soluble en 

agua (Dinda et al., 2007), una posibilidad estructural se presenta en la Figura 19, 

que requiere de más estudios para establecer la estructura correcta de la molécula 

mencionada. 

 

Figura 19. Posibilidad estructural del iridoide glicosilado aislado del extracto de 

metanol de Euphorbia nutans Lag. 
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Figura 20. Expansión del espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 1H a 400 MHz en D2O de un posible iridoide 

aislado a partir de las fracciones 511-570 del extracto metanolico de Euphorbia nutans Lag. 
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d) Importancia biológica de los metabolitos secundarios obtenidos en los 

estractos de Euphorbia nutans Lag. 

La α-amirina es una sustancias que parece conferir una actividad anti-úlcera 

(Navarrete et al., 2002) y generalmente posee propiedades anti-inflamatorias y anti-

tumorales (Fernandes et al., 2003). Incluso, Oliveira et al. (2004a) observaron 72 % 

y 89 % de gastro-protección en las dosis orales de 200 y 400 mg/kg de resina cruda 

de Protium heptaphyllum, respectivamente en ratas. Por otra parte, Oliveira et al. 

(2004b) mencionan que la mezcla de α y β-amirina muestra una gastro-protección 

máxima del 67 % a la dosis de 100 mg/kg en taras. Los datos citados respaldan la 

idea de que el metabolito secundario α-amirina es uno de los principales 

responsables de la actividad gastro-protectora que tiene Euphorbia nutans Lag. 

 

El metabolito secundario β-lupeol tiene importancia medicinal como agente 

terapéutico y quimiopreventivo para el tratamiento de la inflamación y el cáncer, y 

de gran variedad de trastornos incluyendo también la inhibición de tumores del 

cáncer de próstata en humanos (M. Saleem et al., 2009), actividad antioxidante 

(Andrikopoulus et al., 2003), reduce la síntesis de triglicéridos y colesterol en las 

células de hepatoma humano (Mizuho Itoh et al., 2009), ataca selectivamente a las 

células humanas enfermas e insalubres sin afectar las células normales y 

saludables (Saleem y Siddique, 2011), además es de utilidad para estudiar cómo 

es que se ha dado la evolución de especies (Herrera et al. 1998). 

 

El estigmasterol y β-sitosterol son típicos de encontrase en las plantas (Marín et al., 

2008; Zedan et al., 2013) y a pesar de ello se consideran importantes ya que 

presentan actividades biológicas muy favorables, por ejemplo, el β-sitosterol tiene 

actividad antimicótica y antibacteriana además de actuar como inhibidor de la 

promoción de tumores in vivo (Yasukawa et al., 1991), y el estigmasterol exhibe un 

efecto inhibitorio sobre la transcriptasa reversa del VIH (Akihisa et al., 2001). 

 

De los cicloartanos son pocos los reportes de su actividad farmacológica (Gutiérrez 

y Rojano, 2009), sin embargo, su importancia radica en ser considerados como 



89 
 

marcadores quimico-taxonómicos específicos del género Euphorbia (Ayatollahi et 

al., 2011). 

 

Respecto a los iridoides, se han utilizado como marcadores químicos para los 

superordenes Corniflorae, Gentianiflorae, Loasiflorae y Lamiiflorae pero no para 

Euphorbianae (Euphorbiaceae), siendo en este sentido la primera vez que se 

reporta un metabolito secundario tipo iridoide, en caso de confirmarse así, para este 

superorden. En quimiosistematica el valor de los iridoides tiene un significado 

importante en la clasificación, filogenia y evolución de las plantas (Sampaio-Santos, 

2001). También los iridoides están relacionados como parte del mecanismo de 

defensa de las plantas frente a herbívoros o patógenos (Bowers y Stamp, (1993). 

Además, estos compuestos presentan propiedades benéficas sobre la función 

hepática y biliar y también han mostrado actividad anti-inflamatoria, antimicrobiana, 

antitumoral y antiviral, y se han utilizado como antídoto en el envenenamiento 

producido tras el consumo de hongos venenosos del género Amanita (López et al., 

2012), además de ser mencionados por diferentes fuentes como preventivos de la 

vejez prematura. 

 

Con base a los resultados obtenidos en Euphorbia nutans Lag., al uso gastro-

protector de forma empírica y a los datos publicados por otros autores sobre los 

beneficios que ofrecen estos metabolitos (β-sitosterol, estigmasterol, α y β-amirina 

y β-lupeol), puede ser que la interacción de estos principalmente, y otros, sean los 

que le dan dicha característica medicinal a la planta Euphorbia nutans Lag. 

 

CONCLUSIONES 

Se efectúo el estudio fitoquímico de Euphorbia nutans Lag., mediante 

espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear de 1H y 13C, así como de 

infrarrojo de los compuestos seleccionados, se lograron identificar los metabolitos 

secundarios: Estigmasterol, β-sitosterol, β-lupeol, acetato de α-amirina, posible 

cicloartano al igual que un compuesto de tipo iridoide. 
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Con base a la literatura consultada, esta planta puede ser de considerable 

importancia como medicinal ya que los metabolitos que contiene juegan un papel 

fundamental al aportar muchos beneficios a la salud humana. 
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CAPITULO IV 

OBTENCIÓN Y ANÁLISIS FITOQUÍMICO DE CALLOS in vitro EN Euphorbia 

nutans Lag.   

 

RESUMEN 

La propagación mediante el cultivo de tejidos vegetales in vitro no sólo se aplica 

para cubrir la demanda de plantas, rescate y conservación de diversas especies 

vegetales, sino también para tener material vegetal con el fin de obtener metabolitos 

secundarios. Pero existe incertidumbre acerca de qué tanto influye el nivel de 

diferenciación y/o especialización celular in vitro en la biosíntesis y obtención de 

metabolitos secundarios que normalmente se encuentran en plantas silvestres o en 

campo. Por ello que se al emplearon hojas, segmentos de lámina foliar y segmentos 

nodales de Euphorbia nutans Lag., planta con propiedad medicinal como 

cicatrizante y para tratar la gastritis, con el objetivo de obtener callos in vitro y 

posteriormente realizar un análisis fitoquímico para comparar los resultados con los 

obtenidos de plantas silvestres. Se evaluaron reguladores de crecimiento vegetal 

como 6-Benciladenina (BA), kinetina (Kin), 2-iso-pentiladenina (2i-p), ácido 

naftalenacético (ANA), ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y Thidiazuron (TDZ), 

todos a 10 mg·L-1 y en diferente combinación en un medio de cultivo básico con las 

sales inorgánicas de Murashige y Skoog (1962) 100 % más suplementos. El análisis 

fitoquímico de los callos obtenidos se hizo mediante comparación en placas 

cromatográficas (CTL) y espectroscopía de RMN de 1H.  Los datos del peso de los 

callos se analizaron mediante un análisis de varianza completamente al azar en la 

evaluación del efecto final de cada tratamiento y se aplicó la prueba de Tukey 

(p=0.05) para definir la diferencia entre los efectos medios de los tratamientos. Los 

resultados indican que el tipo de explante así como el tipo y combinación de 

reguladores de crecimiento juegan un papel fundamental en la formación de callos 

en Euphorbia nutans Lag., y el análisis fitoquímico de los callos reveló diferencia en 

los metabolitos y ausencia de los más abundantes en plantas silvestres. 

 

Palabras clave: Hojas, ápices, metabolitos, fitoquímica, cromatografía. 



96 
 

INTRODUCCIÓN 

Pierik (1990) define “callo” como tejido constituido por células diferenciadas que se 

desarrollan en respuesta a una lesión química o física en condiciones hormonales 

determinadas, el cual se puede obtener a partir de un fragmento de tejido y sólo 

algunas de las células del callo exhiben la totipotencia celular, y esta habilidad de 

diferenciarse en tejidos, órganos e incluso embriones, las hace capaces de 

regenerar plantas enteras. Por otra parte, Kondamudi et al. (2009) mencionan que 

en muchos experimentos de cultivo de tejidos, como primer paso es necesaria la 

inducción de callo (conjunto de células en crecimiento desorganizado) a partir del 

explante donde el callo se produce en respuesta a una lesión del tejido, y además, 

el cultivo de callo se utiliza para estudiar el aislamiento de protoplastos, tipos de 

células, la selección celular, la embriogénesis somática, la organogénesis y la 

producción de metabolitos secundarios. En Euphorbiaceae Lee y Starratt (1972) 

cultivaron raíces de plántulas de Euphorbia esula y Euphorbia cyparissias para 

obtener callos con ácido α-naftalenacético (ANA), siendo mejor fitohormona que 

kinetina (Kin), 2,4-ácido diclorofenoxiacético (2,4-D), ácido indolacético (IAA) o 

ácido-4-amino-3,5,6 tricloropicolínico (picloram), y el ácido giberélico no tuvo algún 

efecto. Ripley y Preece (1986) mencionan que la citocinina 6-benciladenina (BA) no 

fue necesaria para la proliferación de brotes axilares en Euphorbia lathyris L., pero 

si para la producción de callos y brotes adventicios. En Mallotus philippensis, Abbas 

(1993) obtuvo un callo en continuo crecimiento en medio MS + 2,4-D (5.78μM) + Kin 

(2.5μM). Jasrai et al. (2003) en Euphorbia pulcherrima reporta la inducción de callos 

rojos en un medio MS suplementado con 2-iso-penteniladenina (2i-p) (9.8 µM) y 

ANA (2.69 µM).  Pickens et al. (2005) en Euphorbia pulcherrima reporta a tidiazurón 

(TDZ) en concentraciones entre 2.3 y 23.0 μM causando hiperhidricidad de brotes, 

y la mayoría de los callos y brotes se obtuvieron a partir de secciones de la vena 

media de las hojas cultivadas in vitro en el medio que contiene 8.8 a 13.3 μM de BA 

y 17.1 μM de AIA durante un mes. Bin Xu et al. (2008) plantean un protocolo de 

regeneración celular para Euphorbia ésula L. mediante un medio de cultivo MS 

adicionado con 6-bencilaminopurina (BAP) (1.11 µM) + ácido indolbutírico (AIB) 

(1.97 µM) donde después de 30 días de cultivo obtuvieron brotes de forma directa 
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e indirecta. En Euphorbia pulcherrima, Dinum y Brian (2010) mencionan el cultivo 

de yemas apicales y axilares en un medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) + BA 

y BA + AIA que produjeron principalmente un callo rojo (10 µM BA), similar a lo 

reportado por Jasrai et al. (2003) así como algunos callos blancos (10 µM BA + 4 

µM AIA) y color gris-verde después de un mes de cultivo. En el año 2011 se reporta 

la micropropagación de Ricinus communis a partir de tejidos de hojas cotiledonales 

donde el mejor porcentaje de formación múltiple de brotes fue 90 %. Además, la 

mejor respuesta de inducción de callo friable y de color marrón blanquecino a partir 

del mismo tipo de explantes fue también del 90 % en el medio MS con la adición de 

0.5 mg·L-1 de ANA más 2.5 mg·L-1 de BAP (Shagufta et al., 2011). Por otra parte, el 

cultivo de células y tejidos vegetales fue introducido a finales de los años 60 del 

siglo XX como una alternativa posible para el estudio y producción de metabolitos 

secundarios (Bourgaud et al., 2001) y a partir de entonces se han realizado 

numerosos estudios con el objetvio de incrementar y obtener los compuestos 

deseados. Sin embargo, Kreis (2007) menciona que no es posible producir todos 

los compuestos en células indiferenciadas (callos) en igual cantidad y calidad que 

los obtenidos en las plantas madre, ya que muchos metabolitos se sintetizan 

integrados a eventos de diferenciación celular. No obstante, Janarthanam et al. 

(2010) en Stevia rebaudiana (Asteráceae) mencionan el cultivo de explantes foliares 

y segmentos nodales para la obtención de callo con el fin de analizar los metabolitos 

aislados y compararlos con los que se obtienen de plantas provenientes de campo, 

el cual fue abundante (11.6 g) a partir de explantes foliares cultivados en un medio 

MS que contenía 0.5 mg·L-1 de ANA, 0.5 mg·L-1 de 2,4-D y 1.0 mg·L-1 de Kin. Más 

recientemente, Safdar y Alveena (2013) en Momordica charantia cv. Jaunpuri 

(Cucurbitaceae) mencionan a los reguladores de crecimiento vegetal: BAP, AIA, y 

2,4-D en medio MS para inducir la callogénesis y extraer los principios activos ahí 

generados, resultando BAP más 2,4-D como la mejor combinación en diferentes 

concentraciones para la inducción de callo a partir de diferentes explantes de 

plántulas in vitro. Con base a los antecedentes sobre inducción de callo en plantas 

de la familia Euphorbiaceae, al empleo de los citados reguladores de crecimiento 

vegetal tanto en plantas de dicha familia como de otras y a la nula información 
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generada y publicada en este tema sobre la Euphorbia nutans Lag., especie con 

alto potencial de uso farmacológico, se plantearon como objetivos: a) Evaluar 

diferentes explantes in vitro de Euphorbia nutans Lag. bajo el efecto de diferentes 

reguladores de crecimiento vegetal y sus combinaciones para la obtención de callo 

y b) Extracción de metabolitos secundarios a partir de los callos obtenidos in vitro y 

su comparación mediante cromatografía en placa delgada con metabolitos 

obtenidos de plantas madre. 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Material vegetal  

La presente investigación se realizó durante el año 2014 a partir de hojas y 

segmentos nodales de plantas de Euphorbia nutans Lag. obtenidas y mantenidas 

bajo condiciones in vitro en el Laboratorio de Cultivo de Células y Tejidos Vegetales 

in vitro del Departamento de Fitotecnia de la Universidad Autónoma Chapingo. 

 

Condiciones de cultivo in vitro  

El medio de cultivo empleado fueron las sales inorgánicas de Murashige y Skoog 

(1962) 100 %, suplementado con myo-inositol 100 mg·L-1, tiamina-HCl 0.40 mg·L-1, 

sacarosa 30 g·L-1; adicionando por separado los reguladores de crecimiento 

vegetal: Kin, 2i-p, BA, ANA, 2,4-D y TDZ, más 0.7 % de agar-agar, 3 mg·L-1 de 

AgNO3
- y ajustando la solución final de los tratamientos a un pH de 5.7 ± 0.01. 

Después de diluir el agar en el medio de cultivo, éste se vertió en tubos de ensaye 

en una cantidad de 10 mL por frasco y se taparon con tapas de polipropileno para 

esterilizarse por 20 minutos en una autoclave de vapor de agua tipo horizontal a una 

temperatura de 121 °C y a 1.5 kg·cm2 de presión. Después de realizada la siembra 

in vitro de los tejidos, los tubos de cultivo fueron incubados a 26 ± 2 °C y con 24 

horas de luz artificial mediante lámparas de luz fluorescente blanca. 
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Tratamientos 

Para evaluar las variables en este trabajo se elaboró un cuadro para combinar las 

citocininas con las auxinas y así tener diferentes tratamientos. Por lo tanto, los 

tratamientos para el cultivo de segmentos nodales se muestran en el Cuadro 1. El 

tratamiento para evaluar las respuestas en hojas únicamente fue BA + ANA, ambos 

reguladores de crecimiento vegetal en 10 mg.L-1, esta concentración se determinó 

con base a resultados de bioensayos previos con 1 mg·L-1 de BA + ANA, 5 mg·L-1 

de BA + ANA y 10 mg·L-1 de BA + ANA, donde 10 mg·L-1 de concentración de ambos 

reguladores dio las mejores respuestas. 

 

Cuadro 1. Tratamientos para evaluar la inducción de callo in vitro a partir de 

segmentos nodales en la Euphorbia nutans Lag. 

Tratamiento 
Reguladores de crecimiento vegetal mg·L-1 

Kin 2i-p BA ANA 2,4-D TDZ 

1 10     10     

2  10  10   

3   10 10   

4 10    10  

5  10   10  

6   10  10  

7 10     10 

8  10    10 

9   10   10 

10 --- --- --- --- --- --- 

Tratamiento 10: Tratamiento control o testigo. Únicamente las sales MS 100 % (1962) más suplementos. 

 

Variables evaluadas 

Contaminación por hongos y/o bacterias: Se consideraron frascos de cultivo 

contaminados si se observaban crecimientos de micelio o placas bacterianas. 

Necrosis: Se consideraron semillas y/o tejidos necrosados cuando presentaron una 

apariencia café-obscura o con liberación de fenoles en el medio de cultivo. 
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Porcentaje de respuesta a la formación de callo: Se considera formación de callo 

cuando resulta un crecimiento celular desorganizado en segmentos nodales, hojas 

completas y segmentos foliares de Euphorbia nutans Lag. El porcentaje expresado 

es la diferencia del total de explantes con respuesta a callo. 

Posición de hojas en el medio de cultivo: Se evaluaron dos posiciones: El haz de la 

lámina foliar hacia arriba del medio de cultivo y la posición del haz hacia abajo o en 

contacto con el medio de cultivo. 

Presencia de metabolitos secundarios: Se comparó la presencia de metabolitos 

secundarios en extractos de callos vs extractos de plantas silvestres mediante placa 

cromatográfica. 

 

Extracción de metabolitos secundarios a partir de callo 

La extracción de los metabolitos secundarios se llevó a cabo mediante la técnica de 

reflujo por dos horas tres veces y con tres disolventes diferentes de menor a mayor 

polaridad (Hexano, Diclorometano y Metanol, respectivamente) cada uno, 

concentrándose el extracto de cada disolvente con ayuda de un Rota vaporador. La 

cantidad de callos fue de 3.41 g después de dejarse a temperatura ambiente y fuera 

de los frascos de cultivo por 24 hrs. 

 

Análisis de datos  

Para la obtención de datos de respuesta se consideraron 10 repeticiones por 

tratamiento para segmentos nodales y para hojas y segmentos foliares se 

consideraron cinco repeticiones por tratamiento tomando un tubo de ensaye como 

unidad experimental con un explante y registrando las observaciones cada semana 

durante 8 semanas. Se utilizó un análisis de varianza completamente al azar en la 

evaluación final de cada tratamiento y se aplicó la prueba de Tukey (p=0.05) para 

definir la diferencia entre los efectos medios de los tratamientos empleando el 

paquete estadístico SAS. 

 

Los metabolitos secundarios de los callos sólo se compararon mediante placas 

cromatográficas en capa delgada (CCD) con los metabolitos secundarios de los 
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extractos obtenidos de plantas silvestres de Euphorbia nutans Lag. y los cuales se 

analizaron mediante Resonancia Magnética Nuclear de protón (RMN 1H). 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Contaminación y necrosis de tejidos 

En este trabajo no se presentó contaminación de los tejidos vegetales empleados, 

los cual es lógico ya que provinieron de plantas bajo condiciones asépticas in vitro. 

No obstante, todos los tejidos se necrosaron, lo cual puede deberse a la exposición 

de estos al calor generado por el mechero ya que al provenir de frascos bajo 

condiciones in vitro y con alta humedad relativa (probablemente más del 90%), sus 

tejidos de protección no estén bien desarrollados o están muy turgentes y por ende 

mucho más sensibles al aire caliente que los explantes provenientes de plantas de 

campo. 

 

Cultivo de segmentos nodales 

La obtención de respuestas en la inducción de callo para esta variable estuvo 

influenciada por la combinación de distintos tipos de reguladores de crecimiento, 

principalmente por el tipo de auxina empleado, pues como es evidente, en los 

tratamientos 1, 2 y 3 sí se apreció respuesta para la inducción de callo, los cuales 

corresponden a los tratamientos con Kin + ANA, 2i-p + ANA y BA + ANA, 

respectivamente, a excepción del tratamiento 4 que tiene Kin + 2,4-D y también 

favoreció dicha respuesta. Por lo tanto, estos resultados no coinciden con lo que 

menciona Pierik (1990) y Kondamudi et al. (2009), ya que la formación del callo no 

se dio en la parte donde se realizó el corte del tejido, sino en el segmento nodal 

donde existen yemas axilares (Figura 1) y tejidos con crecimiento activo. Así mismo, 

el peso de los callos en los cuatro tratamientos que favorecieron ésta respuesta no 

fue significativo, lo que indica que los segmentos nodales como explantes no son 

idóneos para inducir dicha respuesta (Cuadro 2), sin embargo, el tratamiento con 

2i-p + ANA fue el que mayor favoreció el porcentaje de respuesta (90 %) seguido 

de Kin + ANA y Kin + 2,4-D (ambos 70 %) lo que indica que la respuesta para 
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formación de callo depende del tipo de citocinina combinado con ANA, pues 2,4-D 

es está reportado para formar callo se vió inhibido por las citocininas y sólo con Kin 

tuvo cierta respuesta (70 %), y de igual forma ANA + BA tuvo menor respuesta (40 

%) que con Kin y 2i-p. 

 

Cuadro 2. Inducción de callos in vitro a partir de segmentos nodales de Euphorbia 

nutans Lag. 

Tratamiento 
Porcentaje de 

respuesta (%) 

    Características del callo 
Peso de callo (g) 

Color Textura 

1 70 Marrón/cremoso Compacta 0.0321 a 

2 90 Cloróticos Compacta 0.0381 a 

3 40 Gris obscuro Compacta 0.0401 a 

4 70 Gris obscuro Compacta 0.0245 a 

5 - - - - 

6 - - - - 

7 - - - - 

8 - - - - 

9 - - - - 

10 - - - - 

Respuestas a la formación de callo in vitro en segmentos nodales de Euphorbia nutans Lag., por tratamiento. Los tratamientos 

que tienen la misma letra, no son estadísticamente diferentes (Tukey, p=0.05). 

 

Por otra parte los resultados tienden a ser similares a los datos reportados por Lee 

y Starratt (1972) en raíces de plántulas de Euphorbia esula y Euphorbia cyparissias 

para obtener callos mediante el uso de ANA, siendo mejor para ello que Kin, AIA, 

picloram y 2,4-D. También en Euphorbia pulcherrima, Dinum y Brian (2010) reportan 

la obtención de callo a partir de yemas apicales y axilares empleando un medio de 

cultivo MS adicionado con BA + AIA e incluso adicionado únicamente con BA, al 

igual que lo reportado por Jasrai et al. (2003).  
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Figura 1. Formación de callos a partir de segmentos nodales de Euphorbia nutans 

Lag. bajo condiciones in vitro. A y B) Callos obtenidos con Kin + ANA, C y D) Callos 

obtenidos con 2i-p + ANA, E) Callos obtenidos con BA + ANA, F) Callos obtenidos 

con Kin + 2,4-D. 

 

Por otra parte, Ripley y Preece (1986) mencionan que BA no es necesaria para la 

proliferación de brotes axilares en Euphorbia lathyris pero sí fue fundamental para 

la obtención de callo y brotes adventicios, sin embargo, en este trabajo parece ser 

que BA no es favorable para dicha respuesta, a excepción del tratamiento 3, lo que 

indica que en combinación con 2,4-D y TDZ no es apropiada al igual que la 

concentración empleada como lo reporta Janarthanam et al. (2010) en Stevia 

rebaudiana (Asteráceae) al obtener callo para el análisis de metabolitos secundarios 

empleando 0.5 mg·L-1 de ANA + 0.5 mg·L-1 de 2,4-D y 1.0 mg·L-1 de Kin, por lo que 

tal vez BA muestre mejores respuestas a menores concentraciones e incluso con 

ANA u otros reguladores de crecimiento vegetal como lo citado por Bin Xu et al. 

(2008) en Euphorbia ésula al obtener brotes a partir de callo después de treinta días 
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de cultivo in vitro en un medio MS adicionando BAP y AIB, o a lo reportado por 

Safdar y Alveena (2013) en Momordica charantia cv. Jaunpuri (Cucurbitaceae) 

donde emplearon BAP, AIA Y 2,4-D siendo mejor la combinación BAP + 2,4-D. 

 

Cultivo in vitro de hojas completas vs segmentos foliares 

Los resultados indican que la posición del haz de la hoja sobre el medio de cultivo 

no fue importante para la formación de callo como se aprecia en el Cuadro 3, sino 

al contacto de la parte basal de la hoja con éste, pues como se aprecia en la Figura 

2 B-C y D-E, el callo se formó en el peciolo de las hojas, por lo tanto, la formación 

de callo será positiva siempre y cuando la hoja lleve parte del peciolo y éste quede 

en contacto con el medio de cultivo, independientemente de si el haz foliar se coloca 

hacia arriba o hacia abajo sobre el medio de cultivo. 

 

Cuadro 3. Inducción de callos in vitro a partir de hojas completas y segmentos 

foliares de Euphorbia nutans Lag.  

Explante 
Porcentaje de 

respuesta (%) 

Características del callo 
Peso de callo (g) 

Color Textura 

Hoja completa 

HazA 
100 Verde claro Poco cristalino 0.0174 a 

Hoja completa 

HazB 
40 Clorótico Poco cristalino 0.0113 a 

Segmento foliar 

HazA 
100 Verde limón Friable 0.8830 b 

Segmento foliar 

HazB 
100 Verde limón Friable 0.8220 b 

Respuestas a la formación de callo in vitro en segmentos nodales de Euphorbia nutans Lag., por tratamiento. Los tratamientos 

que tienen la misma letra, no son estadísticamente diferentes (Tukey p=0.05). 

 

En este caso las respuestas obtenidas sí corresponden a lo citado por Pierik (1990) 

y Kondamudi et al. (2009) referente a la necesidad de causar una herida para inducir 

la respuesta callogénica (Figura 2, 3 y 4). Dicho resultado también obedece a lo 
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mencionado por Jaideep y Martin (2002) quienes mencionan la importancia de los 

microtúbulos y microfilamentos de actina así como el citoesqueleto en el control de 

la morfogénesis de las plantas; y como es evidente, en ninguna otra parte de la hoja 

se indujo la formación de callo sino sólo en el peciolo, el cual fue “herido” con el 

bisturí, dejando así las moléculas celulares en contacto directo con el medio de 

cultivo dándose de esta forma la actividad celular y la consecuente inducción de 

callo. Pero es fundamental que el tejido herido quede en contacto con el medio de 

cultivo, ya que los peciolos heridos que quedaron sin contacto con el medio no 

tuvieron respuestas. Resultados que son similares al cultivarse segmentos de hojas, 

las cuales también fueron segmentadas con una navaja de bisturí y es en todo el 

contorno donde se aprecia la inducción de callo (Figura 3 B y C). 

 

 

Figura 2. Callos formados en hojas completas in vitro de Euphorbia nutans Lag. A) 

Hoja completa de Euphorbia nutans Lag., B) y C) Respuesta para formación de callo 

en hojas completas con el haz hacia arriba, D y E) Respuesta para formación de 

callo en hojas completas con el haz hacia abajo. 

 

Šamaj et al. (2004) mencionan que la morfogénesis y el control de la polaridad en 

las plantas dependen de las moléculas de la pared celular, el citoesqueleto y la 

señalización celular. Encontrándose proteínas de arabinogalactano (AGPS) como 
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los primeros componentes moleculares que aparecen en la matriz extracelular que 

cubre las superficies de las células vegetales embriogénicas y organogénicas, y en 

este trabajo con Euphorbia nutans donde el segmento foliar no conserva su 

recubrimiento, la respuesta morfogénica es nula. Por lo tanto, es de menester 

importancia tratar de dañar lo menos posible a los tejidos cuando se manipulan con 

el material de disección, así como al ser manipulados para su desinfestación al 

iniciarse un establecimiento de cultivo de tejidos vegetales in vitro. 

 

Con respecto al callo formado en este trabajo, Dinum y Brian (2010) en Euphorbia 

pulcherrima mencionan el cultivo de yemas apicales y axilares en un medio de 

cultivo MS + BA y BA + AIA que produjeron principalmente un callo rojo, similar a lo 

reportado por Jasrai et al. (2003), además de algunos callos color blanco y color 

gris-verde después de un mes de cultivo, resultados parecidos a los obtenidos en 

Euphorbia nutans Lag. (Figura 3). Es importante aclarar que las tonalidades color 

rojo aparecieron después de 3 semanas de cultivo in vitro y no fue una coloración 

homogénea del callo, sino sólo en ciertos sitios similar a lo que sucede en las hojas 

de las plantas en campo (Figura 3 A y F). 
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Figura 3. Respuestas a la formación de callo in vitro en segmentos de lámina foliar 

media incluyendo la nervadura central de Euphorbia nutans Lag. A) Restos de hoja 

después de aislar la parte media, B) Protuberancias en la parte superior de la lámina 

foliar con haz hacia ariba, C) Inicio de respuesta a callo en el margen foliar herido 

con el bisturí D) Formación de callo a partir del segmento de lámina foliar a los 30 

días de cultivo in vitro E) Formación de callo en segmento de lámina foliar a los 15 

días después de cultivo in vitro F) Callo con coloración rojiza.  

 

Por otra parte, la inducción y formación de callo friable en explantes foliares de 

Euphorbia nutans Lag. sucedió cuando se tomaron segmentos de lámina foliar 

media y se escindió la nervadura central justo por la mitad (Figura 4).  Las 

respuestas fueron muy favorables para formación de callo independientemente de 

la posición del explante, resultados que también refuerzan a lo citado por Šamaj et 

al. (2004) y Jaideep y Martin (2002) sobre la importancia de exponer dichas 

estructuras celulares directamente con el medio de cultivo. Así mismo, Pickens et 

al. (2005) mencionan que la mayoría de los callos y brotes en Euphorbia pulcherrima 
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se obtuvieron a partir de secciones de la vena media de las hojas cultivadas in vitro 

con BA y AIA durante un mes, y Shagufta et al. (2011) menciona tejidos de hojas 

cotiledonales de Ricinus communis para inducción de callo. De acuerdo a los 

resultados obtenidos para esta respuesta en Euphorbia nutans Lag. y a lo citado 

también por Ripley y Preece (1986) en Euphorbia lathyris con BA para formación de 

callo, Jasrai et al. (2003) y Dinum y Brian (2010) en Euphorbia pulcherrima 

empleando BA y AIA, se puede ver que BA juega un papel muy importante para la 

formación de callo con o sin auxinas, dependiendo de la concentración, planta y 

tejido a emplear. 

 

Figura 4.  Obtención in vitro de callos friables a los 7 días de cultivo a partir de 

segmentos de lámina foliar de Euphorbia nutans Lag. con la nervadura central 

hendida por la mitad y en un medio de cultivo MS 100% + BA y ANA 10 mg·L-1.  

 

Producción de metabolitos secundarios a partir de callos obtenidos in vitro 

El análisis de los metabolitos secundarios mediante cromatografía en capa delgada 

(CCD) reveló diferencias entre los metabolitos obtenidos de callos producidos in 

vitro con respecto a los obtenidos de plantas silvestres (Figura 5). Por lo tanto, y con 

base a estos resultados sí se está y no de acuerdo a lo mencionado por Kreis (2007). 

Sí se está de acuedo respecto a la posibilidad de no poder obtener los mismos 
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metabolitos en la misma cantidad y calidad a partir de células indiferenciadas, ya 

que en la placa cromatográfica (Figura 5) se pueden observar algunas diferencias 

entre metabolitos obtenidos de plantas silvestres y metabolitos obtenidos a partir de 

callos, principalmente en los metabolitos obtenidos con hexano, donde en el primer 

carril (metabolitos obtenidos con hexano a partir de plantas silvestres) se pueden 

apreciar dos bandas señaladas con una flecha que corresponde a dos posibles 

metabolitos no presentes en el extracto hexánico de callos; sin embargo, debe de 

considerarse que el extracto de hexano de plantas silvestres sufrió un tratamiento 

previo para desengrasarlo. Además, también es lógico que haya variaciones entre 

las dos formas de obtener metabolitos secundarios ya que las condiciones en 

campo de las plantas madre es muy diferente a las condiciones controladas del 

manejo celular in vitro.  En campo las plantas responden a una gran variación de 

condiciones ambientales mediante la biosíntesis de los metabolitos secundarios que 

son los que les ayudan a sobrevivir bajo tales situasiones de estrés (Taiz y Zeiger, 

2006; R. Verpoorte et al., 2000). Y no se está de acuerdo, parcialmente, con Kreis 

(2007) ya que se puede apreciar en la placa cromatográfica (Figura 5) para los 

extractos con cloruro de metileno (CH2Cl2) y con metanol (CH3OH), carriles 4 y 6 

respectivamente de extractos de callos, la presencia de la mayoría de los 

metabolitos presentes en extractos de plantas de campo, y además, se pueden 

observar otros metabolitos (señalados con flechas) que no se presentan en los 

extractos con los mismos disolventes para plantas silvestres (Figura 5, carriles 4 y 

5). Resultados que coindicen con los obtenidos por Janarthanam et al. (2010) en 

Stevia rebaudiana en células cultivadas no diferenciadas.  

 

No obstante, los resultados son diferentes a los reportados por Safdar y Alveena 

(2013) quienes emplearon diferentes explantes a partir de plántulas de Momordica 

charantia cv. Jaunpuri obtenidas in vitro, encontrando que los tejidos vegetales de 

las plantas cultivadas en campo contienen relativamente más metabolitos 

secundarios que los callos a partir de plántulas in vitro, sin mebargo, al emplear 

cotilenodes como explantes para formar callo, observaron que los metabolitos 

secundarios obtenidos eran comparativamente similares con ligeras variaciones, 
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incluso al comparar la extracción de metabolitos de entrenudos de plantas crecidas 

en campo con los obtenidos en cultivos de callo, en ambos casos se encontró el 

ácido Alfa-eleosteárico, un ácido graso específico de Momordica. Por lo tanto, se 

cree que es posible no sólo la obtención de los metabolitos secundarios obtenidos 

de plantas madre, sino también otros que pueden ser de mucha importancia 

farmacológica o según el interés que se tenga, a partir del cultivo de células 

indiferenciadas (callos) bajo condiciones in vitro y llegar a controlar su producción 

mediante el empleo de elicitores celulares y cultivos específicos (Baldi et al., 2007; 

Sakunphueak y Panichayupakaranant, 2010).  

 

Los metabolitos secundario obtenidos a partir de plantas silvestres en el extracto de 

hexano son: Beta-sitosterol, estigmasterol, Beta-lupeol y alfa-amirina; en el extracto 

de diclorometano se identificaron: Beta-sitosterol, estigasterol, Beta-lupeol y 

posibles cicloartonos; en el extracto metanólico un metabolito interesante de tipo 

iriodeno. La diferencia como se puede apreciar en la figura 5 en el extracto de 

hexano de plantas silvestres con respecto a extracto de hexano de callos es muy 

poca, además, las bandas que no aparecen en el extracto de hexano de callo 

pueden deberse a algunas “grasas”, ya que dicho disolvente es más a fin para la 

extracción de estas, y tomar en cuenta que las plantas en campo tienen que producir 

más sustancias de protección y/o reserva y muchas de ellas son ceras. Sin embargo 

y de acuerdo a la placa CCD (Figura 5) en los extractos de callos con cloruro de 

metileno y metanol aparentemente no sólo se obtuvieron los metabolitos 

secundarios que se encuentran en plantas silvestres sino también otros, lo que 

indica que la producción de callos in vitro a partir de tejidos de la Euphrbia nutans 

Lag. puede ser una herramienta imprescindible en la obtención de metabolitos 

secundarios de interés sin la necesidad de llegar a la diferenciación y 

especialización celular in vitro, lo cual, puede proyectarse a una escala 

semicomercial para la industria farmacéutica. No obstante, es fundamental 

identificar qué metabolitos “nuevos” son los que se biosintetizan in vitro y de esta 

forma saber si son o no de interés, o en su defecto, corroborar si alguno (s) es 

inhibido bajo estas condiciones. 
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Figura 5. Placa cromatográfica en capa delgada para comparar los metabolitos 

obtenidos en extractos de plantas silvestres vs extractos de callos in vitro de 

Euphrbia nutans Lag. HexS: Extracto hexánico de plantas silvestres, HexC: Extracto 

hexánico de callos, CH2Cl2S: Extracto con diclorometano de plantas silvestres, 

CH2Cl2C: Extracto con diclorometano de callos, MetS: Extratcto con metanol de 

plantas silvestres, MetC: Extracto con metanol de callos. 

 

No obstante, los resultados obtenidos a partir del análisis mediante RMN 1H 

revelaron que no se biosintetizó β-lupeol, metabolito secundario más abundante en 

el extracto de diclorometano de plantas silvestres y también presente en el extracto 

de hexano, sin embargo, en el extracto de metanol de callos se identificó demasiada 

sacarosa mediante RMN 1H. Esto indica que posiblemente las condiciones del 

manejo celular in vitro inhibieron la biosíntesis de metablitos secundarios y que los 

tejidos no diferenciados no son eficientes para ello o que la inhibición del etileno 

mediante nitrato de plata (AgNO3
-) fue la causa de ello. Por lo tanto, es importate 

ajustar las condiciones más idóneas que nos permitan las respuestas deseadas a 

partir de cultivos diferenciadoss como indiferenciados in vitro. 
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CONCLUSIONES 

Se obtuvo la inducción de callo a partir de segmentos nodales de Euphorbia nutans 

Lag., donde el tipo, concentración y combinación de reguladores de crecimiento 

vegetal juegan un papel importante, siendo 2i-p + ANA los reguladores de 

crecimiento que mayor porcentaje de respuesta favorecieron (90 %).  

La obtención de callos friables con un color verde limón y de excelente apariencia 

se obtuvieron con BA + ANA ambos en 10 mg·L-1 mediante segmentos de lámina 

foliar media con la nervadura central seccionada justo por la mitad, favoreciendo así 

la formación de callos independientemente de la posición del tejido en el medio de 

cultivo en una semana. 

La presencia de metabolitos secundarios a partir de extractos de callos obtenidos in 

vitro y de plantas silvestres revelaron, mediante placas cromatográficas, la 

presencia de los mismos metabolitos secundarios tanto en plantas silvestres como 

en callos además de otros, no obstante, el análisis mediante RMN 1H de metabolitos 

secundarios a partir de callos reveló que no se trataba de los mismos metabolitos 

secundarios presentes en plantas silvestres, sino la ausencia de ellos. 
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CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS 

Se llevó a cabo la propagación in vitro y aclimatación exitosa de la Euphorbia nutans 

Lag., así como la obtención de diferentes respuestas morfogénicas in vitro mediante 

el empleo de BA, AIA y ANA como reguladores de crecimiento vegetal, donde se 

mostró que la interacción de diferente auxina con la misma citocinina promueve 

diferentes respuestas morfogénicas, lo cual da la pauta para seguir realizando 

investigaciones a nivel, celular, bioquímico, genético y molecular sobre esta planta 

y poder entender mejor cómo interactuan los primeros y segundos mensajeros 

sobre la expression de genes para dichas respuestas. 

 

Así mismo, se cree que el etileno juega un papel crucial y de vital importancia en la 

supervivencia de ciertas especies vegetales como es el caso de la Euphorbia nutans 

Lag. ya que al ser inhibida su función con AgNO3- permitió su establecimiento y 

manejo celular in vitro, sin embargo, después del cuarto subcultivo las plantas in 

vitro mostraron muerte celular. Resultados muy similares a los obtenidos en 

Capsicum annuum L. var. glabriusculum con AgNO3- y cuyas plantas también se 
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murieron y ambas especies liberaron una bacteria sobre el medio de cultivo. En 

Euphorbia nutans fue de color rosa y en Capsicum annuum fue de color blanco 

transparente. 

Además, parece ser que la inhibición de la función del etileno afecto negativamente 

la biosíntesis de algunos metabolitos secundarios en callos in vitro, pues en 

extractos de plantas silvestres se encontraron de forma abundante. 

 

Se logró la caracterización fitoquímica de la Euphorbia nutans Lag. ya que se 

identificaron algunos metabolitos secundarios definidos como: β-sitosterol, 

estigmasterol, β-lupeol, acetato de α-amirina, posibles cicloartanos y uno parecido 

a un iridoide, los cuales pueden servir como marcadores quimiotaxonómicos para 

esta planta. 

 

Así mismo, la plana Euphorbia nutasn Lag. puede ser una planta modelo para 

estudiar la inducción de metabolitos secundarios in vitro, la función principal del 

etileno en plantas de ese tipo, caracteres de herencia mendeliana simple ya que su 

ciclo de vida es muy corto, y para realizar ingeniería genética de plantas en la 

sobreexpresión de genes para biosíntesis de metabolitos específicos y en conjunto 

con técnicas fitoquímicas, se puedan aislar, identificar y cuantificar. 

 

Finalmente y como resultado de este trabajo de investigación nace la iniciativa de 

estudiar la función de los metabolitos secundarios extraídos de cada planta sobre 

ella misma así como en otras plantas mediante el cultivo de tejidos vegetales in vitro 

y de esta forma estudiar si la presencia de dicho (s) metabolito (s), o bajo qué 

condiciones, funciona (n) como elicitor (es) e induce (n) la biosíntesis de algún (os) 

metabolito (s) secundario (s) en particular sin la necesidad de recurrir a la 

transgénesis o a la cis-génesis, concepto al que se propone llamar “cis, trans-

metabolismo”. 


