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INTRODUCCION 

En los Últimos afias México ha venido sufriendo una serie de -

problemas socioecon6micos que han hecho necesaria la bGsqueda de 

nuevas fuentes de fármacos. El cultivo de células vegetales es 
. . 

una técnica de ino~aC.i6n que p~r~¡'{~j-~;~b:Í.osintesis f:i~. NOVO, semi-

s ín tes is y bio transf o rmaci6n ·~e ~á'.r'lll~2b~<i~.;IT~o; .-~~racterís t icas 
_.:·:~ ··~: '.,--;·~.:·. ')·~· ;.·,e",·., '.;i··;,.' ." 

que la pres en tan· coriio una fu~rit:~·>litraéfi'l.~;·.'cÚi::·~¡:; ta~· s\lbs tancias. 

En este trabajo; se _aplfc~ di6~a ~~¿~{~~ i~,_t~··PL~nta Thevetia 

thevetioides la ~\1aI.se conoce c~mtrriment:{c·Jn :.e1 nombre de codo de 
·~: ._ .. ·,>·.' ·. -·~··; j • ·,: 

fraile y que es ,u.tilizada por el pueblo mexicano para tratar alg~ 

nos problema ciidiovasculares y otras enfermedades(4). Sus prin-

cipios activo~ mas importantes son los denominados tevet6sidos, -

substancias identificadas como cardiot6nicos que se encuentran en 

diferentes concentraciones según el órgano de la planta, siendo -

las semillas las que presentan mayor contenido(9). 

Los cardio t6nico s son f á'.rmaco s 1~ sados t erapéuticamente contra 

la insuficiencia~caidiaca, sin embargo su margen de seguridad es-

los por otras sub~t~i1cias con un margen .de. seguridad más amplio 

aún no se encuenti~n dichos subs ti tuto.s .•.. 
· .. : ... {~~<:·,, .. '.,~'(<·:~·>··'.·. : 

El establecimiento de un cultivo de·~ÚÜulas y la producción -

de substancias por los mismos dependell.'C!i{:·un·a serie de factores,-

como son: temperatura, aereaci6n, pH, concentración de hormonas, 

fuentes de carbono y nitr6geno, sales minerales, et~., de las cua 

les dos de· las mas importantes son: l~z y relación hormonal auxi-

na/citocinina, cuyo efecto sobre la producción de tejido calloso 

y cacdiotónicos en cultivos de células de T. thcvetioides se eva---

lunn en el presente trabajo. 
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l. FUNDAMENTACION DEL TEMA 

1.1. HISTORIA DE LOS CARDIOTONICOS 

;..os cardiotónicos fueron empl.eados en la antigüedad como vene

nos por los indígenas y' ¿omo .. meciiciamentos :por lo.s. Romanos, ,Egip-,.-, . - : . :._- ·- _:~~-'>:;:::;:~~(< .. ~:- 1.,·.·' ';/:-;::. · .............. _ ,--· - . . < 

cio s y Chinos. Estas sub~táJici.!:Ui~;~:(á'~·{\'oÍJ\:e;,;úfn ~n .f(;rniá dé,,~:íctrac-
".·~; ~-':;•;:;j~':·~·:',-~', '~' < 'r!:.\:-:;•;:,~::;~·.'~~; .. ':. '• '0.' ,::··:·_:_," L: ~,- ,' /' ',~_::_:.<-:-::::L·:'.';'. 

tos de diversas pÍ·J.nfa;~ C'ó'tii'ó'~:;~<jri'.1'.i~;·ifs'dÍJ.'i'ii~;;'.'ofg:itaf:i/s ·Y E ~tro f an to 

entre otras ( 1) • ' ,'.)~.}~,;' ·.:·:'.:;:;~:~-;',~0'<;Á~;i]~;.'."'~1X1 ,,, •• ,:~:~ '' .' 

La. pro P iedade};i~~~~r'~f ri.i~~'.f zli~fül7i~ti~i~ fuefoll dad as a c"-

110 ce r por Witherin~y:~·~~'.~C:·b~íri'~l.~~i en li7S quien 1-a presentó co

mo un diurético y úti1 •• cont.ra Otras enfermedades. Mas tarde Cullen 

comprobó su virtud para combatir las enfermedades que afectan la-

circulación .. sanguínea y Fus.chius le dio su nombre en base a 1-a --

forma digitada de sus flores(2). 

Se usó en aplicaciones locales e internas para combatir diver 

sas enfermedades no relacionadas entre sí, desde epilepsias hasta 

úlceras cutáneas. Cuando'.'se administraba como diurético se mezcla 
: ;-: -<::- ' '»-' _·. . 

ba con o tras plantas .de l(i misma especie, 1-as cuales aumentahan. y 

aseguraban su acción? tales como la ceboll.a de- aTborrana-(Escilia) 

los calomelanos y el nitro(l.,2). 

La Digitalis se usó en 1905 ~n casi todas las formas farmaceG 

ticas que se utilizaban en ese tiempo(polvo, infusión, extractos 

acuoso, con fécula, alcohólico, tinturas alcohól"ica y eté"rea, al-

coholaturo, sacaruro y jarabe), sin averiguar los transtornos ca~ 

sados por la administración de dosis tóxicas. Ultimamente se ha 

encontrado que su valor principal radica en su eficacia para el 

tratamiento de la insuficiencia cardiaca(l,4). 

2 



1.2 COMPOSICION Y FUENTE DE LOS CARD10TON1COS 

Los cardiotGnicos son una combinaci6n de una aglucona o geni-

na con una a cuatro mol~culas de azGcar. Su actividad farmacol6gi 

ca reside en la aglucona, sin embargo los azGcares ~ueden modi•i-

car la solub:ilidad así como la penetrabi1ÚadJe·n.~1aiicHulas' y por 
~· _';: - ,<¿~:·.·~·~,-·: "·"<,:,::_~-·-,i,~' ' 

lo tanto la PÓ,,~}~n~ia Ael glucósido. 'La. hi(lroli~\s":;:Libeia'. Tas~ agl~ 

cona s en ik~}q\1'.~;~i,]._1'i• ~~t'ructu:ra básica e f{3,i.ih: ~úcl:e?'.{-ieit'eioidal con.· 

un anillo· lad·i:o ni:.cb, -~~\sf~ \liado .u11id6.(;~].;;;~:k'.rÚ~n§•il}•Jf{g·.,••· i) -~ .· ESt e 
' ··:~·- ·~ . ' 

111 y a veces otro en el. 3, donde_ se encü'entran unidos los a?.úcares. 
' - '. ·::·. ·,. -· 

Ca si todas las agluconas natura~ es 'cent ienei!l. Un anillo anular en 

la posición 17, pero en algunos casos puede haber t~mbien_~n: alde-

hído o un alcohol en la misma posición(fig. 1). 

El anillo insaturado de lactona unido al ca:rbdri.~6~if7; pósee. es;.. 
/ ·~{;:~):~~~~~,~~\ .-,_:~-~~- :· /,, ~-::_·-~ .:)~-~:=~-~~~ :~ :-~ -.. 

truct:ura A"'/3 y se puede encontrar de 5 6 .-.~ .T~~-!3~~Í~~;;~~ft-~i.-.·~}~i•rY ti
pos de agluconas conocidas hasta la fec'há; ·los'carderti5ti'aós\ y•.ios 

_-:~ ~;.::L·:~~~~~~~~i, i¿~~~:~L~-~ ~- ~f~:.;ic;_, 
bufndien6lidos(fig.l). 

Las fuentes principale~de ca~diot6nicos son las plant~s de -

las especies de la Digitalis, Escilia y Estrofanto. En la familia 

de Strophantus, a la que pertenece el Estrofanto, se encuentra el 

irbol de Thevetia, cuyos frutos contienen gluc6~idos cardiacos 

llamados tevetósidos. 

Las plantas del g&nero Thevetia son árboles o arbustos con 

flores amarillas o anaranjadas, con corola en forma de embudo, j~ 

go lechoso y frutos globosos de color rojo a negro y endocarpio -

como la nuez en forma redonda triangular con dos cavidades en la-

3 
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HO 

RO 
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CARDENOLIDO 

tl 6 
Digitoxigenina 

15 

6 

BUFADIENOLIDO 

Bufotalina 

Fig. 1: Tipos de agluconas o geninas. 

4 



que se localizan las semillas largas con bordes afilados. Florece 

de julio a diciembre(4,5,6) 

El fruto de la Thevetia, conocido comunmente como codo de frai 

le, contiene una alta proporci6n de tevet6sidos ~egGn estudios 

realizados por varios inves(:i.g~(¡(,~es;(4;1c~s}9.y;:~ > ~:', ú;(:~;,~; •: /. · 
M <xi e o e u en fa ~ón 6 • ~~ ~itr,.~ i; dé¡ ,ji, ~i. o T ~=y·~;~ ~'·~~t.::z·i~¿!{~ ¡; s 

en d if eren tés .estad~s'. del." ~~ís} pbr 16)qíie:sl( .. t:i.'~né\S:ii·e.gúrádi. la 

renovaci6n de est~s ~1~~gs',~r~<iu21:.()'1:~~ 1 ,de~~~Jik~~kÍ6~s·. Estas es 
-·>.-::</:t':;;;·:'/_ 

pecies son: 

1. - Thevetia ahouani' en. los· estados: de .Ta.bas.c~o .y )'.uc.atán. 
,- ,: ·._::} ·,·· . _-,: . /.~) ~: --.,: ... ;--·-

2. - Thevetia guemeri, en Y\.iCatán.frti:~~8~·;~;~·~··, :.~.~. f 
·--~-~::.,":: . ; <:'::-º-;.- . ,. : 

3. - Thevetia ova ta, en Sinal.oa, ·J!llisf.b'.,:7 •. ~'.b'~f.i~~~~s.<·r 
4. - Thevetia peruviana, en San r:#~~%~~"¿~~~~i~~í~;~i~¿l:~~} Y}lcatan, 

"-- ·:·-,·i.:f~:--;: ?;~ti,; ;~j.'.t 
--·,.:~" ,~;~,10?: :--~ -::-._~·, · ., ·--,-':;·"{,~?~:-~ r:~ :,, .-

: : ~ ::::: ::: ;:::~:i:::::~::;:,1i~~~!~~f t~~~}f ~Í·~ernm y 
.:,,··:. ·;.:.·\:; __ ::::-.:"~~:...'.·i~- '-···-./. ~--'.:(·~·'.:-)·;·._ 

":·~;·<.·:.~.·~'.,· ':.::\):·· -:-<~«~·:·.- -,V·~·/;,: ·~h-~:.---~~;::};•> :•;;·~·~:.··-" 
• . (· .-'- ' .. "•'··;~ _;--: ·~ •• ) • <": 

Chiapas y Guerrero. "'- ~ 

Oaxaca. 

Estas espec'í ecs se·lC>cal±zan;;e_rié.'pB~~'Ü~s= de. ene.in o, sel va baja 
,. 

de cac.ifolia, selva baja de perenrti'fci:(¡¡;_, selva de Manilkara y en 

condiciones s•cundarias de· 1o~ anfer~ores tres tipos y los bosques 

espinosos del sureste de San Luis Potosí(4). 

En las semil.las de Thevetia peruviana se han identificado dos 

c.ardiot6nicos; la tevetina A y la tevetina B(fig. 2). Dichas sem! 

llas contienen enzimas endógenas que rompen los enlaces p-glucosi_ 

dicos tanto 1-6 como 1-4, produciendó una mezcla de tevctósidos -

que son principalmente nerifolina y en menor cantidad 2'-acetilne 

rifolinn(fig. 3). La digitoxigenina es la aglucona mSs simple y -

se puede obtener a partir de nerifolina y la 2 1 -acetilnerifolina. 

5 
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R CH3 Theverina B 

o 
o 

o 
o 

Fig. 2: Thevetinas A y B identificadas en semillas de T. peruviana. 



R H Nerifolina 
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R COCH 3 2'acetilperuv~ 
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o 

R H Espirolactona 

R COCH 3 2'-acetilespir~ 

lactona 

o 

o 

OH 

Fig 3: Tevetósidos identificados en semillas de T. peruviana. 



1.3. METODOS QUIMICOS PARA LA SINTESIS DE LOS CARDIOTONICOS 

Después de la extracción de la DigitaliB realizada,en 1844 

por Homolle y Querenne, no fue ~ino hasta los aaos 40 de este si

glo que empezaron a aparecer algunos métodos. siilt~~i.'co's>para la· -

producción de ca.rdiotón.icos. No obstante no se ha enJ~h{'(~do .nin-

guno que produzca .rend'imientcis costea bles. 
' ,,- ·,·--- ·-.. -·- '.;• __ .. 

En 1962, Da!1:i.eli, 'MazUr y Bondehimer (10) , basado 5; ~¡{. i:t~tlidios 
. ~- , ' ~ 

preeliminares, pr6pusier~n por primera vez una técni(!¡;~~*j~}g~·á/~
síntesis total de la digi~oxigenina, la cual cónst~~d: g'~f)~kC>i; "'." 
partiendo de la 3-acetoxi-5-androstan-17-ona(fig.4). 

Después de la aparición de esta síntesis surguieron otras(lO, 

11, 12, 13," 14, 15), quienes parten de otras substancias, pero t~ 

das ellas consisten de una gran serie de pasos para llegar al pr~ 

dueto final con muy bajos rendimientos. Debido a esto y otras di-

ficultades para la síntesis de cardiotónicos por métodos sintéti-

cos las fuentes naturales siguen siendo los principales proveedo-

res de estas substancias. 

8 



Ac 

3 -acetoxi-5 -andros 

tan-17-ona. 

R = H Digitoxigenina 

Ac 

- -

~) 

Ac 

fig. 4: Ruta para la síntesis química de la digitoxigenina. 



1. 4. 13IOSit<TESIS DE CARDIOTONICOS 

En la figura 5 se presenta la ruta biosíntetica general de --

los cardiot6nicos. De las características de esta ruta pueden de-

<lucirse algunas funciones biol6gicas y requeri~ien~os nutriciona

les de los cárdiotónicos . 
• - . - -.' . '~ - -. - ,. ' -o.: .. - .. :-

can que el nú<ileo·esteroidal de 

partir del 

a su vez de. 

para la bias 

(17,18,19). 

ncs que poseen un grupo 20 son precursores es 

yecíficos de cardiotónicos 

Un aspecto importante es qu~ todos los cardiotónicos con D-azú 

cares son p-glucósidos con respecto il enlace esteroid~-azucar, -

mientras los que contienen L-azúcares presentan enlaces OC:(20). 

10 



Acetil-CoA 

+ 

Acetoacetil-CoA· 

t-CoA-SH, 

Hidroximetil-glutaril-CóA 

2 NADPH 

oA-SH 

Acido mevalónico 

DIGITOXIGENINA 

Progesterona 

t 
t . 

Pregnenoloila t . ·. 

t 
t 

Colesterol 

I \ 
~ ATP 

t-ADP 

Demosterol 7-~~hlJi~xic~iesEerol 
/ 

Acido 5-fosfomevalónico 

~\TP 
t---ADP 

Acdio isopentenil. pirc;fósfórico 
·.,.:._ ... ·,·' 

~::•til pirofoS;.'kto 

Acido geranil. piro fosfórico.;:--:::~ 

Isopentenil pirofosfato 

\ 
\ / 

Lanosterol 

t 
Escualeno 2,3-epóxido 

t--- H2o, A 

~Oz,AHz 
Escualeno 

t--- NADP+ 

~ NADPH 

Preescualeno pirofosfato 

}-- > PPi 
Acido farnecil pirofosfórico 

PPi 

Fig. 5: Ruta biosintética de los cardiotónicos. 
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1.5 METABOLISMO Y ACCiüN INOTROPICA 

La absorción por vía oral esta directamente relacionada con -

su liposolubilidad. Su hidrosolubi1idad ~sti regid~ principalmen-
-.-;,.,_-.: ;:, - - .. ~ - ., 

te po_r el número de radicales hidrox:i.Y'á~'-:,\.i'riia'i:f~'''.1i'f'~ "íl'G~i~o estero i·· 
'.-' __ ;,..:.\. .. ::. -.-~.:-_:.,. "<>:: ;'~ _,. 

dal. Cuando los cardiotónicos se abs~rb~l1 d~i t~bo digestivo y 11~ 

gan a la sangre, estos se conjugan con la albúmina plasmica y se -

metabolizan principalmente en el hígado. Algunos cardiotónicos c~ 

mo la digoxina se combinan poco con la albúmina y se excretan por 

vía renal en forma intacta aumentando así la duración del efecto 

en forma proporcional a los transtornos de la función renal. 

La principal propiedad farmacológica de los cardiotónicos es 

su poder cdntra la insuficiencia cardiaca, debida a su efecto de 

aumentar la fuerza de contracción del miocardio. Los efectos resul 

tantes por el aumento en la fuerza de contracción(acción inotrópi_ 

ca positiva) son principalmente: aumento del gasto cardiaco, dism! 

nución del tamaño del corazón, de la presión venosa y del volumen 

sanguíneo, diur§sis .y alivio del edema(l). 

El efecto inotropico producido por los cardiotónicos puede d~ 

berse a la inhibi~ion de la bomba de sodio-potasio, quien depende 

de iones magnesio y es activada por iones de sodio y potasio. Esta 

bomba se encuentra en la membrana celular del músculo y se ha en-

centrado que los cardiotónicos se unen a ella produciendo de esa 

forma los efectos mencionados ademas de los tóxicos. 
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1.6 CULTIVO DE CELULAS VEGETALES 

ANTECEDENTES 

A pesar de los esfuerzos realizados para la síntesis química 

de substancias con actividad farmacol6gica, las plantas superio

res son todavía la fueLnte .• <m~s importante P8:ra'l~-;k.~:t~P.~.F~D._.Ae.mi 
ch os compuestos de. esta .natur.~le za. No obstante\en?años ;•r!id:i.E!Jltes 

se ha dificultB.da<.":1·~ ~ons;;ivacÍ6n de loá v~~~'.t·1~_'~Jt,-~~:~·~f."l.o'·qu~ es 

necesario busc~r:'..~~8,~·ue'7a:~uente. de .f~r:Ha'db's·~;.riE!:·-~sta<fornia, m!!_ 
-- '; --:::,': ~ ,_ :._-; ·- ~-_:; .. :_-,_ ; \. ,,_~ "-, . .·.. . . - ._' ' -

chos es.tudios se h~n' eÚócado a la po~ibb.i'd~d··a~· pioducir subs-

tancias IN VITRO como metabolitos secunclarios'.•o· productos semisi.!!_ 

téticos a partir de biotransformaciones efect~adas por cultivos 

de células vegetales. Aunque aún no se han encontrado las condi-

cienes adecuadas para este tipo de cultivos, se han obtenido mu-

ches progresos en los Últimos 20 años. Durante este tiempo se d~ 

sarroll6 el cultivo de células vegetales, concomitantemente con 

los de microorganismos, ·usando las mismas técnicas y haciendo el 

mismo tipo de hip6tesis, por lo que muchos investigadores se re~ 

fieren a este tipo_ de células como un_11ue'170 tipo cie microorg~ll:i..2, 
- - -

mos(21, 2 2). • . . }· /< 
~ 

El cultivo de células yegetales es la técnica·para•crece·i;':Ycé 
·,_ ;· .~: '>\>.q?~~-~-i !-:~f.'.?, ·: ·: ., ~' ~<-. ::-:,:-:/--~-~~: ~ ' -

lulas, tejidos y 6rganos de plantas en un medio ci.~ 'clr1:f'fvb.si.ntíL 

tico y libre de microorganismos viables. 

Hay dos grandes aplicaciones del cultivo de células vegeta-~ 

les: en la investigación, donde se puede utilizar para ayudar a 

minimizar algunas variables tales como las del medio ambiente y 

por otro lado las células pueden cultivar~e en medios libres de 

microorganismos tales corno bacterias, hongos, algas y posibleme.!!_ 

te virus lo q~ no se puede lograr f5cilmente en condiciones natu 

~alcs. La segunda aplicaci6n es la conscrvaci6n de especies vali~ 
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su y como alternativa para la crianza de plantas originadas de -

incas celulares específicas. 

U~a dificultad general para el cultivo de células vegetales -

es la desinfestación del ¿ejido que va a ser usado como explante. 
•••r ) 

Otro problema es la s.elecc:ié5~;.:d~;.urt ll1ed:i:o'.de,·c11.l~ivo adee:uado y 

de 1 as co nd iciofre-;,{háit~~~-t:~¡i~:j,~~¿'~~i~'.ª~~~~ ;i~~~~'}ra clase de -tejido 
"\ <, -~ . ...., ':· ·· ·~;=~·L.r.~:~;/ _::::·;~ .,';·., . ..- ·:_·;r-·/~~-·: ~ :~~- . --- ., .. ~ 

a e ul ti va r y el, t.i.i>o.ci;~&sJ~t-~:~y;¿;\:c~~~e<:t~~:; Ea,,:a Fa maye) ría _de ,1 os -

p;opósitos de _i~}~'.$'t,{~~~:~.g~~;~~J~_-;;~'.:ci.~R:o~':f;~~o·~:~i:~s s'ufj_Ciente con .el -

e r ec imi en to de ~aii~J'¿:~ir.·~r'~·~f.'.~'''s.~riiis61 :Í.d~. Los cal fo s son ·mas as -

de cél.ulas desorgani~acla·s ~recidas sobre agar. Este tipo de cree.!_ 
.- ., . . 

- - -- . 

miento se usa mis co~ünme~te en estudios bioquímicos y de morfol~ 

gía. Los callos se encuentran en la naturaleza como una respuesta 

al daño mecánico o interferencia de los microorganismos o insec--

tos sobre las plantas. 

Una reciente aplicación del cultivo de células vegetales es la 

producción de substancias químicamente importantes(23). Para ello. 

los cultivos se pueden manipular hasta lograr extraer de ellos --

substancias químicamente especificas, ya sea de los tejidos o del 

mismo medio de cül tivo •. 

Por otro lado, el principio de "TOTTPOTENCIA", quien establece 

que cada una de las células de la planta contiene el potencial g~ 

nético necesario para regenerar la planta co~pleta, puede utili-

zarse para obtener plantas a partir de los cultivos de células o 

tejidos IN VITRO. 

En la búsqueda de substancias de interes farmacé~tico, los cul. 

tivos de células presentan varias ventajas con respecto a los cul 

tivos tradicionales de plantas(24); estas son: 

1) Los cultivos quedan disponibles para estudios en alrededor 

de un afio, independientemente de la distribución geogrifica que -
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ocupe la planta naturalmente y de las condiciones climiticas que 

la rigan. 

2) Los ciclos de vida de los cultivos no exceden de .. 10-15 

ve 

3) La 

y su extr 

naturales. 

4) Estos 

rápida y sensitivamente que la~ plantas en su forma natural. 

5) Los protoplastos se obtienen mas fácilmente en estosculti:_ 
.. - . 

vos que en las plantas naturales, siendo esto muy impor~~n~e.debi 
'· -·:~-e:,\:'~: '- -

'.-. .;·-:-

do a la aus·e·ncia de pared celular y a que no obstante a!{to ccéonti~ 
-~--

nen todos los organelos de una célula normal. 

Los requerimientos específicos para la nutrición delos cul.ti 

vos de las c~lulas vegetales se pueden determinar en far~~ i~acta 

(26). Esta determinación resulta del desarrollo de un medio adecua 

do simple para la iniciación de callos y el posterior establecí--

miento de un cultivo en suspensión. En la mayoría de este tipo de 

estudios se ha utilizado el medio de Murashige & Skoog(27) como -

medio de control. 
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. 6. l LA FUENTE VEGETAL 

La producción sucesiva de callos y la subsecuente regeneración 

<le la planta, esta en función de la calidad del explante utilizado, 

quien a su vez depende de la planta o parte de ella. de la. cual se 

tornó. Hay dej¡{a;~·iada va:~~i~~~l,+i~Aci;:~#~y~.;x~s c:µlt-i-vo s de c eluias ve-

getales ilIN -\~f1l6 ;aúl1 ~sanél~:}~;!"'.~:L·~;~"¡_"-~.Ji~~:~. _el~' ?i antas y en t~e 1 as 

mismas f allli:Df;a'i( En-·.· g~-i~~-i~';·L·i;'~~;;~~~~?~f-~f~~d''.l~e-·teg:n era c i ón de· ór ga-

ndP leº: Pn r: º: P ª: :g_lar rª :v:_ ºe~ ngmeª_ é_-t·_·····_•a:_•_·_-_:t·_··-·~-··vº_ •• _:• __ :1ªs·~-·m·_;_._•. __ ·_.e'_._i~--•-•rn_._;_:;_-.~.-~t•: __ ._:_._:ei_···.-;.: __ :,r_i_~--·_•t __ -_-_._._._;_; __ '.-~-~~,~~~~;~::: :~:. : : : e::: •¡;¡f 1: i ~:' 
~ _ - ;/~-~~~#'.¡¡:%~'i:€ri difíci_les d_e_.I>-~op~gar y -

. ---- --.-_-_._;:_.~-_::_' ... .. ','_'<·:~-~-',_',;-, ~-·-__ :·_, . _,_ ,,___ -- ---~~~- =--·--~·-'--- :~-;;· 
regenerar IN VITRO; ;~?§t{,-ccC:::> >'~' - ·· · · -----~-·· ·;· ·-- -__ 

en 1: a:.:~::::: a~~::'::::::::: :::m: ::g~~·f :;~iJ~~t~1~~a!:E ·::: 
no~otiled6neas no es muy comGn(28,2~). 

Aunque el principio de totipotencia p~ed~ ser una característi 

ca ge ne r al para todas las células, º,esta expre sien se ha 1 imitado a 

cierto tipo di ellas identif~cadas~omo meristemiticas por Torrey( 

41) . Este tipo de. células son ·aquellas que aparentemente responden 
- - ·-~~;co-_;-----oc---=--- - -- -

a un estímu¡o o~~~-nogen'~t:Í.cc:l, como por ejemplo el balance auxina/ 

citocinina. Estas células s~ distinguen de las demás, en un culti-

va, por su tamaño relativamente pequeño, citoplasma muy denso, for 

ma isodiamétrica, fina pared celular, vacuolación mínima y su gran 

núcleo. Usualmente se encuentran como encerradas dentro de los te-

jidos cultivados y algunas veces como masas o n6dulos de tejido -

prcembriónico. Cuando se desea la regencraci6n de la planta, es ne 

cesariu la presencia de células meristemati~as o de aquellas que -

pucdnn transformarse en dichas células. 
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1.6.2 EXPLANTES 

La técnica usual para desarrollar un cultivo de células vege-

tales es por medio de la formaciñn de callos, originados a partir 

de explantes, que son fragmentos de tejidos.de plantas: Si el ex

pl ante es ·u•n~f9rme';~t.".~.~~fiste·. d.e ·un .~óló. tÍ:p,d el~ ~élul~s en to ne es 

el tipo de, c~{J:6F~'.~.?.~0l~:th~l·~9~.tf8l~e)ta?1pi{ii\s,ii~:/;µnfform~···· Y· dé ·un 

tipo de c éluÍ.~s\ si• e.i·.~·~;~~T~rí'te es l'eterogén~6 ~'/s·~-~~<.s~c~d e . con -.,. 

par tes de sem¡1J.; ,. r~1iz,
1

u•ho~ a, el callo obte~f<lb'.• 6ón~t~~á de cé~ 
lulas productos de la división de muchos tip}~;·i·~~~llas(28). Los 

'.;,·,-

principales factores que afectan la eficacia"del explante son: 

tamaao del explante, desinfestaci6n del tejido que se va a usar 

como explante. El tamaño del explante es el mayor peligro de in-

clusión de 'microorganismos contaminantes en los cultivos y duran-

te la desinfestación del tejido debe procurarse que el tejido se 

<lafie lo menos posible. El método mis comGn para la desinfestación 

del tejido es el uso de una solución de cloro, hipoclorito de so-

dio,hipoclorito de calcio(23) o cloruro mercuroso por 5-20 minGtos 

(generalmente con 15. minGtos es suficiente)(32). 

1.6.3 DESARROLLO DE UN CULTIVO DE CALLOS 

El tej :i.dü de plantas mas comunmente cultivado hasta la fecha 

es el callo quién se forma por la reacción a un daño sufrido por 

la influencia de medio ambiente desfavorable sobre la planta. Los 

callos se obtienen por cultivos de explantes sobre medios semisó-

lides el cual contiene por lo general alto contenido de salds, a~ 

xinas e hidrolizado de caseína u otros suplementos complejos. Una 

vez ~ue se han obtenido callos friables, el tejido se transfiere 

a un medio líquido. Aplicando a estos Gltimos una agitación y ae-

rcaci6n vigorosas se obtiene una suspensión celular. El c6ltivo -
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Je callos se mantiene generalmente en la obscuridad y a veces se 

agrega ácido 2,4-diclorofenixiacetico(2,4-D) para evitar la organ~ 

génesis. 

co 

1. 6. 3 .l Orígen. de los· ·éaltós.~'.':;: :·t~.~ :;•••···'•> -----------,...,-......,...,..,.- '"·'/· 

Se encuentran en 'la ~Ü:a·i-u'i'~i~~;z:~i{l'g{6~o ~-~e,iu-J.~~ci6.<Í~1 d:ño ~lltcicán.f_ 
, ::~::·:J·i~f.;f' -:~:,:·.·-- '. -; :·« < ::.~.· .. _'> ,.-,·--:·~--: ·:--· 

o in t erf erenc ia de los mici:ooi:'~tti·~~in<),~ () "~~~~dé~.?; -~~bre'. l'a. s 
":-._ ;",~'- ,;:·!':-:;:1~;~~~e.j "~;_,_. ~-:·,':.: .,~-.---'- -· '· ,_ 
: :: ; ';': :: ' . .. - - ' .:~·:;~·- .· ~ . ~ -. 

-- - - . :_~ ~~;-'.~'~:-/;~, ·- "' ·: i 

utilizada 'pJi-~:~·-¡;-~~~~f~::su i~rmáción a partir -

plantas. 

La técnica mas 

de tejidos o fragmentos de tedidos vegetales es poner el explante 

en contaco con un medio sólid~~que conienga estimuladores químicos 

para el adecuado crecimiento de las células. 

Independientemente del orígen de los callos, su iniciación y 

desarrollo siempre involucra una división celular vigorosa. 

1.6.3.2 Inducción de los callos 

En general los tejidos de yemas o raíces de semillas germina~~ 

das son el mejor material para la producción de un callo friable. 

Aparte de lo anterior se deben tomar en cuenta los siguientes fac 

tares para poder establecer un cultivo de callos adecuado: • 
a) Efecto de factores del crecimiento. Los requerimientos de ho~ 

monas del crecimiento y suplementos orgánic~i para el medio de cul 

tivo deben seleccionarse después de h~-~~J:'i1~e~mi~ado el medio de 

sales adecuado(26). 

Con respecto al uso de factores del crecimiento se puede divi-

dir en cuatro grtlpos los cultivos de células productoras de callos. 

Los tejidos del primer grupo solo necesitan auxina o un regulador 

del crecimiento semejante. El segundo grüpo necesita auxina y cit~ 

cinina mientras el tercer grupo no requiere de ninguno de estos -
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dos factores. El cuarto grupo es similar al primero y s6lo requi~ 

re de una citocinina para la iniciaci6n del callo(34). 

Se ha observado que la relaci6n hormonal auxina/citocinina ~-

tiene efectos m~y pronunciados sobre el desarrollo y estab1ecimie~ 

to de cultivosde.,cgfu~a,..s. y •tejidos vegetaies(:35,~.36,·37>~38~41). 
· ,. _.,'_; .. ::~~<·i<> '~:.,.;/.: ··· : .·._-<,_et~~::·: o;o·:~~:_ .. é:~::··:;.;::,:,-~~~;/_¿~;~?.'.:)~~~;~/~/~r;'-_: 

La mas ~~cita d.~ i'ai:i' ci i:ocini nas sirl.teti2a~''.;ffi1i~ {~conlilriel> es 
. -_ . -. :::<. -<'-- \" '"": . ':. . ~::··_· .· "-:\· . . ;':-~- ~~~::~·:{-·;,..·,,, 

N 6- is o p ent eniladenina ( 2 iP) . La N 6-bencil;~cit:i'Íl:i..~'~.·('B,~,J;'. p'.;t:c)~U.c e 
: ; ;). : . 

fecto benéfico· sobre la líber.ación o P.:i::od'úh'cii 
-. \' ;,,,_-:_:_~~1/{ 

Hay evidencias de que la cinetina, ~.la.··q"· 
• ··:.:.,_ 'p- '·.·:::.:·< ;\-J :\.·,.·,c.r",,·:_,•·-(:.,· ··· · 

TRO. 

un 

la 

., 

sintética, puede degradar s~ por e~-~~~ec's·\~:~·h't:4;_~,f'~-:~:(·~.Clo.:..ao O nm) , por 
·:_},~·::·:t~~:~~;,,·, ··"-- --,,.,, ·--.;_'_'.y.•. 

lo que se debe tener cui.dado~ de,.=mántEÚÍer~·~\:i.i~s·6i\{~T6ri .en la obscu:-
- - ;. .• '\''• -·;•·.• ;,º¡--- "---.,~~·/:.'~:: -.'.~¡._:'/". >-~;¿;\._ .. ~.- "-· ~; ;-~--.-:~-'.- e;.:_~', -

ridad(23). ... ;:: ':tJ~ ... · .. : . J'.< .... 

Las giq~r·~fl.rit~\;S::m~.i.e~ se han utilizado en l.os cultivos de -

c~lulas vegetales, pero generalmente suprimen la organog&nesis(23). 

b) Reacci6n a. la herida. La formaci6n de los callos es siempre 

una consec~encia de algGn dafio sufrido por la planta. En 1965, 

Fosket y Roberts(42), estudiaron el efecto de la reaccí6n a la h~ 

rida en tejidos de zanahorias en una serie de medios de cultivo. 

Ellos observaron que en ausencia de 2,4-D y leche de coco la divi 

si6n era pobre y lenta. En todas las condiciones de prueba detec~ 

taren un recubrimiento del expla~te, quien consistía de varias c~ 

pas de células; 1) Una capa exterior de células quebradas, 2) dos 

capas de células inactivas, 3) una zona de divisi6n, variable en 

espesor, regularmente constituida de 1-6 capas de células y 4) iln 

nGclco inerte quien no presenta divisi6n celular(42). 

c) Intercambio gaseoso. Aunque el oxrgeno es esencial para el -

desarrollo de los tejidos, en la parte perif6rica de los callos•-

no es la deficiencia de esta substancia en el centro del tejido el 

factor limitante de la divisi6n en las capas internas de este teji 
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do. En algunos cultivos se observa un aumento en la proporción de 

oxígeno aprovechado al inicio del cultivo y pGsteriormente una de 

clinación en el mismQ(43,44,45). 

aereación. 

d) Influencia de la ltiz/ El cultivo de t~jidos vegetales no es 

autotróficamente eficiente por lo que, cuando se desea conservar 

un cultivo de callos este debe mantenerse en la obscuridad. La luz 

afecta fuertemente el número de células que se pueden dividir en 

un callo(39,46). Algunos estudios indican que la luz inhibe la d! 

visión celular en una proporción de la células dentro del explante 

y estimula la diferenciación y producción de brotes(39,46). 

Las características de la luz que afectan el desarrollo de las 

plantas en general son también las que afectan el cultivo de célu-

las vegetales. Estos aspectos se clasifican de acuerdo a Mic~ael y 

Prakash como; intensidad de la luz, calidad espectral, duración -

del periodo de exposición. diaria. Prolongadas irradiaciones de luz 

pueden da5ar el tejido(47). 

1.6.3.3 Modelo d~ crecimiento d6 los callos 

El desarrollo de los callos se puede dividir en tres etapas. 

La primera es la fase lag, en ella el tamafio celular permanece -~ 

constante y comprende desde la inoculación hasta el primer momento 

en que se presenta un aumento e9 el número de células. La duración 

de esta fase varía con el origen y estado fisiológico del tejido 

utilizado. 

La segunda fase, fase de división, se caracteriza por la dismi 

nuci6n del tamafio celular y se inicia con la división de las c6lu-
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las de las capas mas externas del tejido. Después de cierto tiem-

po el tejido continGa en divisi6n en forma indiferenciada. El de-

serrallo celular se ~rolonga y se presenta la tercera etapa que e~ 

t5 determinada por el crecimiento 

rici6n de. diferenciación c.e.lü:l>ar 

Esta terc~;~ etapa se ·l·la~~-,~.i~pa 
. ·,., .. ·:;-;. 

ella que aparecen ~stru·ctt1.1:'~.~<,a.riá.t6micas 

rencian cada vez.mas hasta parecer órganos. 

En estudios_ re~ientes se ha propuesto que 

mina cpn el comienzo de una división 

pues de la fase lag y como resultado de la activación celu~:aJ.:'l,: 

hay un aumento brusco y de tipo exponencial en el número de C:eiu-
las que termina en una meseta que a su vez finaliza con otro ·au--

mento brusco en el número de celulas(figs. 6 y 7). 
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Fig.6 Cambios en el nGmero de ce 
lulas de cxplantes de Jerusalem 
artichoke (28). 
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1.6.3.4 Morfología de los callos 

Las células de los callos, individualmente son muc)10 más gran 

des que las céluls de las bacterias o esporas de los hongos, pero 

casi 

al igual que cualquier cultivo de microorganismos prese.nta una 

gran variedad de f()rU1éis fe.amaños qu~Lyk~>cle~cl~ e¡f~:;icaJ~·~sta. -
- - - . -~ ·-.··· ·:.' 

cilíndricos. L~; ~imension~~ 'de i.a·~-cé~ulas de los callos é..§_ 

can en el rango de~ 20-40 micras d/cliá:~fr,o y 100-200 micras de -

largo. El tiempo de ~uplica~i5n de las c&lulas vegetales esti en-

ere 20-40 horas, excediendo el de las bacterias por un factor de 

60-100. 

1.6.4 MEDIOS DE CULTIVO PARA TEJIDOS DE CELULAS VEGETALES 

Los cultivos de células vegetales son raramente autotr5ficos. 

Es decir, necesitan de macro y microelementos como cualquier cul: 

tivo hidropónico. Las células y tejidos de plantas generalmente -

necesitan de una fuente de carbono, vitaminas y hormonas de creci 

miento para plantas que IN VIVO se sintetiza por una parte u órg~ 

no de la planta para luego transportarse .a otros órganos donde se 

metabolizan. 

Los medios de culfivo para tejidos vegetales constan de cinco 

grupos de ingredientes: Nutrientes inorgánicos, fuente de carbono, 

vitaminas, hormonas de crecimiento, y suplementos orgánicos. En ~ 

las tablas I y II se dan algunos de los medios de cultivo mas uti 

lizados en cultivos de células vegetales. 

Los nutrientes inorgánicos son sales minerales que contienen 

principalmente; I, B, Mn, Zn, Mo, Cu, Co, Ni, Fe, Ca, Mg, P, S,Na, 

y R. El Cl necesario se agrega junto con estos elementos. 

De l~s vitaminas probadas hasta la actualidad sólo la tiamina 

e s n e e e s a r i a p a r a .e 1 c r e e i mi en t o d e a 1 g un a s c e 1 u 1 a s v e g e t a 1 e s IN -

VITRO. El ácido nicotínico y la piridoxina también ayudan al ere-



TABLA l 

SALES MINERALES QUE CONTIENEN DIFERENTES MEDJPS PARA 

CULTIVO DE CELULAS Y TEJIDOS DE PLANTAS 

S/\LFS HS(27)1 ER(26) 2 1!~2_f)_~ -~Jt(_2 6.}_4_ __ JlFc.i.2 6_) 5 
Macronutricntcs m!J./l MM mg/l mH mg/l mH mg/l mH mg / 1 mH 

rrn
4

No
3 

1650 20.6 12 00 1 5 

KN03 1900 18. 8 1900 18. ¡ 2500 25 2500 25 

Cac1
2

211
2

o 440 3 l¡ 4 o 3 150 1 200 l . 4 75 0.5 

HgS0
4 

7H
2

0 370 1 . 5 370 1 . 5 250 1 400 l . 6 . 250 1 

KH
2

Po
4 170 1. 25 34 o 2.5 

(NH 4 )~so4 134 1 

NH
4

11
2

ro
4 300 2.6 

-
Na~0 3 600 7 

N;iH
2

Pu
11

H
2

0 150 l. l 125 0.9 

KCl 
L-:-. ---·- 750 lo 
Micronutrientes mg / 1 mcM mg/l mcM ni g / 1 mcH mg /1 mcM mg/l mcH 
Kl 0.83 5 ~. 7 5 4 • 5 1 6 O.DI 0.06 

"j fH) 
3 

6. 2 100 0.63 10 3 50 5 80 1 16. 2 

"- •· 'l 4 H O 1 .•....• 4 2 22.3 100 2. 23 10 o. l 0.5 

! 1-í t1 S O 4 H 2 O 10 60 10 60 

lznso 4 7H 2o 8. 6 30 2 7 1 3.5 1 3.5 

Zn versenate 15 37 
Na 2 Ho0

4
2H

2
o o. 2 5 1 0.25 o. 1 D.25 l o. l 0.4 

CuS0
4

5H
2

o .025 o. l . 002~ . o l 025 o. l 0.2 0.8 0.03 o. 12 

CoC1
2

6H
2

o .025 o. 1 .0025 . o 1 025 o. l o .1 0.4 

Al Cl 3 0.03 0.22 

NiC1 2 6H 2o 0.03 o. 13 

FeC1 3 6H20 1 3.7 

Na2EDTA 3 7. 3 100 3 7. 3 100 37.3 100 20 55 

Fcso 4 7H
2

o 2 7. 8 100 2 7. 8 100 ) 7. 8 100 15 55 

Sararosa(g) 30 40 20 ".\ () 

p 11 5 • 7 5.8 5. 5 5.8 
1,2,3,4,5. Vcanse estas claves· en la tabla II, pag. 24. 
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TABLA 11 

CANTIDADES Y CLASES DE VITAMINAS, HORMONAS Y SUPLEMENTOS 

SUGERIDOS PARA LOS MEDIOS DE LA 

TABLA I 

COMPUESTO MS(27) 1 ER(26) 2 
135(26) 3 Sll(26) 4 JI E (2 6-:s 

rng / 1 mg/l mg/l mg/l mg/l 

Inositol 100 100 1000 

Acido Ni--
cotínico o.s 0.5 1 5 

. 
Piridoxina llC 1 0.5 0.5 1 0.5 

Tiamina HCl o. 1 o.s 10 5 

Glicina 2 2 

IAAª 1-30 -
NAAb 1 

Cinetina 0.04-10 0.02 o. 1 

2,4-.Jc o. 1-1 0.5 
d p-CPA 2 

1 Murashige & Skoog; 2 Erisson; 3 medio BS; 4 medio de

Shenk & Hildedebrandt; 5 medio de Heller. a ácido indol ac! 

tico; b Reído naftalenacético; e ácido 2,4-diclorofenoxiac! 

tico y d ácido p-clorofenoxiacético. 
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cimiento de este tipo de células. 

Cuando los nutrientes inorgánicos no son suficientes o adecua 

dos para el crecimien~o, se agrega al medio un hidrolizado de pro 

teínas(por.eje¡;nplo el hidrolizado enzimático .de.caseína) para est!!_ 

bl ecer el cJitiy6.:ceJ.uiar .. Se puede utfÜ:z~~·J&~~b'i~-~f-Í}~~:f~~~~riÍina" 
concentra2ioÜ~s de 2-10 .. mM ~ . c. -S:;;~;r:~):'_,;,r:? :;) · .. ··:~·· .. · .... · . 

aminoác¡d-os que·. propo.rcio~~;~, inejo;é~:~!2:::~~~{~!~0
1

s ··~··~~·: ¡~ar 
en 

Los 

ginina, 

' ·. '.. ,_:,,.~ , ·- . , 

ácido aspar tic o,· 1-aspaJ:°agf~•i, ácido 1-gl.Ú támicó y l-glu:... 

tamina(23,26). 

De las hormonas del crec,imiento mas utilizadas se tienen a --

1-as auxinas, citocininas, ~iberelinas y al etileno. De las auxinas 

l.a más utilizada es el ácido indol acético(IAA) que es un ácido -

mas débil que el ácido nafatalenacético(NAA) otra auxina también 

muy utilizada. De las auxinas mas i~portantes de origen sintético, 

en cultivo de células vegetales destaca el ácido 2,4-diclorofeno-

xiacético(2,4-vl porque suprime fuertemente la organogensis de tal 

forma que permite mantener el tejido calloso en forma indiferenci!!_ 

da. Del grupo de las citocininas la mas activa es la N6-isopente-

niladenina(2iP). Otra de ellas, la N6-benciladenina(BA), es poco 

usada en el cultivo de células vegetales. Sin embargo, la citocini 

na mas utilizada en el cultivo de células vegetales es la cinetina 

(C), una citocinina sintética que es afectada por la luz en el ran 

go de longitud de onda de 300-800 nm. El desarrollo de callos, raí 

ces, yemas o brotes está determinado por la relación hormonal auxi 

na /citocinina(35,36,37,39 40). 

Las fuentes de nitrógeno mas utilizadas son las sales de amo-

nio y nitratos, s6los o combinados. 

Para la mayoría de las células vegetales la fuente de carbono -
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preferida es la sacarosa en concentraciones del 2-6%. No obstante 

esta substancia se puede substituir por sus monosacáridos, glucosa 

o fructosa en las mismas concentraciones. Su metabolismo se e~ec-

tua por vía glucólisis, .ciclo de Krebs y la ruta.de .las pentosas. 

El pH inicial~e~·l~{~~~los de cultivop."á.ra ~~~J.ulas vegetales 
. . - . . . . 

: . ,• 

es de 5-6, pero al transcurso del tiempo tiende a_disminuLr a 4 ó 

a aumentar a 7 dependiendo del tipo y clase de células. Para est~ 

blecer el pH inicial generalmente se usa un amortiguador de fosf~ 

tos en concentraciones de 1-5 mM(53). 

1.6.5 ALMACENAMIENTO DE CELULAS VEGETALES 

Para la conservación de las células vegetales en estado quís-

tico, es decir sin que presenten división celular, es necesario 

inmovilizarlas metabolicamente lo más que sea posible. Con este 

objetivo se han desarrollado varios métodos de acuerdo a los pr~ 

pósitos para los que se requiere el cultivo. Los principales mé-

todos son: Conservación a temperatura de refrigeración(0-10°C), 

recubrimiento con aceite mineral y almacenamiento a temperaturas 

criogénicas. La primera técnica sólo es útil para prolongar un -

poco el per{odo de subcultivo que por lo común es de 1~2 meses. 

En el recubrimiento con aceite mineral el medio de cultivo se 

cubre con una capa de aceite mineral de 5-40 mm de espesor. La ve 

locidad de crecimiento en estas condiciones es constante pero mu-

cho más lenta con respecto la las condiciones de cultivo normales. 

El tercer método se basa en.que la cinética de las reacciones 

químicas de los sistemas bfulógicos indican que mientras más baja 

es la temperatura, menor es la velocidad de reacción. Las tempe-

raturas usadas para el almacenamiento criogénico de células son: 

la del nitrógeno líqui<lo(-196ºC) o la del vapor de nitrógeno l!-
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quido(-140ºC). Estas temperaturas se usan por tres razones:!) La 

temperatura que se alcanza es adecuada para el almacenamiento pr~ 

longado de las células(l-5 aRos); 2) el nitr6geno líquido y sus 

contenedores se encuentran comercia:lmente_ disponibles y 3_) la_· .• .;.. 

reactividad del nitrógeno' líqtiido e~--Íll~Y b'(fa' cÓmparada c'ó~-Ía -

del oxfgeno líquido. 

La viabilidad de las células después del tratamiento para el 

almacenamiento criogénico, esta influenciada por el tipo de célu 

lulas, naturaleza y concentración de la substancia crioprotecto-

ra, la velocidad de congelación, velocidad de descongelación y -

los métodos para determinar la viabilidad celular(S0,52). 
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1.7 OBTENCION BIOTECNOLOGICA DE CARDIOTONICOS POR CULTIVO 

DE CELULAS VEGETALES 

La técnica de cultivo de células vegetales se ha usado en los 

Gltimos aiios para la obtenci6n biotecnol6gica de f¡rmacos, ya sea 

por biosíntesis 0 que involucra la aíntesis de NOVO de algún com

puesto orgánico por las células del medio de cultivo, o mediante 

transformaciones ae substancias agregadas al medió. Por medio de 

esta técnica se han obtenido substancias como los cardiot6nicos, 

usando principalmente géneros de Digitalis y menos frecuentemen 

te de Thevetia(54 ,55,56). Estudios sobre los requerimientos nutr! 

cionales para el cultivo de D. lanata y D. puprpurea indican que. 

el hidrolizado enzimático de caseína inhibe el crecimiento quien 

es mejor cu.a_ndo se usa un medio suplementado con auxinas (54). A_h 

gunos investigadores(56) mencionan el establecimiento de culti

vos de de callos o células de Thevetia en suspensión, pero no de 

tallan la técnica que usaron para ello. 

Varios investigadores han estudiado la síntesis de cardiot6ni 

cos usando cultivos de células vegetales en los Gltimos aiios(38, 

39,40,56-62) pero otros de ellos no han detectado este tipo de -

substancias en sus cultivos(60,62,63,68,66,67,58), y en otros c~ 

sos sólo se han encontrado cantid.ades muy pequeñas (38-40,56,58,-

69). De los estudios anteriores, los que utilizan órganos difere~ 

ciados han obtenido mejores cantidades de estas substancias. 

Se han realizado estudios sobre los efectos de las auxinas en 

la producción de cardiotónicos(54), con el fín de encontrar las 

concentraciones adecuadas de estas substancias para la biosfnt.e

sis de los primeros. En est.os,se ha llegado a que la adición de. 

algunos precursores de los cardiot6nicos, unido al efecto de las 

auxinas, aumentan la producci6n de cardiot6nicos(69,70), aunque 
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algunos de dichos precursores puede resultar ser t6xico para el 

cultivo(69). 

Otros investigadores evaluaron ~l ~~~cto de los cloraplastos 

(obtenidos por exposición del cultivo a la' luz) y de algunas 

substancias reguladoras . del crecimiento (39. 69).' encontrando que

los cloroplastos no son escenciales en la producci6n de cardiotó 

nicos, para los tejidos de las plantas que usaron(D. purpurea), 

y que las concentraciones 6ptimas de las hormonas que probaron -

fueron: BA 0.01 ppm,· NAA 0.1 ppm y 2,4-D 0.01 ppm. 

También se ha observado que la edad de los cultivos es muy -

importante para la producción de cardiotónicos, ya que al parecer 

disminuye con respecto al tiempo, e inclusive puede llegar a desa 

parecer(56), mientras en otros casos puede aumentar con el tiempo 

si los cultivos se suplementan con algunas hormonas del crecimien 

to(40). 
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1.8 BIOTRANSFORMACION DE CARDIOTONICOS POR CULTIVOS DE 

CELULAS VEGETALES 

La biotransformación de cardiotónicos usando cultivos de cél~ 

las vegetales, h~sido estudiada en los.Gltimris afies por muchos -

in ves t igador:i:¡: .'.~~;~~iJo:pr incipal mente tejidos d~ ~·igitalis (22, 57, -
::::1 

70,72,73·-;.6}5:/';.~;SS~ügunos con Thevetia(72) y otros géneros como 

Daucus carot~~>C~n·~bis sativa e Ipomea sp (77, 78). 

Las principales biotransformaciones efectuadas sobre los ca~ 

diotónicos son: glucosilación, desglucosilación, acetilación, --

desacetilación, 12- -hidroxilacjón, 5- -hidroxilación, reducció~ 

y oxidación. Algunos ejemplos de estas reacciones se muestran en 

la figura 8. 

• .. 
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Fig 8. Biotransformacion de digitoxigenina en cultivos de células vegetales. 



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Las plantas superiores son la fuente más rica de fármacos y 

de la mayoría de las inater:;i.as primas necesarias- para su síntesis 

1fo obstan te, la vegetación. en todo .el. mundo disminuye }3, tina vel~. 

cidad alarmante debfd:}~:'J'.~.~~~T~~~cÍón incontrol~da·, ffe~truccfón 
-."· ... ' . . -. ' : '. ·. . ~ ._ - . 

del habitat natüral jr" de Tas dif:Í.cultades para su cultivo. 

Como una alternativa para es~os problemas surge la nueva tec-

nica; "Cultivo de Células Vegetales" la cual se considera apropi.§!_ 

da y con grande• perspectivas para la_producción de firmacos, ma-

terias primas y biotransformaciones realizadas sobre substancias 

adicionadas al medio de cultivo. 

De los factores que determinan la evoiui::fón de un .cultivo de 
, ': ' -- .- : -·~' .-·~ -,_- . 

células vegetales se destacan el explant·e~i>:el'med:ló de. cultivo. 

El mejor explante para este tipo de cul~r~:s ¡: c:nst¡tuyen las 

semillas o raíces de la planta(23,26). 

Para establecer el medio de cultivo para células vegetales es 

necesario que se maneje cuidadosamente cada uno de los constitu-

yentes ya que cada uno prisenta una influencia significativa so-

bre los resultados del cultivo. 

El cultivo de células vegetales generalmente se inicia con la 

inducci6n y mantenimiento de un callo. Cuando el callo se logra -

mantener viable durante mas de tres resiembras, se puede pasar a 

cultivos en suspensión pasando las células callosas a un medio de 

cultivo líquido. Finalmente cuando las células se d~sarrollan en 

el medio líquido se pueden iniciar estudios de biosíntesis y bio-

transformaci5n(23,26). 

Para la inducción de los callos se debe considerar muy en se-

ria la relación hormonal auxina/citocinina, debido a que de ello 
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depende en mucho el éxito del cultivo celular. 

Los cardiot6nicos son f6rmacos utilizados terapéuticamente 

contra la insuficiencia cardíaca, enfernedad que en México ocupa 

uno de los primeros lugar.es en morbi,l:Í.dad y mortalidad' según r~ 

110 r tes del insÜtu.to Nacional .de Cardio{~'iÚ.(65)'• Estos fármacos 
,,~ ·, ' ' '. ' . . . . . ' ·~·: .. ··· . ' ) 

se extraent@.o~d'nmknte de .plantB.s del:)g~~~"f~·:ci'i?Digitalis, debido 

a que su l3í~~tes1s química ·es muy ~o~tos:.,r.~~~·estudios realizados 
' < 

recientemente en Mexic o ( 7 ",s,·~) ,•,hal14e;TI,1,~~!:fli~g>~~ e; fa. plan ta del 
.. . '.'.:;·-.; ' '· ·.;_~~, :;;.:, .-· 

género Thevetia con t ierie: cahtidade s · .. Vi~'&g~~-iii::'s·~Jiy;i~ de e ard io t 6ni_ 
<-~~·- ,, -,_ ... ·-:~·: · ,, ~r:;~:·;:-·"l\~:·~:-1;.= :.~:~ .•. i.-:.'.'.:.i~~.~.~'. .. ~.~.~~.S\~.IE.i~~:;·:~t::;.~ :}j~.,~ .. ;-~::-~',;·,·-c o s • ' ,·•,,;·::•.:~;· •. ,o;;\:':~·¡/ : .. · ' . ,. ·· .•. 

Por lo anteriormente' .. ~~~~i·o~~clo y ~ebid~>a que la Thevetia es 

una planta que se encuentra ampliamente distribuída en el país, -

se decidió utilizarla en este estudio para el desarrollo de ca--

llos de tejido mediante el cultivo de partes de cotiled6n de esta 

planta, ya que su semilla es el órgano que contiene mayor canti~ 

dad de cardiot6nicos. 
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3. OBJETIVOS 

Establecer un cultivo de callos de c€lulas vegetales a par-

tir de cotiledones de semillas de Thevetia thevetioides. 

Evaluar el efecto de la relación hormonal Auxina/Citocinina 

sobre el cultivo de callos para encontrar las condiciones ade-

cuadas de estas hormonas en la inducción y mantenimiento de los 

callos de T. thevetioides. 

Evaluar el efecto de la luz sobre la inducción y desarrollo 

de los callos de células de T. thevetioides y su interacción con 

la relación hormonal Auxina/Citocinina. 

Evaluar la presencia o ausencia de cardiotónicos en los cul

tivos de callos de T.thevetioides de ocho semanas de edad crecidos 

en las diferentes condiciones de luz y concentraciones hormonales, 
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4. HIPOTESIS 

Bajo condiciones adecuadas de luz y ba-

laice h~rmonal au~ina/citocinina y otras -

condi~idnes estandar, se obtendri un callo 
,-.,-~-,-:_' 1-.-:- ;:- ·'' •· ' 

de d-~J.:uf-~~-d~ Thevetia -thevetioides, por me-
,·,·,<.--;:_-:·· 

dio del ~ultivo dé células IN VITRO, útil 

para. l.~ bfbsÍnteiÍs. de cardiotónicos. 
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5. MATERIAL Y METODOS 

5.1. HATERIAL 

5. l. l 5.1.2 MATERIAL.DE.VIDRIO 
-.,-·-:. __ , -

Autoclave Frascos de cultivo Gerber 

Campana de flujo la~~~;.::r(~ec) Matraces Erlenmeyer 

Aparato Pipetas de ~arias medidas 

Gabinete de control de te!J!pei"átura Varillas de vidrio 

Lamparas f luorescentes(Curvalum de Portaobjetos 
4 O W). 

Rotavapor 

Cámara de Neubauer 

Estufa 

Bomba de vacío 

Centrífuga(Sol-Bat) 

Espectrofot6metro(Beckman) 

Agitador mecánico de propela 

Agitador magnetico(~agnestir) 

Agitador magnético para tubos de 
ensayo(Vortex) 

Microscopio 

Extracor Soxhlet 

Equipo de destilación(Corning) 

Cubreobjetos 

Probetas 

Cajas de petri 

Tubos de ensayo con rosca, -
de 50 ml. 

Tubos de ensayo de 15, 20 y 
25 ml. 
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,5. 2 METODOLOG IA 

5.2.l RECOLECCION DEL MATERIAt BIOLOGICO 

El material biológico ~ utilizar son semillas del 5r~ol de -

Thevetia tevetoides que se localiza en Izuca.r. de Matamoros; esta 
. ' . . .,. . -. ' ,.-.. ' - ~- ··~- -. -.,- . 

. :: ~·:<:\;.;~>:~.~?:'·,~:~~.: ,·'.:·.:::i<:·' \::~.'->·~.:~ .,. 

do de Puebla, como a 12 km de la carretera I~u~a'r'·:dii'M.Ít
0

arilé¡j.-o'~..::.;.. 
·~·- "::--

Oaxaca. 

Las semillas se encuentran en el interior de una vaina. en for 

• ma de nuez localizada en el interior del fruto que produce el ár 

bol. La vaina extrída del fruto se pone a secar en una estufa a 

40ºC por 2-3 días para su conservación. 

5.2.2 DESINFESTACION DEL MATERIAL BILOGICO 

l.- Abrir la vaina y extraer la semilla cuidando de no dañar 

el tejido. 

2.- Colocar las semillas e~ agua destilada sufic~ente para cu 

brirlas y repasarlas por 30 minutos. 

3. - Lavar las semillas varias veces can. éÍ¡?;~~,~.~··~~tilada y quf. 
. -~.L ~ ·'.· ;:'·.:. '' 

tarles la membrana exterior que las cubr~ii.'. J{itd1:l~f'¿j•:.;fe11Ó dañar 

el tejido. 

4.- Colocar las semillas en etanol al 70%.por 2-3 minutos. 

5.- En la campana de flujo laminar, lavar las semillas c~n 

agua destilada estéril 4-5 veces y drenar el recipiente. 

6.- Poner las semillas sobre una solución de hipoclorito de-

sodio al 5% por 20 minutos. 

7.- Lavar las semillas con agua destilada estéril 4-5 veces 

para eliminar el exceso de hipoclorito de sodio de la superficie. 

8.- Tomar cada semilla con unas pinzas de disección y enjua-

garlas eón agua destilada estéril. 

9.- Poner las semillas lavadas sobre agua destilada est€ril -

en una nueva caja de petri y guardarlas en condiciones estériles 
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'::ita el momento de la siembra. 

5.2.3 PREPARACIO~ DEL MEDIO DE CULTIVO 

Se usa el medio de cultivo basal de Murashige y Skoog(MS). 

1.- Preparar las siguientes soluciones. 

SOLUCION 

A 

B 

e 

D 

E 

F 

G 

H 

COMP.GNENTE 

Ca Cl2. 2Hz0 

.NH4N03 

KN03 

KI. 

Co c1 2 . 6H 2 o 

NazMoo 4 .2HzO 

MnS04.4H20 

MgS04.7H20 

ZnS04.7HzO 

CuS04.SH20 

NazEDTA 

FeS04.7H20 

Glicina 

Acido nicotínico 

Mio-inositol 

Clorhidrato de piridoxina 

Clorhidrato de tiamina 

O .iOB3 

0.0025 

0.62 

6:025 

2.23 

37 

0.86 

0.0025 

3.723 

2.795 

0.2 

0.025 

0.100 

o.oso 

0.010 
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Pesar los componentes de las so~uciones A a la H excepto 

los de la f y colocarlos en vasos de precipitados, disolverlos -

con una poca de agua destilada y desionizada. Pasar las solu~io-

nes a matraces volumétricos d·e Ufl. l'itro. y ll:evarlos al aforo con 

la misma agua. 

en 
,· 

EDTA-Naz y agregarl;á gota 

enfriar la ~~zcla y llevarla a un litro 

usando ~g~a·destilada y desionizada. 

Soluciones de las hormonas 

Auxina: Pesar 10 mg de ácido .y.ciisolve!_ 

lo en una mezcla de etanol-agua al 30% de etanol~~/v. Pásar la -

soluci5n a un matraz aforado de 50 ml y lleva~ al volGmen con la 

misma mezcla. La concentraci5n final de esta soluci5n es de 200 

mg de IAA por litro de soluci5n. 

Citocininas: Pesar 10 mg de cinet:i:na(C) y disolverlos en 
.-·.>.· .~·-:··'. 

una pequeña cantidad· de ácido clo~hídrico:o.SN con un ligero ca-
<.'.-:· __ .. ,_-._.; 

lentamiento. Dejar enfriar la solución.Y.'Lt>á.sarla a un matraz afo 

rado de 50 ml. Llevar al aforo con agua destilada y desionizada. 

La concentraci5n final de esta solución es de 200 mg de cinetina 

por litro de soluci5n. 

Guardar las soluciones en refrigeración a excepci5n de la 

By la E quienes precipitan a bajas temperaturas. 

Las soluciones hormonales se preparan cada 15 días debido 

a que estas se descomponen cuando se almacenan por mucho tiempo. 

Las soluciones G y H, de las vitaminas, se preparan cada 

20 días porque este tipo de substancias duran poco tiempo en so-

111ci6n. 

40 



2.- Poner 400 ml de agua destilada y desionizada en un ma 

traz erlenmeyer de 2 litro. 

3.- Adicionar 10 ml de las soluciones.A hasta la R alma-

3, pag. 51). 

5.- Agregar 30 g de sacarosa. 

6.- Diluir con agua destilada y desionizada hasta 800 ml. 

7.- Ajustar el pH a 5.8 con una solución de hidróxido de 

sodio o ácido clorhídrico O.lN según sea el caso. 

8.- Adicionar 9 g de agar y completar el volumen de la -

solución a un litro con la misma agua. 

9.- Disolver el agar por calentamiento conay.uda.de un m~ 
,··,·',• ';.,: 

chero. 

mismo en frascos de cultivo de 125 ~l, tapar pa-

pel aluminio fijándolo con urt~ liga. 

12.- Esterilizar los frascos con el medio· de cultivo en -

una autoclave a 12lºC(15 lb de presión) por 15 minutos. 

13.- Dejar solidificar el medio en los frascos y refrige-

rarlos hasta el momento de su uso. 

5.2.4 OBTENCION DEL EXPLANTE 

1.- En condiciones estériles, tomar el tejido desinfestado 

y aislar de las semillas los cotiledones separ5ndolos con ayuda 

de unas pinzas de disección. 

2.- Poner los cotiledones aislados en una caja de petri 
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estéril y separar de los cotiledones la yema quienes se colocan 

en otra caja de petri destinada a contener sula yemas. 

3.- Los inferior 

de la caja de. 

4.-
' 

cortador(pag. 

cas del cotiled6n. 

5.- Colocar los explantes obtenidos cori el mue~tre•dor en 

agua destilada estéril contenida en otra caja de petri y eliminar 

los fragmentos de tejido ajenos al explante. 

6.- Drenar las cajas que contienen los explantes y las y~ 

mas, verter sobre ambos tipos de explantes, las yemas y los obt~ 

nidos con el muestreador, hipoclorito de sodio al 5% y reposar -

por 15 minutos. 

7.- Pasado el tiempo lavar los explantes varias veces con 

agua destilada estéril ~ara eliminar el hipoclori~o de sodio. 

8.g Pasar los explantes a nuevas cajas de petri estériles 

<¡ue contengan papel filtro (también estéril) en el fondo para · -~ 

absorber el exceso de agua. 

9.- Los explantes obtenidos de esta manera quedan desin--

festados y listos para ser sembrados. 

5.2.5 SIEMBRA 

En condiciones estériles, usando una campana de flujo lami-

nar, se procede a sembrar de la siguiente manera. 

1.- Tomar un frasco de cultivo con medio y destaparlo con 

ayuda de unas pinzas de disección previamente flameadas. 

2.- Tomar el explante con otras pinzas de disección flamea 

das y colocarlo en el centro del medio de cultivo. 
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3.- Tapar el frasco de cultivo con las otras pinzas de di 

sccci6n asegur5ndose de que quede bien cerrado. 

4.- Proceder de la misma forma con todos los frascos de -

cultivo y meterlos a intubar a 28°c. 

callo 

5. 2. 6 ÍrE'f.ERMINAC{ON FRESCO 

con 

y .. extraer el 

de/Úse~·¿¡~~·; c~loc,~nJ'd'lo en Una balanza ana 
~ ·-,~::>< ··.: :··. ·.::.:~~-?--:·:/ :.:./: '"•, '._. 

1 ít ica. o-.'.' 

2.- Det~rmi:k~·~ ~fíndídl ci'E{·peso fresco mediante la siguie}l 

te f6rmula: 

Dond"e·; 
I.P. F. 

P.F.F. 

p •F. I. 

P.F.F. - P.F.I. 
P.F.I. 

Indice de peso fresco. 

Peso f~sco final del tejido después de la 
incubación durante un tiempo t. 

Peso inicial del explante intes de incubar 

5.2.7 DETERMINACION DEL NUMERO DE CELULAS 

1.- Tomar el callo utilizado para la determinaci6n del~~ 

so fresco y colocarlo en un tubo de ensayo de 50 ml con tap6n de 

baquelita. 

2.- Adicionar al tubo 25 ml de agua destilada y una barra 

magnética de 0.5 cm. 

3.- Disgregar el tejido mediante agitaci6n durante 10 minu 

tos, cuidando de usar siempre la misma velocidad de agitación. 

4.- Determinar la absorbancia de la suspensión celular ob-

tenido a 454 nm. 

5.- Determinar el nGmero de células disgregadas del callo 

extrapolando la lectura obtenida en la curva estlndar(pag. 65). 



5.2.8 DETERMINACION DEL PESO SECO 

l.- Tomar el callo y colocarlo en un tubo de ensayo tarado 

de 20 ml. 

rante 

3.-

seco del 

5. 2. 9 DETERMINACION DE LA FRIABILIDAD CELULAR DEt CALLO 

1.- Tomar el callo y -pesarlo en una balanza analítica;. 

2. - Colocar el callo e~;U.r{ i:Üb-o de en.sayo de 50 ml -con ta 

pon de baquelita. 

3.- Adicionar 50 ml &e agua destilada y una barrita magn! 

tica de 0.5 cm. 

4.- Agitar por 15 minutos mediante un agitador magnético

procurando usar siempre la misma velocidad. 

5.- Tomar el núcleo del callo con unas pinzas de disección 

y eliminar el exceso de agua de su superficie con ayuda de papel 

filtro. 

6.- Reposar el núcleo húmedo durante 15 minutos a 25ºC p~ 

ra orearlo. 

7.- Pesar el núcleo oreado en la misma balanza usada para 

el paso uno y calcular el porciento de friabilidad mediante la -

siguiente fórmula: 
F 

P.N. 
X 100 

P. F. I. 
Donde; 

P.F.I. =Peso frsco inicial del callo 

P.N. Peso del núcleo obtenido 

F Friabilidad en porciento 
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5.2.10 EVALUACION DE LA PRESENCIAD~ TEVETOSIDOS TOTALES 

l.- Colocar los callos en una mezcla de cloroformo:metanol 

1: 1 (25 ml), usando un tubo de ensayo de 50 ml con tapón de baqu~ 

lita. 

2 ., ' ··-
horas 

3.-

godón como 

4.- Cromatografiarla solución filt'rada usando placas de -

10x25 cm preparadas con Sílica .. Gel. HF-25li y act'ivadas mediante ex 

posición en una estufa a 150°c. Usar como eluyente cualquiera de 

los dos sistemas siguientes: 

Sistema I : Cloroformo:metanol 9:1 

Sistema II: Cloroformo:metanol 1:1 

Usar como muestra de referencia una mezcla de tevetosidos 

o nerifolina. 

5.- Revelar n luz ultravioleta o~ con:ºyodo. 

"· 
5.2.11 EVALUACION DEL CONTENIDO DE TEVETOSIDOS TOTALES 

1.- Preparar las siguientes soluciones: 

a) Solución madre de nerifolina o tevetósidos 

Desecar al vacío, en un desecador con sílica, una muestra 

de tevetósidos o de nerifolina por 24 horas. 

Pesar 30 mg de la substancia seca y disolverlos en 100 ml 

de etanol usando un matraz volumétrico. 

b) Solución estandar de tevetósidos o nerifolina 

Tomar 40 ml de la solución madre de nerifolina o tevetósi 

dos y diluir a 50 ml en un matraz volumétrico. 
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50 ml 

e) Reactivo alcalino de picrato 

Disoluci6n de hidr6xido de sodio al 3% Pesar 3 g de hi:_ 

dr6xido de sodio y disolverlos en 100 ml de agua destilada( 

soluci6nA). 

Disolució.n .. ci·e ·~C::iAo(:P,~c~.ic;~i: Pé~ár:';6o.o\.l!lg.de/á~.ido píc.ri:_ 

co y ponerlos en ~~ \J~~.g:~.i~~i~~f;~~~?~~~~·,~i;B;;~y~:: \~~fegar· 2 5 ml 
" , ',,-.,.;~:~~t.:~:.''~:·>¿, I'f<<--~~\', '.-; .~:·::~-~·- ,---~-<-:-·, . o,--

d e agua caliente y d:isó:Í~:~é .. ·rl)~J/~'ti•;e'.rifr:iar Y> ·aforar a LOO ml 
'' :- -'::' ' ,"~· ' ; 

con agua fría. Guard~r éstá ~o·Í.·~cÍó~ en un frasco amba~(B). 

Transferir 10 ml de (A) con una pipeta volum'étrica a un mJ!. 

traz aforado de 100 ml y agregarle exactamente 20 ml·de (B). 

Mezclar y aforar al volGm~~ con agua destilada.(Pre~arar an 

tes de su uso). 

2. - i'esar tres callos y ponerlos en un tubo_ .. cfe ensayo de 

de baquelita. 

3.-

metanol 1: 

4.- por 

tres horas constante. 

5.- Filtrar usando un embudo En 

juagar el tubo y el embudo con 5 ml y 

adicionarla al filtrado, el cual matraz aforado 

de 50 ml. 

6.- Llevar el filtrado mezcla de sol 

ventes. 

7.- Mezclar y tomar una alícuota de 5 ml la cual se colo-

ca en los tubos de ensayo de 20 ml. 

8.- Evaporar el solvente de la alícuota por calentamiento 

en un ba5o de vapor suave. 
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9.- Dejar enfriar los cubos a temperatura ambiente y agr~ 

garles 5 ml de metano! para redisolver y luego 5 ml de reactivo 

alc<llino de picrato. · 

lo.~ Mezcl•r y dejar reposar por 30 minutos. 

11.-, ,De.terminar la absorbancia de estas so 1 u c iones a: 4 9 2 
'''· ,.>, .·. , 

' - .,..,.. .. , 

nm, 

con todos lof·r.é.activos y de .la misma manera qu~ l~~>n;U.;e's'tras. 

12. - caic~iar. ·1a .cóncentración de las ¿ue~i:~:¡i;; \,~·r"~extra-
... ,:::·:.:·"' 

polaci6n en una: curva estandar preparada de la' siguiente ~anera: 

Tubo 1 2 3 5 6 

Nerifolina o tevet6 
sidos(mg/100 ml) l. 2 2.4 3.6 4~s 6.0 o.o 

Solución estandar 
de nerifolina o te 1. o.· 2.0 4.o s.o 
vet6sidos 

Etanol 4.0 3.0 i~·o 5.0 

A cada tubo se le agregan 5 ml de reactivo alcalino de 

picrato, se mezclan y rep9san 30 minutos y se les determina su -

absorbancia igual que a las muestras. El tubo 6 se usa como blan 

co para la determinación. 

5.2.12 EVALUACION DEL PORCIENTO DE CONTAMINACION Y DIFEREN

CIACION. 

Determinar el porciento de concarninaci6n mediante la observa 

ci6n de presencia o ausencia de colonias microbianas en los culti 

vos. Reportar el porciento de c~ntaminaci6n en referencia al nGm~. 

ro de cultivos contaminados con respecto al total sembrado. 

Jeterminar el porciento de diferenciación de manera similar 

la de contarninaci6n pero en este caso observando la presencia o 

ausencia de cualquier tipo de tejido diferenciado(brotes, raíces 
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hojas) en cultivos de diferentes edades. El porcicnto <le diferen 

ciaci6n se reporta con respecto al nGmero total de vasos de culti 

vo sembrados. 
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6. DlSE~O EXPERIMENTAL Y MODELO ESTADISTICO 

6. l. DISEAO EXPERIMENTAL 

La inducción de callos por medio de cultivo de células veg~ 

tales requiere de una fuente vegetal seleccionada Y: clasificada-
• e > .'- ~ 'i ,_._,: '. ,, 

bo tanicamente para evitar V'?d~ciqne~ "él\: l~s };e~liJ:t'ados, .debidas 

a las diferentes especies exi~t~n1tes.· erii:,na~u~aleza e inclusi-

ve en el mismo lugar. En est~ e•t~did se usa el &rbol Thevetia -

thevetjojdes, que se localiza en Izúcar de Matamoros, Oaxaca (pag.5) 

Seleccionada la fuente vegetal, se procede a realizar el tra 

bajo de acuerdo al esquema 11 

La evaluaci6n del tamaño del explante así como el estud~o -

del tiempo de exposición y concentracioñ del agente desinfectan-

te, que garantice la eliminación de la contaminación microbiana-

se realiza en una etapa primera del trabajo, encontrándose la ne 

cesidad de buscar un método idóneo para obtener explantes de ta-

maño y formas adecuados. 

Determinadas las condiciones de desinfestación y tamaño de-

explante se procede a eyal.uar el ,efecto de la luz y balance ho.r-

monal auxina/citocinina, para lo cual se utiliza un diseño expe-

rimental de tipo factorial. que impl.ica dos niveles de luz, cinco 

de citocinina(cinetina C) y cuatro de auxina(acido indol-acético 

I AA)., (tabla II I) • 

Los tratamientos enumerados en la tabla del diseño factorial 

se toman al azar quedando como muestra la trblaIV, que es el or-

den experimental que se sigue para realizar los tratamientos. 

En la tabla V se indica la relación hormonal. IAA/C que co-~ 

rresponde a cada tratamiento según el diseño factorial y que co-

rrcsponden a cada tratamiento de acuerdo a las concentraciones -
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ESQUEMA 1 I 

DIAGRAMA DE FLUJO DE TRABAJO 

p_:ECOLE.CCION y SELECCION 

DEL MATERIAL BIOLOGICO 

1 1 

ESTUD 10 D.EL TIEMPO y ESTUDIO DEL TÁMAÑO y 

CONC ENTRAC ION DEL FORMA DEL EX PLANTE 

AGENTE DESINFESTANTE 

SIEMBRA DEL EXPLANTEI 

( COTILEDOt Y YEMAS) 1 

1INCUBACION 1 

~ ;_oBs CURIDADI 

1 COTILEDON: IOBTENCION DE CALLOS YEMAS 1 

A PARTIR DE: 

MUESTREO CADA DOS SE! RESIEMBRA CADA CUATRO 

MANAS EVALUANDO PESO SEMANAS USANDO EL ME-

FRESCO, PESO SECO y DIO DE CULTIVO QUE co 

NUMERO DE CELULAS. RRESPONDA. 

MUESTREO A LAS OCHO MUESTREO A LAS OCHO -
SEMANAS PARA EVALUAR SEMANAS EVALUANDO CON 

FRIA BILIDAD CELULAR TENIDO y PRESENCIA DE 

TEVETOSIDOS TOTALES 
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TABLA III 

MATRIZ EXPERIMENTAL Y NUMERO DE TRATAMIENTO 

r.oo 2.50 

3 4 

6 7 8 

10 11 12 

14 15 16 
... 

l. 50 17 18 19 20 

0.00 1 2 3 4 
t=l 

< 
t=l o.os 5 6 7 8 
H 

P::i 0.25 9 10 11 12 
:::;¡ 

u 

CIJ l. 00 13· 14 15 16 
p:¡ 

o l. 50 17 18 19 20 

Cada número en las celdas representa un trata
miento. Los 20 tratamientos se desordenan posterior 
mente para obtener un diseño factorial completameñ= 
te al azar. ppm., concentración en partes por millón. 
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TABLA IV 

NUMERO .DE TRATAMIENTOS Y ORDEN EXPERIMENTAL 

l. 50 
17 

l 7 

Acido indolac~tic~(ppm) 
0.10 1.00 2.50 

18 

14 

19 

20 

.9 

8 

18 

12 

3 

16 

1 

20 

19 

Los números superiores de cada celda se re

fieren al número de tratamiento, los inferiores 

indican el orden en que se ejecuta cada trata

miento. El orden experimental, obtenido al azar, 

es el mismo para luz y obscuridad. 
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TABLA V 

MATRIZ EXPERIMENTAL y RELACION HORMONAL IA~/C 

Cinetina Acido indolacético(ppm) 

• .. 

(ppm) 0.01 o. 10 1.00 2.50 

o.oo 

o.os 0.200 2.000 20. 000, 50.000 

0.25 0.040 0.400 4.000 10.000 

l.ºº 0.010 0.100 1.000 2.500 

l. 50 0.006 0.066 0.666 1.600 

IAA, ácido indolacético; C cinetina; ppm -
partes por millón. La relación hormonal se de 
termina dividiendo la concentración de IAA en 
tre la de C. 
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hormonales, quienes se eligen de acuerdo a lo que indica la lite 

rGtura como mús adecuado para la producció11 de callos de tejidos 

de Thevetia: 1 ppm d~ IAA y 1 ppm de C(56). 

Para la evaluación de los factores antes mencionados se uti 

1 izan como variables de, res,puest'a ,'los ;sigüien1:es,parámetro: 
·.1:~-::·-~;-,-· ,,~;:,5~r,· ·,!' ~~'.-~>·'---~.,,_,_ -·-"'•'·-~--:--. 

peso 

fresco, peso-°seco y núme,¡J''¡f~;<c_giU::L~s.E~f:'~s tres<variables son 

indicadoras,'á~r:rC:recimiento del. tejÍ.do calloso a través del tiem 

?º· 

Otros factores importantes a evaluar son la presencia o au-

sencia de cardiotónicos y friabilidad celular. Esta Última con el 

fín de poder predecir si los callos obtenidos son adecuados para 

iniciar un cultivo en suspensión, lo cual requiere de una fácil 

disgregación del tejido ca1-loso. Estas dos Últimas variab1-es se 

determinan a 1as ocho semanas de cultivo para darle tiempo al t~ 

j ido de crecer lo más posible y producir una buen,a cantidád, de -

cardiotónicos. 

Para la e'valuación de las variables d~ respu'esta menciona--

das, en cada tratamiento ~e preparan 65 vasos 

ml con 2 5 ml de medio cada uno. De esto-s, 5-2--se -Usan para sembrar 

explantes cilíndricos y 13 para yemas. Los vasos sembrados se di-

viden de acuerdo al diagrama de árbol. que se muestra en el esque-

ma I I l. 

6.2. MODELO ESTADISTICO 

Para el análisis de los datos se utiliza el. siguiente modelo 

estadístico: 

Yijkl =~+ Ai + Cj + Lk + ACij + ALik + CLjk + ACLijk + El(ijk) 

Donde; 

Y Variable de respuesta a un tiempo t(peso fresco, 
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52 vasos con 
explante ci
líndrico. 

ESQUEMA II I 

DIAGRAMA DE ARBOL DE LA DISTRIBUCION DE LOS VASOS DE 

CULTIVO 

26 para 

/ 
~para 

cur id ad 

luz 

3 vasos para determi 
nar peso fresco y n~ 

M d 6 
------mero de células. -

uestra e vasos_.----
__________ cada 2 semanas has~ 

ta 8. .' -
3 

d · vasos para eterm~ 

-------

Muestra de 3 vasos 
a las 8 semanas pa 

nar peso seco. 

o b s ----------

ra determinar fria 
bilidad celular. -

3 vasos para determi 

- --------- M d 6 

-----

nar peso fresco y nG 
uestra e vasos ~ -

d 2 h 
mero de celulas. 

ta 8. 
ca a semanas a~~ 

Muestreo de 1 

3 vasos para determ~ 
nar peso seco 

· tificación de 
capa fina. 

vaso a las ocho semanas para iden
cardiotónicos por cromatografía en 

6 ó 7 para 
vasos a las 8 semanas 
de cardiotónicos. 

para determ~ 

luz. 

13 vasos 
yemas. 

con/ 

Muestreo de 3 
----------------nar contenido 

-------Muestreo de 2 
brar. 

vasos a las 5 sema~as para resem--

~ 
6 ó 7 para ·---------Igual que para luz. 
obscuridad. 



peso seco, nGmero de c6lulas, friabilidad celular 6 contenido de 

cardiotónicos). 

fi = Media total o. gran media. 

A 

e 

L 

E 

i 

j 

k 

1 

Factor auxina(ácido indolacético IAA). 

Fact.oi dtt~Ciiiina (cinetinaC) ~ 
Factor •'ii; '.ó·~oto~ond icfon .. 

Error expe~imen t:a1. 

Niviles de auxina(i 

Niveles de citocinina(j 

Niveles de luz(k = 1,2) 

Numero de repeticiones(l = 

Para evaluar el efecto que ejercen dichÓ~.factóré.sjr,,sus i,!l 
- . - . 

teracciones entre si sobre las variabl~~ de iesp~est~ i~ ~~~ uh 

análisis de varianza de tres factores. 

Cabe mencionar que se busco un modelo matemático por corr~ 

lación multiple lineal al cual se ajustaran los datos obtenidos 

con el fín de poder predecir el comportamiento del cultivo con 

respecto a variaciones presentes en las variables de respuesta. 

No obstante, el haber demasiadas variables que influyen en dicho 

comportamiento no permitió encontrar el modelo adecuado. 
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7. RESULTADOS 

Con el fín de facilitar la interpretaci6n y comprensi6n de 

los resultados~ esto~ se p~esentan en el orden de experimentaci6n 
'' . 

seguido para el:d'fsarrollo del trabajo y'a que los ,primeros son b!!_ 
• • < -, :- .-'.-'-.o.,· 

se de los sis.Ji..~h~~s • 
. • :·,-

Para la>~v~l:Uaci6n :de la luz y balancé hormonal nos encentra 

mos con dos tipos de t~atamientos; los que no involucran a la ci-

netina y los que sí la involucran. Por esta raz6n los resultados 

de esa parte experimental se dividen en dos secciones. 

Las variables de respuesta se presentan por separado para -

poder evaluar mejor la información q~e nos proporcionan. Al final 

de la sección de resultados se da un resúmen de los mismos compa-

rendo las variables de respuesta entre sí para llegar a algo más 

concreto en fundamentos discutidos al inicio del trabajo. 

A continuación presentamos los resultados, dando un breve~ 

nalisis de los misnos. 

7.1 DETERMINACION DEL TIEMPO DE DESINFESTACION Y CONCENTRACION 

DEL AGENTE DESINFESTANTE. 

Se desinfestaron varias semillas de T.theveti.Jides,con dife-

rentes concentraciones de hipoclorito de sodio(NaCLO) y se incuba 

ron por tres semanas a 28°C al cabo de las cuales se observa el -

porciento de contaminacion(tabla VI). 

En la tabla se ve que a bajas concentraciones de NaCLO y ba-

jo tiempo de exposición del tej~do ante el mismo, el porciento de 

contaminación es muy elevado, mientras que al aumentar ambos fac-

tores,esta disminuye. 

Uo obstante lo anterior, no se puede aumentar el tiempo de -

Jesinf estaci6n ni la concentración de hipoclorito de sodio indef! 

nidamente ya que el tejido vegetal tambi~n puede llegar a destru! 
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do. Así'., al medir la viabilidad del tejido por medio de la prese.!!_ 

ci:i de brotes, raíces, tejido calloso, pigmentos u hojas, se ob-

serv6 que a una concentraci6n de hipoclorito de sodio al 5% y a -

un tiempo de desinfestaci6n de 15 minutos el porciento de contami_ 

nac iéin es sólo del 5% conserv.t°ndose. la.via~ilicfad.c,elu_l_ar, .en -' _- ' - ' - - -- - -- . -, - - - .. _., - ' .. ~ . ·~ 

C<lmbio cuando el tiempo de desinfestación es de 20 rrlinutos la Vi!!_ 

bilidad celular se ve fuertemente disminuída(esti~ada entre el 85 

y el 90%). 

De esta manera, la concentración de hipoclorito de sodio más 

adecuada para la desinfestaci6n del tejido es del 5% con un tie~ 

po de desinfestaci6n de 15-20 minutos(arriba de 15 pero abajo de 

20). Estas son las condiciones que se utilizan para la desinfes-

tac ión del .t.ej ido duran te el desarrollo experimental. 

TABLA VI 

PORCIENTO DE CONTAMINACION CON RESPECTO A LA CONCENTRA 

CION DE HIPOCLORITO DE SODIO(NaCLO) Y EL 

TIEMPO DE DESINFESTACION 

Nrfl O Tiempo de desinfestaciéin(min) 

5 10 1~. 20 

0.5 1.00 100 100 100 

2.5 1.00 100 90 60 

).O 50 .30 s o 
Los cultivos se incuban en obscuridad total por tres 

semanas. El tiempo de desinfestaciéin se refiere al tiem 
po de exposición del tejido ante el hipoclorito de sodio. 



7.2 SELECCION DEL TAMAAO DEL EXPLANTE MAS ADECUADO PARA LA INDUC 

ClON DE CALLOS A PARTIR DE DIFERENTES PARTES DE LA SEMILLA -

DE T. thevetioide.s. 

Se toman varias semillas, se desinfestan y en condiciones e~ 

teriles se dividen en fracciones de diferent~s ,tamaños, quienes .

se siembran en el medio basal de MS co~~.5 ~pm de IAA y 1 ppm de 

C. Los vasos de cultivo se incuban a 28ºC por cuatro semanas al -

cabo de las cuales se evalúa la presencia de contaminación, pro

tlucci6n de callos, diferenciaci6n y p~gmentaci6n(tabla VII). 

Los resultados indican que no hay contaminac.ion y que la pr~ 

sencia de callos es más frecuente al disminuir el tamaño del ex~ 

plante, comenzando a manifestarse con 1/4 de .cotiled<5n y más el~ 

ramente con 1/8. 

Cuando el tamaño del explante es de 1/16 de cotiledon, la -

viabilidad del tejido se pierde(no reportado), es decir, no hay 

contaminacion pero tamp~co ninguna señal de que el explante pue

da diferenciarse o producir tejido calloso. 

Todas las yemas producen callo y no se diferencian. En con

traste con la presencia de callos~ la diferenciaci6n y pigmenta

ción son muy frecuentes en los explantes de mayor tamaño tales -

como las semillas completas, medias semillas, cotiledón, medio y 

un cuarto de cotiledón. Aunque la diferenciación se debe tal vez 

a que dichos explantes contienen muchas más células periféricas 

o del centro de la semilla quienes no están.preparadas para -

presentar este fenómeno, de acuerdo a la posición que ocupaban 

en la semilla originalmente. 

De la misma tabla se observa que la dif erenciaci6n y pig

mentación en los explantes desaparece o son menos frecuentes -

con el tamaño de 1/8 de cotiledón y la presencia de callos con 
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TABLA VII 

PRESENCIA(+) O AUSENCIA(-) DE CONTAMINACION, TEJIDO 

CALLOSO, DIFERENCIACION Y PIGMENTACION EN LOS 

CULTIVOS DE T. thevet:ioicies CON VARIOS 

TIPOS DE EXPLANTES 

EX PLANTE CON.TAMINAC ION CALLO DIFERENCIACION.· HGMENTACION 

s R, T, H + 

l/2Sh c/y R + 

l/2Sh s/y R + 

c c/y R + 

c s/y R + 

l/Cv R + 

l / 2 Ch R + 

l / 4 e +, - R + 

.1¡4 e +, - R + 

l/4C .. 

+ +, -

l/8C + 

l/8C + R 

l/8C + 

l/8C + 

l /8C R 

l/8C 

+ 

y + 

S semilla completa, C cotiled5n;h corte horizontal, v vertical 
e, con; y yema, Y yema; s sin; R raíz; T tallo; H hoja. 
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este tamaño de explante también es mayor. 

Por lo anterior se decidió id~ar un método que permitiera o~ 

tener explantes aproximadamente de ese tamaño y con una mayor su-

perficie de corte para la producci6n de células callosas. 

De esta ~~tier~:'.s.e diséñó un aparato muestreador que permite· 
··,,--'-.'-· 

obtener explant~~>c:le tamaño y forma regular a -partir de los coti 

ledones de la semilla(fig 9). Este aparato permite también obte-

ner explp.ntes simétricos con respecto a la posición del tejido en 

el cotiledón, evitando de esta forma incluír en el cultivo partes 

periféricas y centrales de la semilla, disminuyendo la posibili-

dad de que ocurra diferenciaci6n(fig. 9-B). 

El espesor de los explantes obtenidos con dicho aparato d~ 

pende del espesor de cada cotiled6n, que varía de semilla a sem~ 

lla. En la figura 12B se observa la forma cilíndrica del explan-

te lo cual permite mantener la superficie de corte, que es donde 

se desarrollan las células callosas, dentro de un inteivalo muy 

estrecho independientemente del tamaño de la semilla y dependie~ 

do solamente del espesor de los cotiledones. 

En la tablaVIIIse presentan las observaciones realizadas con 

el aparato muestreador e indican que todos los explantes obteni-

dos con este aparato forman callos, minima diferenciación y pig-

mentación. Los resultados obtenidos con los otros tipos de expla~ 

tes son similares a los presentados en la tabla VII. 

De esta manera se decidió usar el aparato muestreador para 

obtener los explantes a utilizar en el desarrollo de este trabajo. 
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A 

o 
~ 

B 

Fig. 9. (A)aparato utilizado para muestrear exp~antes a partir 
de cotiledones de semillas de T. tevetoides(B). 
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TABLA VII 1 
PRESENCIA(+) O AUSENCIA(-) DE CONTAMINACION,TEJIDO CALLOSO 

DIFERENCIACION Y PIGMENTACION EN CULTIVOS DE THEVETIA 

t:heveti.oides USANDO DIFERENTES TIPOS DE EXPLANTES 

EX PLANTE 

s 

le 

le e/y 
1 

1/2C e/o 

l/2C 
i 

i 1 /2C 

'1/4C c/o 
¡ 
1 
IA.H. 

¡ 
¡A.M. 
! 
1 !A.M. 
1 
!A.M. 
\ 
; 

IA.H. 
,A.M. 
y 

y 

CONTAMINACION CALLO DIFERENCIACION PIGMENTACION 

+ 

R + 

R,T,H + 

+ 

R + 

+ 
•,o&_--

+ 

+ 

+ R 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

S, semilla completa; C cotiled6n; A.M. aparato muestreador 
e/y con yema; s/y sin yema; e/o con el orificio dejado por el 
aparato muestreador sobre el cotiledón; Y yema; R raíz; T ta-
lle; H hoja. 
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7.3 DETERMINACION DE LA LINEARIDAD ENTRE EL NUMERO DE CELULAS DE 

TEJIDO CALLOSO CONTENIDO EN UNA SUSPENSION Y SU ABSORBANCIA 

A 254 nm. 

Se preparan varias suspensiones con un número conocido de cé 

lulas callosas, ~ui•nes ~e cuentan mediante una cimara d.e Neubauer 

y se les determina su absorbancia a 454 nm, que ~~ l~l6ngitud de 

onda m&xima encontrada mediante un barrido de la misma sus~ensi6n. 

Las observaciones se presentan gráficamente en la figura 10. El 1: 

coeficiente de regresi6n de los datos es de 0.9774. 

Lo anterior demuestra que hay un comportamiento lineal apr~ 

piado entre la sbsorbacia y el número de células. Sin embargo, 

en el transcurso de la experimentación se observó que el tamaño 

y forma celulares varían considerablemente con el transcurso del 

tiempo(fig:ll) produciendo un efecto impredecibie sobre la abso~ 

bancia y por tanto un comportamiento desordenado de los datos -

obtenidos con esta variable de respuesta. 

El número de células medido por éste método, no result6 ser 

una variable de respuesta adecuada para explicar y seguir el desa 

rrollo de cultivos de células vegetales. 

No obsta~te lo anterior, medimos esta variable de respuesta 

durante el transcurso de la experimentación, pero como se menci~ 

nó anteriormente no es capaz de dar alguna información valiosa -

aparte de la obtenida con las otras variables de respuesta. 
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Fig. 10. Absorbacia de células de callos de tejidos 
de T. tevetoides en función del número de células cante 
nidas en suspensión acuosa.Coeficiente de regreción R=-
0. 9774. número de datos= 19.A absorbancia; C número de 
células x 104 por ml. 
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(A) 

(B) 

Fig. 11. Formas celulares presentes en callos de T. tev~toides 
de 6-8 (A) y 4 (B) semanas de edad. (Las fotografras ae~ tonaron ct¿ -
la ref. 33, pero las observaciones son muy similares). 



7.4 DETERMlNACION DE LA CURVA PATRON DE TEVETOSIDOS TOTALES EN 

FUNCION DE SU ABSORBANCIA. 

Se obtiene la curva patrón de concentración de tevetósidos 

totales contra absorban:cia, que.presenta· una solución colorid.a -

: : :,: º :: : ª :: ª :¿ :::d :. :. ~: ::t ::: :f~.~rd;:~,;~~i~!t&~B~f ,i:i~~~t~~. · . 
• ,, • ·~- ::'." ·- ::'.:-:~:,~~} 1\'/::\~.c\¡-;,;;:::~:·.::··· ~, .. __ ¡~ !jf~~,~t: ..... ;:~ ·:;i~;~. ::~u~~ , ' -

, : .. >:;/.-; ;· ;.;·-:·.:.· ;. i' ·-,; ,:···r•· <>:,;,:-. (:•~\--'::<' · ' 
torios de orgánica de ENEP-z a> par tTr de .semillas de T~,tl{evéfíoi 

Q.§2. • La c u r va s e p r e s en t a en 1 a f i.~'.2~13, · 13 • 

El coeficiente de regresión d~ los datos es de 0.9992, e in 

dica que existe una relación lineal entre los datos lo que gara~ 

tiza la adecuada cuantificación del contenido de cardiotónicos -

presentes en los cultivos. 
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Fig.13 Curva patrón para la cuantificación de tevetósidos 
totales en función de s~ absorbancia. 
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7.5 EVALUACION DEL EFECTO HORMONAL AUXINA(IAA)/CITOCININA(C) Y LA 

LUZ SOBRE LA INDUCCION Y MANTENIMIENTO DE CALLOS DE T.theve------
cío id es y SU CONTENIDO DE CARDIOTONICOS. 

Seleccionadas las condiciones de desinfestación y explantes 
. . 

adecuados, se pro.cede a evaluar el• efecto .del balance hormonal -

lAA/C y luz sobre los cultivós. de t~j~dos.cie.T. the've.tioides qui~ 

nes se obtienen y tratan de acue~_cfo ~·1a metodología indicada en 

el punto 5.2. 

Las concentraciones hormonales que se usan se indican en la 

tabla III y despuis de la alea¿~rización vemos que el primer tr~ 

tamiento a realizar es el 16, al cual le corresponden 2.5 ppm de 

IAA y 1 pp~ de e, para el segundo tratamiento a realizar tenemos 

1 ppm de IAA y O ppm de C y así sucesivamente. 

Los primeros cuatro tratamientos que se enmarcan en la ma--

triz experimental no involucran a la hormona C, por lo que en e~ 

tos casos no existe relación hormonal y por eso ?e presentan los 

resultados aparte. De esta manera, primero se dan los resúltados 

que no involucran C, luego a los que involucran ambas hormonas y 

al final, en un resumen se confrontan los resultados de forma --

global. A continuación se dan los datos obtenidos con cada varia 

ble de respuesta por separado. 

7.5.1 TRATAMIENTOS QUE SOLO INVOLUCRAN A LA HORMONA IAA. 

1. - Peso fresco 

Estos resultados se presentan como índice de peso fresco en 

la tabla IX. 

La tabla indica que el peso fresco aumenta con el tiempo en 

general para todas las concentraciones de IAA probadas, aunque -

presenta una variación con respecto a la concentración de IAA y 
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TABLA IX 

EFECTO DE LA LUZ Y AUXINA(IAA) SOBRE EL INDICE 

DE PESO FRESCO DE CALLOS OBTENIDOS A 

DIFERENTES PERIODOS DE 

TIEMPO(T) 

T(sem) Acido indolacético(ppm) 

0.01 o. 1 o l. 00 2.50 

2 0.6937 0.6000 0.9395 1.1538 

N 4 5.1912 2.9575 5.3159 3.4000 
:::> 

H 6 7.6416 2.3866 8.2358 5.1000 

8 7.5000 4.9486 9.3786 6.4542 

2 0.4875 0.2530 0.9736 1.5878 

t=l 
< 
t=l 

4 3.2647 1.3695 4.1625 4.2500 
H 
p:; 
:::> 6 3.8716 5.9166 4.3621 4~1000 u 
ti) 

p:¡ 
o 8 4.0226 9.9740 5.7383 3.1310 

Cada dato es el promedio.del índice de peso fresco 
de tres cultivos. La concentración de IAA subrayada es 
la que se encontró como mas adecuada para esta variable 
de respuesta. ppm, concentración en partes por millón. 
IAA, ácido indol acitico. 
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las diferentes condiciones de luz. 

Para saber si dicha variaci6n en los datos es causada por la 

concentraci6n de IAA o por las condiciones de luz se realiza un -

análisis de. ~arianza(tabla X), quien indica que es la concentra

ci6n de IAA 1~ principal responsable de la variabilidad en los -

datos, siendo el peso fresco independiente de las condiciones de 

luz. 

Representando gráficamente el índice de peso fresco(IPF) en 

función de la concentraci6n de IAA en luz y obscuridad(fig 14), 

se ve que hay muy poca influencia de la luz sobre esta variable 

y que existe una relaci6n entre el índice de peso fresco y la i~ 

teracción IAA-T, lo cual apoya lo encontrado mediante el análisis 

estadístico. 

De esta forma, la gráfica y la tabla de resultados indican 

que la concentraci6n de IAA más adecuada de las probadas para la 

producci6n de masa celuYar hidratada y en ausencia de cinetina, 

es de 1 ppm en luz y de 0.1 ppm en obscuridad. 

2.- Peso seco 

En la tabla XI se muestran los resultados de peso seco. Cada 

uno de los datos representa el promedio del peso de tres cultivos. 

Los datos muestran que la máxima cantidad de masa celular se 

obtiene a las 4-6 semanas de cultivo, siendo diferente la canti

dad según la concentración de IAA, fotocondiciones y tiempo de -

incubación. Al igual que en el caso de peso fresco, para saber si 

el efecto causado por los factores evaluados es significativo se 

realiza un análisis de varianza(tabla X ) . El resultado de dicho 

análisis indica que el peso seco se ve profundamente afectado por 

los condiciones de luz, concentracion de IAA, tiempo de incuba--
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TABLA X 

RESULTADOS DEL ANALISIS E~TADISTICO DE LOS DATOS DE INDlCE DE PESO FRESCO 

(IPF), PESO SECO (PS) Y NUMERO DE CELULAS 0ToC) DE 'LOS 

TRATAMIENTOS QUE NO INVOLUCRAN CINETINA 

FUENTE DE VARIACION G.L. F.C. Ft o.os 
I. p •F. p. s. No.e. 

" 

Fo tocond ic iones 1 1.2Sl91 10.79091 2.44S47 3.98' 

IAA 3 3.8119S 13.38030 2.08061 2.74 

Tiempo 3 37.7S976 21.16172 2.79S46 2. 7.4 

Fotocondiciones-IAA 3 2.74401 8.81208 1.69774 2.74 

Fotocondiciones- 3 O.S0056 10.01999 2.20432 2. 74 
Tiempo 

!AA-Tiempo 9 2.603S6 S.6963S S.13336 2.02 

Fotocondiciones-IAA- 9 1.41037 9.07790 2.S9319 2.02 
Tiempo 

Error 64 

Fotocondiciones, condiciones de luz y obscuridad; IAA ácido indolacético; 
F.C. F calculada; Ft O.OS, F te6rica tomada de las tablas c~n un nivel de si& 
nificancia del O.OS; G.L., grados de libertad; Se considera que hay efecto -
significativo por los factores evaluados cuando la F.C. es mayor que la Ft. 



IPF 

1 

LUZ ..... 2 sem ·-· 4 sem 
4-4 6 sem 
.á-.6. 8 sem 1 

0.01 o. 1 1 lO iAA 
(µpm) 

Fig. 14. Indice de peso fresco en función 
riodos de tiempo(Z,4,6 y 8 semanas). 

IPF 

OBSCURIDAD 

0.01 0.1 1 10 IAA 
(ppm) 

de la concentración de IAA a diferentes pe-



TABLA XI 

EFECTO DE LA LUZ Y AUXINA(IAA) SOBRE EL PESO 

SECO DE CALLOS OBTENIDOS A DIFERENTES 

PERIODOS DE TIEMPO(T) 
. 

·· T(Sem). Acido indolacético(ppm) 

0.01 o .1 o 1 . 00 2.50 
. 

2 0.0766 o. 1065 o. 0811 0.1254 
.· 

4 0.1177 0.1166 0.0992 0.1400 
N 

:::> 

t-l 
6 0.0827 0.1286 0.1446 0.1390 

,. 

8 0.1400 0.1266 0.1294 0.0965 

2 0.0833 0.1180 fr.0873 0.0965 
l!:l· 
< 
A 4 0.1220 0.1163 0.2500 0.1320 H 
t:x: 
:::> 
u 6 o. 1276 0.1084 0.1486 0.1320 en 
~ 
o 

8 0.1120 0.1063 0.1300 0.1449 

Cada dato en las celdas representa el promedio 
de tres cultivos. ppm, concentración en partes por 
mill6n. La· concentración de IAA subrayada es la en 
contrada como más adecuada para el peso seco. 



ión y la interacción entre los factores, IAA-Luz. 

Segun la tabla X el factor-de mayor influencia es la con-

centracion de IAA y tiempo de incubación. Debido a que las inte

racciones e_ntr_e los factores evaluados tienen efect_o muy signif_i 
:_ ./ "o· ;-~<·.:~ .>_'..::;·_;_··.,{;_·.,;_' 

e a t ivo sobre el - peso !;~ca' resul. ta impredecible el·- 6otnp6ft¿mieh-

to del mismo al variar cualquiera de ellos. 

De 1.o anterior, para seleccionar las condiciones de cultivo 

mas adecuadas se represnta gráficamente el. peso seco en función 

de la concentración de IAA en luz y obscuridad(fig. 15). De la -

figura y la tabl.a de resul.tados de peso seco se observa que la -

concentración más adecuada de IAA es de 1 ppm para cualquier caso 

luz u obscuridad y con cuatro semanas de incubación, aunque en -

obscuridad es donde se obtiene mayor cantidad de peso seco. 

3.- Número de cel.ul.as 

Esta variable de respuesta se reporta como absorbancia, de-

terminada a 454 nm, en l.~ tabl.a XII. El nGmero de células se pu~ 

de determinar a partir de la curva patrón de absorbancia contra 

~Gmero de cél.ulas (fig. 13). 

De 1.a tabla XII se observa que conforme pasa el. tiempo la ab 

sorbancia presenta subidas y bajadas lo cual no necesariamente se 

debe a un incremento en el número de células sino a variaciones 

en el tamaño y la forma que adquieren en sus diferentes etapas de 

desarroll.o. Al realizar el análisis de varianza con los datos(ta-

bla X), se encuentra que esta variable de respuesta se ve afecta-

da ligeramente por el tiempo de incubación y la interacción de es 

te con la concentración de IAA, además de que existe triple inte-

racciGn entre estos tres factores. 

Para seleccionar las condiciones más adecuadas con respecto 

al numero de células, se grafican estos datos(fig 16) en función 
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P.S(mg) 

200 

100 

LUZ 

0.01 o. l 1 

·-· ·-· ·-· ·-· 
2 sem 
4 sem 
6 sem 
8 sem 

10 

P.S(mg) 

0.01 

OBSCURIDAD 

o. 1 lO IAA 
(ppm) 

Fig 15. Peso seco(P.S) de callos de cotiledón de semillas de T. thevctioi.des en 
función de la concentración de ácido indolacético(IAA), a diferentes periodos de 
incubación(2,4,6 y 8 semanas) y en ausencia de cinetina. 
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TABLA XII 

EFECTO DE LN LUZ Y AUXINA(IAA) SOBRE EL NUMERO 

DE CELULAS DE CALLOS A DIFERENTES PERIO 

- DOS DE TIEMPO (T) 

T(Sem) Acido indolacético(ppm) 

o. 01 0.10 l. 00 2.50 --
2 0.1490 o.1900 0.4193 0.8373 

N 4 1.0280 0.2137 0.1815 1. 09 00 
;:J 

,..:¡ 6 0.1560 0.3365 0.2146 0.9600 

8 0.1250 0.3605 0.4100 0.4650 

2 o 0.1750 0.1150 0.2280 0.5530 
<( 
o 
H 4 0.6115 0.3960 0.1020 0.8200 p::; 
;:J 
u 
tl.l 6 0.2100 0.4620 0.2430 o. 7100 i:a 
o 

8 0.1400 0.3743 1.3610 0.5663 

Los datos de'las celdas son el promedio de tres -
cultivos. ppm concentración en partes por millón. La 
concentración de IAA subrayada es la encontrada mas 
adecuada para el número de células. 
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• ·- 2 sem 
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0.01 o. 1 1 
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Fig.16. Número de células NoC( en absorbancia) en función de la concentración 
de ácido indolacético(IAA) a diferentes periodos de incubación(2,4,6 y 8 semanas) 

y en ausencia de cinetina. 



de la concentración de IAA. De esta figura y del cuadro de resul 

tados se observa que la mejor concentración de IAA es de 2.5 ppm 

con cuatro semanas de incubación en luz y de 1 ppm con ocho serna 

nas de incubación en obscuridad, aun9.ue.como.se mencionó anterior 
"":--:;-'/ 

111ente esta variable .de respuéi'l:~:':Il.k~;.~,~ puede c·ansiderar esencial 
: .. ·,..,:,, 

para tomar una desición finál Je: s~leccion ífe condiciones de tra-

bajo para la producción y manteriimien~o de callos. 

4.- Friabilidad 

En la tabla XIII se report.an los resultados de la friabili--

dad celular e indica que esta variable de respuesta tiende a au~ 

mentar conforme se incrementa la concentración de IAA tanto en 

luz como en ~bscuridad, ha~ta llegar a una ppm donde permanece 

mas o menos constante en luz y disminuye en obscuridad. 

El análisis estadístico de estos datos(tabla XIV) muestra 

que la friabilidad se ve fuertemente afectada por la concentración 

de IAA y un poco m&nos por las condiciones de luz y la interacción 

entre estos dos factores. De esta maner, al representar gráficame~ 

te el porciento de friabilidad en función de la concentración de 

IAA en luz y obscuridad(fig 17) se puede observar claramente el -

cambio en la respuesta con respecto a las condiciones de luz. De 

esta representación y el cuadro de resultados se encuentra que -

las mejores condiciones de cultivo para la friabilidad son; obscu 

ridad y 1 ppm de IAA. 

,, 
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TABLA XIII 

EFECTO DE LA LUZ Y AUXINA(IAA) SOBRE LA FRIABI 

LIDAD DE CALLOS DE OCHO SEMANAS DE 

EDAD DEL CULTIVO 

FOTOCONDICIONES ACIDO INDOL ACETICO(ppm) 

0.01 o. 10 l. 00 

LUZ 7.4900 13.43SO 16.7030 

OBSCURIDAD 1.3239 lS.4266 49.8925 

l"A:BLA XIV 

2.SO 

16.3733 

14.8000 

RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS 

DE FRIABILID~D(%) COMO FUNCION DE LA LUZ 

Y CONCENTRACION DE AUXINA 

FUENTE DE VARIACION G.L. M.C. F.C. F.T. o.os 
FOTOCONDICIONES l 282.1934 ,, 26.83Sl 4.490 

A·.1 XINA(IAA) 3 86S.4S89 20.9600 3.240 

FOTOCONDICIONES-
3 478.8830 11.6000 3.240 Al'XINA(IAA) 

t.RROR 16 41.28S4 

Fotocondiciones. luz y obscuridad; IAA ácido indolacético; 
G.L. grados de libertad; M.C. media de cuadrados; F.C. F calcu 
lada; F.T. O.OS F te6rica con un nive de significanc~a de O.OJ 
Se considera que hay efecto sobre la friabilidad por las fuen
tes de variaci6n cuando la F.C. es mayor que la F.T .. 
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• LUZ 

f % ) ó. OBSCURIDAD 

50 

25 

o o. Jl o. 1 1 IAA(ppm) 

Fig. 17. Porciento de friabilidad (%f) en función 
de la concentración de Ácido indolacético(IAA) en luz 
y obscuridad. 
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5.- Contenido de cardiotónicos 

Esta determinación se realiza con los cultivos obtenidos a 

partir de yemas corno ~xplantes y previa identificación de los te 

vetósidos totales(rnezcla) rne.diarite cromatografía en capa fina,~ 

sando como estand.ir una mezcla de tevetósidos extraídos de semi

llas de T. thcvctioid es en los labora torios de organ ica de la ENEP 

ZARAGOZA. 

Los resultados de tevetósidos totales se presentan en la t~ 

bla XV. Para la· evaluación del contenido de cardiotónicos se ju~ 

tan las masas celulares de tres cultivos, por lo que en este caso 

no se cuenta con repeticiones y no es posible calcular la triple 

interacción entre los factores mediante el análisis de varianza. 

Los daros presentan mucha variación por lo cual es difícil 

analizarlos directamente. Su análisis estadístico(tabla XVI), in 

dica que la cantidad de tevetósidos por gramo de callo no se ve 

afectada por la variación en las concentraciones de IAA ni luz. 

La representación gráf~ca del contenido de cardiotónicos en 

función de la concentración de IAA(fig 18) muestra que la varia

ción en los datos se debe a interacciones entre las condiciones 

de luz y concentraciones de IAA y no a efectos individuales de al 

guno de estos factores, que va de acuerdo con lo encontrado est

dísticarnente. 

Por lo anterior se deduce que al usar una concentración de 

0.1 pprn de IAA y obscuridad se obtienen mejores resDltados para 

el contenido de tevetósidos. 
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TABLA XV 

EFECTO DE LA LUZ Y AUXINA(IAA) SOBRE EL CONTENIDO 

DE CARDIOTONICOS(mg/g) EN CALLOS DE 

OCHO SEMANAS DE EDAD(Y) 

FOTOCONDI Acído índolacétíco(ppm) 
CIONES 0.01 o. 1 o 1. 00 2.50 

LUZ 14.4578 2.0193 2.1828 3.3409 

OBSCURIDAD 1.4826 23.7541 1.3299 0.6402 

Los datos estan dados en mg de tevetósidos por gramo de 
tejido fresco. Para cada dato se juntaron las masas celu-. 
lares de tres cultivos de yemas(Y). La concentración del · 
dato subrayado es la que se encontró m&s adecuada para la 
producción de tevetósidos. ppm; partes por millón. 

TABLA XVI 

RESULTADO DEL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS 

DE CONTENIDO DE TEVETOSIDOS EN FUNCION DE 

LA LUZ Y CONCENTRACION DE AUXINA IAA 

FUENTE DE VARIACION G. L. M.C. F.C. F.T0.05 

Foto condiciones 1 3.38768 0.03166 10.130 

Aux ina (!AA) 3 56.86751 0.53147 9.280 

Error 3 107.00056 

Fotocondiciones, luz y obscuridad; IAA, &cido indolacetico; 
G.L., grados de libertad; H.c .• media de cuadrados; F.C.~ F -
calculada; F.T. 0 0 F teórica con un nivel de significancia -
de 0.05%. Se consi~era que hay efecto significativo cuando la 
F.C. es mayor que la F.T. 
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7.5.2 TRATAMIENTOS QUE INVOLUCRAN LA RELACION HORMONAL IAA/C. 

En la parte anterior se trataron los datos obtenidos cuando 

el medio de cultivo cbntiene IAA como única hormona de crecimie~ 

to, por lo cual, aunque dichos datos se incluye.n·.en·;los<cuadros 
< ·, ~-::::_:::~~:..;:;'~· ·,' '.: -

de resultados que se presentan en esta parte, no se!Crt~.~iti en cue~ 

ta para realizar el análisis de los mismos. 

parte sólo es útil para visualizar mejor la poste~id~(cÍ:i.scusion 

de los resultados. 

El analisi~ estadístico de los datos se realiza co~ los re-

sultados obtenidos a las seis semanas de cultivo en,.el caso de p~ 

so fresco, peso seco y número de células, y a las ocho para los 

de friabilidad y contenido de tevetósidos. 

1.- Peso fresco 

Estos datos se reportan como índice de peso fresco(IPF) y se 

muestran en la tabla XVII, en la que se observa que el peso fres-

co es afectado por los tres factores evaluados. Para saber si tal 

efecto es estadísticamente significativo se realiza un análisis 

de varianza(tabla XVIII), quien indica que la IAA, C y luz prod~ 

cen por sí mismos un efecto significativo sobre el peso fresco, 

siendo las concentraciones hormonales quienes presentan la mayor 

influencia. 

La tabla de análisis estadístico también muestra que no exis 

te efecto por la doble interacción fotocondiciones-~, fotocondi--

ciones-IAA.o por la triple interacción, aunque la interacción en-

tre las hormonas(IAA-C) sí produce un fuerte efecto en el peso -

frcsc\J. 

La representación gráfica del IPF en función de la caneen--

trnci6n de IAA(fig. 19), muestra que la variación del índice de 
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TABLA XVII 

EFECTO DE LA LUZ Y BALANCE HORMONAL AUXINA/CITOCININA 

(IAA/C) SOBRE EL INDICE DE PESO FRESCO(IPF) 

DE CALLOS DE COTILEDON DE SEIS 

N 

inetina 
(ppm) 

O;•OO 

o 05 

:::> 0.25 
,_:¡ 

o 
<>: 
o 
H 

l. 00 

l. so 

o.oo 

o.os 

P.-: 0.2S 
:::> 
u 
U) 

~ 

o l. 00 

l.SO 

SEMANAS DE EDAD 

Acido 

0.01 o. 1 o 

7. 64 16 2.3866 

3.2690 4.1000 

3.2SOO 2.3740 

2.7333 8.1960 

3.6530 5.4940 

3.8716 5.9166 

2.1850 l.9SOO 

6.3000 2.2000 

6.0580 6.5080 

2 • 7 24 o 3.9860 

indolacético(ppm) 

l. 00 2. so 

8. 23 S8 s.1000 

7.8730 4.5230 

2.9340 6.6210 

3.6710 10.6650 

6.5970 6.0510 

4.3621 4. 1000 

8.1150 3.4480 

2.6800 6.4100 

2.6900 9.6700 

6.0160 1.6270 

IPF= (Peso fresco del callo - peso fresco del explan 
te)/peso fresco del explante. El dato subrayado correspo~ 
de al tratamiento encontrado como más adecuado para la -
producción de peso fresco. ppm, concentración en partes -
por millón. 
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TABLA XVIII 

RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS DE LOS TRATAMIENTOS QUE 

INVOLUCRAN EL BAT:ANCE HORMONAL AUXINA/CITOCININA 

(ACIDO INDOL ACETICO/CINETINA IAA/C) 

FUENTE DE VARIACION G.L. F.c. 
I.P. F. p. s. No.e. %F F.T.0.05 

Fotocondiciones 1 4.2582 7.6702 2 • 14 24 6.4433 3.98 

Ac ido indolacético 3 7.3930 5.3174 6.2866 6.5782 2.74 
(IAA) 

Cinetina(C) 3 5.1557 10.8164 . 5.1796 4.6082 2.74 

INTERACCIONES 

Fotocondiciones-IAA 3 2.0654 2.9215 3.3591 1.4908 2. 74 

Fotocondiciones-C 3 2.3206 5.5971 2.2139 o. 1365 2. 7 4 

IAA-C 9 9.9629 10.8914 2.0611 2.7312 2.02 

Fotocondiciones- 9 0.6748 5.3459 1.3972 o. 98 02 2.02 
-IAA-C 

Error 64 

FotocondÍciones: luz y obscuridad; F.C., F calculada; F.T.
0 05 

F teórica con 0.05% 
de significancia. I.P.F., índice de peso fresco; <LL., grados de' libertad; P.S., peso 
seco; No.e., número de células; %F, porciento de friabilidad celular. Se considera que 
existe efecto significativo por la fuente de variación cuando la F.C. es mayor que la 
F.T. 



peso fresco con respecto a las concentraciones hormonales, no si 

~ue una secuencia 15gica y que las condiciones de luz pr&ctica-

mente no caus3n ningGp efecto sobre esta variable de respuesta, 

~ue concuerda con lo 

co(tabla XVII~). 

superficie 

estad~sti-

lo qtie da una 

función de la concentración de 

!AA yC(fig 20), muestra que en ambos casos, luz y obscuridad, las 

respuestas son ~uy bajas en las esquinas y en la parte central de 

los intervalos de las concentraciones hormonales utilizadas. Esto 

quiere decir que las concentraciones más adecuadas de IAA y C se 

encuentran en los bordes y no en las esquinas o centro de la su

perficie de respuesta. 

De lo anterior se deduce que los tratamientos que rinden m~ 

yor peso fresco deben de ser los que se encuentran en los extre

mos de la matriz experimental. De la tabla de resultados de IPF, 

y de las gr&ficas mencionadas se observa que el tratamiento que 

presenta mayor rendimientq de peso fresco es el 16, en ambos ca~ 

sos, luz y obscuridad, que efectivamente, se encuentra en uno de 

los extremos de la matriz experimental. Dicho tratarni~nto corres 

ponde a las concentraciones de 2.5 ppm de IAA y 1 ppm de C. 
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2.- Peso seco 

Estos datos se dan en la tabla XIX. La gran variación que se 

observa en ellos indica que es conveniente r~alizar un an&lisis -

estadístico para saber que factor influye con mayor fuerza en es

ta variable de respuesta. El resultado de ~s~~ an~li~is .. ~~ prese~ 

ta en la tabla XVII, quien muestra que e~iste doble y triple int~ 

racción entre los factores evaluados. Ademas de que cada factor 

afecta de manera individual el peso seco. De lo anterior se deduce 

que al variar cualquiera de los factores el peso seco se verá a

fectado fuertemente y variará de manera impredecible. 

El análisis estadístico también muestra que la interacción 

entre las hormonas(IAA-C) es quuien causa el mayor efecto sobre 

el peso seco, por lo que pequo1os cambios en las concentraciones 

hormonales provocarán grandes cambios en esta variable de respue~ 

ta. 

La representación gráfica del peso seco en función de la con 

centración de C en luz y obscuridad muestra que hay cierta' depe~ 

ciencia del peso seco con respecto a cada uno de los factores eva

luados, lo que concuerda con lo encontrado estadísticamente, aun

que tal dependencia no sigue una relación lógica que pueda expli

car la varición en los datos(fig. 21). 

La representación de los datos en tres dimensiones(fig 22) -

muestra mas claramente la tendencia de los datos hacia las condi

ciones de cultivo mas adecuadas para esta variable de respuesta. 

Estas superficies de respuesta indican que para luz, los datos 

tienden a acumularse o crecer en 2.5 pprn de IAA y 1 pprn de C 

mientras en obscuridad las concentraciones más adecuadas son de-

2.5 ppm de IAA y de 1.5 ppm de C. 
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TABLA XIX 

EFECTO DE LA LUZ Y BALANCE HORMONAL AUXINA/CITOCININA 

(IAA/C) SOBRE EL PESO SECO DE CALLOS DE 

COTILEDONES DE SEIS SEMANAS 

N 

::> . 

,_::¡ 

l. so 0.0800 

Acido 

0.10 

o. 15 . .90 

0.1090 0.0990 0.1890 

Cada celda representa el peso seco promedio en gramos, 
de tres cultivos de seis semanas de incubación. Los datos 

subrayados corresponden a las condiciones de cultivo más a
decuadas para la producción de peso seco. 
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3.- Número de células 

Estos datos se dan en la tabla XX, donde se observa una gr.an 

variación. La tendencia de los datos no puede observarse por sim

ple inspecci6n de la tabla por lo que se analizan estadísticamen

te para saber cual de los factores es el que origina tal varia-

ci6n en los resultados. 

El análisis estadístico(tabla XVII) indica que la variación 

en los resultados se debe a interacciones entre las hormonas (IAA 

-C) y entre fotocondiciones-IAA, además la tabla también indica 

que los factores que ejercen mayor influencia sobre el número de 

células son las concentraciones hormonales, de forma individual. 

Para observar el tipo de interacci6n entre fotocondiciones

-IAA, se re~~esenta gráficamente el número de células en función 

de la concentración de IAA(fig 23). Esta gráfica muestra que la 

interacción IAA-fotocondiciones, afecta el número de células pero 

de una manera imprroecible y desordenada , por lo que dicha gráfi

ca no ayuda a explicar por sí sola el comportamiento de esta va~ 

riable de respuesta al mover cualquiera de los tres factores. 

Recopilando entonces la informaci3n que da el cuadro de resu~ 

tados, el análisis estadístico y la gráfica anterior, se observa 

que el tratamiento que produce mejores resultados con el nGmero -

de células es el 7, en luz y en obscuridad. Tal tratamiento corre~ 

ponde a 0.05 ppm de C y 1 ppm de IAA. 

Se debe recordar sin embargo, que esta variable de respuesta 

se ve afectada por el tamaño y forma de las células, por lo que 

no es una variable determinante para poder dar una conclusión. 
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TABLA XX 

EFECTO DE LA LUZ Y BALANCE HORMONAL AUXINA/CITOCININA 

(IAA/C) SOBRE EL NUMERO DE CELULAS DE CALLOS 

DE COTILEDON DE SEIS SEMANAS 

l. 00 

Q.2146' 

0.3370 0.2270 

l. 00 0.1890 0.5280 ~).4630 o. 264 o 

l. 50 0.4080 0.4570 0.1010 0.4610 

0.00 0.2110 0.4620 0.2430 0.7110 

o.os 0.4100 0.1000 0.8050 0.2740 
t:i 
< 
t:i 
H 

0.25 0.2050 0.2250 0.5090 0.6190 rx: 
:::> 
u 
C/) 

~ 
l. 00 o. 208 o 0.4400 0.4990 0.1690 o 

l. 50 0.3330 0.3410 0.3550 0.1160 

Los datos se dan en absorbacia, encontrada en suspensi~ 
nes de células obtenidas a partir de callos de seis semanas 
de incubaci6n. Los datos subrayados son los que indican las 
condiciones de cultivo más adecuadas para producir el mayor 
número de células. ppm, concentraci6n en partes por mill6n. 
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4.- Friabilidad celular 

En la tabla XXI se presentan. los resultados de friabilidad 

celular. En dicha tabla se observa como los callos en presencia 

de luz son mis friables al aumentar la concentraci6n de IAA al -

principio y luego la fr.iabilidad desciende , mientras co'rt' lá. e, 

en ambos casos, luz y obscuridad, hay un aumento con la concen-

traci6n hasta 1 ppm donde comienza a descender. 

Para saber cual de los factores evaluados es el responsable 

de ese comportamiento, se realiza un análisis de varianza con los 

datos(tabla XVIII), quien indica que los tres factores producen 

efecto de manera individual ademis de sus interacciones. La int~ 

racci6n entre las concentraciones hormonales es la que produce -

mayor efecto en esta variable de respuesta, de donde se ve que 

el balance hormonal IAA/C es un factor determinante para obtener 

callos con friabilidad adecuada. 

Al representar la f~iabilidad en funci6n de la concentraci5n 

de IAA(fig. 24), se encuentra que la luz y obscuridad producen e

fectos muy diferentes sobre la friabilidad celular. En presencia 

de luz(fig 24A), se observa un comportamiento desordenado de los 

datos, mientras en obscuri<lad(fig. 24B), parece ser que, a exce~ 

ci6n de lo que ocurre con 0.25 ppm de C, la friabilidad aumenta 

al aumentar la concentraci6n de IAA, pasando por intervalos donde 

parece permanecer constante. 

Recopilando la informaci6n de las gráficas, resultados y aaá 

lisis estadístico, el tratamiento que proporciona una friabilidad 

más adecuada para nuestros prop6sitos es ei 16, correspondiente a 

2,5 ppm de IAA y 1 ppm de C, tanto en luz como en obscuridad. 
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TABLA XXI 

EFECTO DE LA LUZ y BALANCE HORMONAL AUXINA/CITOCININA 

(IAA/C) SO.BRE LA FRIABILIDAD (%) DE CALLOS 

DE SEIS SEMANAS DE EDAD 

Acido indolacético(ppm) 

0.10 l.ºº 2.50 

.. 13.4350 16.7030 16.3733 

o.os 10.9666 2 7. 3200 23.4572 18.5550 

N 

:::> . o. 25 25.2670 21.4343 20.3366 15.9466 
,....:¡ 

l. 00 19.5633 31. 8500 21.9066 34.2140 

l. 50 10.3500 28.3333 21.4800 16.5000 

0.00 1.3239 13.4350 16.7030 16.3733 

o.os 12.5400 19.6070 15.9593 18.9800 

0.25 12.9Í80 18.8300 17.5750 11.3856 

l. 00 12.8353 14.4866 26.3050 38.4666 

l. 50 9.4700 20.1300 19.8100 25.5000 

Los datos subrayados representan los tratamientos con 
las condiciones de cultivo más adecuadas para obtener ca-
llos friables. ppm, concentración en partes por millón. 
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S.- Contenido de cardiotónicos 

En la tabla XXII se muestran los resultados de contenido de 

cardiotónicos en mg de tevetódifod por gramo de callo fresco. 

En dicha tabla se obserV'a que 1os _resultados muestran cierta 

tendencia hacia los tratamientos que~on~ienen concentraciones 

hormonales mas altas. 

Con el análisis estadístico de los datos(tabla XXIII), se ve 

que el factor responsable de la variabilidad en ellos es la inte 

racción IAA-C y la concentración de C. 

En este caso no se puede calcular la triple interacción de

bido a que sóio se cuenta con un dato por celda. No obstante, la 

representación gráfica del contenido de tevetósidos en función -

de la concentración de C(fig. 25) indica que no hay triple inte

racción, ya que al parecer se obtienen los mismos resultados en 

luz y obscuridad. De es~a gráfica se puede observar qu~ , en ge

neral, el contenido de tevetósidos se mantiene constante al aumen 

tar la concentración de C para todas las concentraciones de IAA, 

excepto en el caso de obscuridad donde con 2.5 ppm de IAA y O.OS 

de C el primer punto se dispara muy arriba. Después de 1 ppm de 

C, el contenido de tevetósidos aumenta notablemente cuando la 

concentración de IAA es de 0.01 ppm o de 1 ppm, siendo mayor 

con la Última. 

Regresando a la tabla de resultados, la gráfica y con el ana 

lisis estadístico se encuentra que el tratamiento más adecuado p~ 

ra producir cardiotónicos es el 19, el cual corresponde a 1 ppm -

de !AA y 1.5 ppm de e, en ambos casos; luz y obscuridad. 
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TABLA XXII 

EFECTO DE LA LUZ y BALANCE HORMONAL AUXINA/CITOCININA 

(IAA/C) SOBRE EL CONTENIDO DE CARDIOTONICOS 

(mg/g) EN CALLOS DE OCHO SEMANAS 

Cinetina Acido indolacético(ppm) 
(ppm) 0.01 o. 1 o 1.00 2.50 

O.DO 14.4578 2.0193 2.1828 3.3409 

o.os· 2.8203 4.7831 3.6150 4.6819 

N· 

=>. 1.44.91 5.5573 2.1326 2.9360 
;..:¡··· 

1.2917 1.2616 2.2254 l. 4 93 9 

l. 50 43.9992 1.5636 61.6419 5.0363 

O.DO 1.4826 23.7541 1.3299 0.6402 

0.05 8.4484 o 4.1018 l. 8254 74.3958 
..: 
o 
t-f 
e::: 
::::> 

0.25 5.1376 6.3837 2.7678 1.6278 
u 
Cf.) 
¡:¡:¡ 

o l. 00 1.3170 3.7549 2.7207 1.9923 

l. 50 14.8617 0.5978 86.0022 9.2005 

La determinación del contenido de cardiotónicos se rea 
lizo juntando la masa celular fresca de tres cultivos de ye 
mas de ocho semanas de edad. Los datos están dados en mg de 
cardiotónicos(tevetosidos) por gramo de callo fresco. Los -
datos subrayados correspond~n a los tratamientos que produ
cen mayor cantidad de cardiotónicos. ppm, partes por mill6n. 
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1 
TABLA XXIII 

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA DE LOS DATbS DE CONTENIDO 

DE CARDIOTONICOS EN CALLOS DE YEMAS DE 

SEMILLAS DE T.chevetioides 

,·u ENTE DE VARIACION G.L. M.C. F.C. F.T. 0 

Fotocondiciones 1 193.2427 0.9020 5.12 

Accido indolacético 3 390.4979 1.8227 3.86 
(IAA) 
Cinetina(C) 3 1131.5610 5.2819 3.86 

Fotocondiciones-IAA 3 197.8337 0.9234 3.86 

Fotocondiciones-C 3 158.0173 0.7375 3.86 

IAA-C 9 805.3432 3.7591 3.18 

Error .. 9 214.2332 

G.L., grados de libertad; M.C., media de cuadrados; F.C., F 
calculada; F.T. 0 OS F teórica con un nivel de significancia de -
J.05%. Fotocondiciones, luz y obscuridad. Se considera que hay e 
fecto significativo por la fuente de variación cuando la F.C. es 
mayor que la F.T. 

() <; 
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Fig. 25. Contenido de tevetósidos en mg por g de callos frescos obtenidos a partir 
de yemas de semillas de T.thevetioides en función de la concentración de IAA a diferen
tes concentraciones de cinetina C en luy y obscuridad. ppm partes por mill6n. 



6.- Difer.enciación 

Estas observaciones se pr.esentan en la tabla XXIV, la que -

indica que pr5cticame~te no hay diferenciaci6n cuando el explan-

ce se ha obtenido con el aparato muestreador dise5ad~. 
,--.. 

En condiciones de luz se encuentra que s6lo el trata~~ento 

14(tabla í.V) present6 una diferenciaci6n del 3.57%, mi~n;'rksqUe 
en obscuridad la presentaron los tratamientos 8, 12, 15 i 2o;y 

en cantidades mayores que en luz. 

Comparando_ la diferenciaci6n presenta¿a por los explantes de 

tipo circular con la obtenida por yemas(tabla XXV), se observa -

que los callos producidos por las yemas presentan una mayor dif~ 

renciaci6n. 

0e esta manera, los explantes obtenidos con el aparato mue~ 

creador son mejores para la producci6n de callos que los obteni-

dos con yemas. 
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TABLA XXIV 

EFECTO DE LA LUZ Y BALANCE HORMONAL AUXINA/CITOCININA 

(IAA/C) SOBRE EL PORCIENTO DE DIFERENCIACION 

o 
< o 
H 
IZ 
:::i 
u 
t/"l 
¡:e¡ 
o 

Cirietina 
(ppm) .. 

l. 50 

o.oo 

0.05 

0.25 

l. 00 

l. 50 

UE CALLOS DE COTILEDON 

Acido indolacético(ppm) 

0.01 0.10 1. 00 

o o 

o o 

o o 

3. 570 o 

o o o 

o o o 

o o o 

o o 7. 14 o 

o o 7. 14 

o o o 

2. 50. 

o 

o 

o 

o 

o 

3.570 

3.570 

o 

o 

7. 14 o 

Las observaciones se realizan cada dos semanas cuando 
se va a muestrear. Todos los cultivos expuestos a la luz -
?resentan pigmentacion verde que canbia a café rojiza con 
el tiempo. Los cultivos de obscuridad tambien toman pigmen 
tacion café rojiza con el tiempo. La diferenciacíon se ma= 
nifiesta como raíces, hojas y/o brotes. 
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TABLA XXV 

EFECTO DE LA LUZ Y BALANCE ~ORMONAL AUXINA/CITOCININA 

(IAA/C) SOBkE EL PORCIENTO DE DIFERENCIACION 

DE YEMAS 

' ·- ;' ; ' ': . :· ,: .'.:~ ·._ 
"" 

,_ 
,'•' 

~ .. :_--._,, 

º"ºº 57 o 42 

0.05 42 14 o 
N 

;:::. 0.25 14 o 57 14 
~ 

l. 00 28 14 28 o 

l. 50 o 28 o o 

º·ºº 57 o 57 14 

0.05 42 o 85 14 
o 
<: 
o 
H 0.25 2_8 o- 42 o i:>::: 
;;:) 

u 
ti) 

¡a 
l. 00 o 28 28 o o 

l. 50 o 42 o 14 

Las observaciones se realizan a las seis semanas de in 
cubación y la diferenciación se puede manifestar con la pre 
~encía de raíces, brotes y/o hojas. Todos los cultivos ex-= 
pues~os a la luz presentan pigmentación verde, que cambia a 
café rojiza con el tiempo. Los callos de obscuridad tambien 
toman coloración café rojiza con el tiempo. ppm, concentra
ción en partes por millón. 
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7.6 Resúmen de resultados 

En la tabla XXVI se encuentran resumidas las condiciones de 

cultivo que los resultados con cada variable de respuesta indican 

que son las más adecuadas para la inducción y mantenimiento de ca 

llosa partir de semillas de T.theyetioides.Para determinar cua~ 

les de ellas serán finalmente seleccionadas como les mejores de 

las probadas, es necesario confrontar los resultados encontrados 

con cada una de las variables de respuesta. 

Con este fín, se observa que el peso fresco no se ve afect~ 

do por las condiciones de luz, mientras el peso seco es fuertemen 

te afectado por este factor en la medida en que la concentración 

de cinetina necesaria para la mayor producción de peso seco es di 

ferente en luz y obscuridad. 

Observando la curva de crecimiento de los cultivos y usando 

el peso seco como variable de respuesta(fig. 26), se ve que en -

luz, la línea de 1 ppm de C presenta una fase lag muy corta, al

canzando su máximo crecimiento a las cuatro semanas además de ser 

mayor que el presentado por las otras curvas. Por otra parte, en 

obscuridad la curva que representa 1.5 ppm de C tiene una 

fase lag muy prolongada(2 semanas) y que su máximo de crecimiento 

es hasta las seis semanas siendo este más bajo que el presentado 

por la curva de 1 ppm de C, el cual se consigue a las cuatro se-

manas. 

De lo anterior se deduce que la mayor producción de masa c~ 

lular seca se produce con 1 ppm de C y 2.5 ppm de IAA, alcanzando 

el máximo de crecimiento a las cuatro semanas, tanto en luz como 

en obscuridad. 

Considerando ahora el peso fresco, las curvas de crecimiento 

trazadas con esta variable de respuesta , al compararlas con las 

109 



TABLA XXVI 
CONDICIONES MAS ADECUADAS PARA LA INDUCCION Y 

MANTENIMIENTO DE CALLOS A PARTIR DE 

EXPLANTES DE SEMILLAS DE 

T. thevetioides 

VARIABLE DE 
RESPUESTA EXPLANTE CONCENTRACION RELACION FOTOCONDI 

HORMONAL IAA/C CIONES 

IAA c 

I. p. F. CIRCULAR 2.5 1 2.5 Ly o 

p. s. CIRCULAR 2.5 1 2.5 L 

2.5 1.5 l. 6 o 

No. C. CIRCULAR 2.5 o - L 

1 o.os 20 L y o 

FRIABILIDAD CIRCULAR 2.5 1 2. 5 L y o 

l~.· TEV. YEMA 1 l. 5 0.6 L y o 
-

IAA, ácido indolacetico en mg/l; C, cinetina en mg/l; IAA/C 
relación hormonal auxina/citocinina; I.P.F., índice de peso fres 
co; P.S., peso seco; No.e., número de células; C. TEV., conteni= 
Jo de tevet6sidos. 
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P.S (mg) 

200 

100 

o 

L U Z OBSCURIDAD 1 r\A e 
~.s ') • 
2. 5 0.'15 8 

2.5 o. 2 5 ... 
2.5 1 o 

P.S. (m~) 2.5 1 • 5 • 

200 

100 

2 4 6 8 
t(sem) o 2 4 6 8 t (sem) 

fig. 26. Peso seco(P.S.) en mg, de cultivos de callos de T.thevetioicles,en fun 
ción del tiempo de incubación y a diferentes concentraciones de ácido indolacétic~ 
y cinetina(IAA y.C respectivamente). 



obtenidas con el peso seco, muestran que a las cuatro semanas se 

alcanza la m5xima producci6n de biomasa húmeda(fig, 27), y que -

despu5s de este tiempo ocurre una hidrataci6n o transporte ripi

do de nutrientes hacia el interior de las células, de manera que 

se obtiene una curva expenencial. Esto iridica que la curva de p~ 

so seco expone realmente que la divisi6n celular comienza en la 

primera y segunda semana de incubación, alcanzando el máximo de

sarrollo a las cuatro semanas, después de las cuales se presenta 

un rápido descenso en la biomasa, debido probablemente a hidr6-

lisis celular. 

Lo mencionado anteriormente se explica mediante las observ~ 

cienes del tamaño y forma celulares que se realizaron a las cua~ 

tro y ocho ~emanas. segGn las cuales indican que a las cuatro s~ 

manas los cultivos contienen una gran cantidad de células muy p~ 

queñas, del tipo meristemático, mientras a las ocho, las células 

predominantes son de mayor tamaño y formas definidas. 

Otro apoyo para afirmar que la divisi6n celular se efectúa 

entre la primera y cuarta semana de incubación lo aportan las 

curvas de crecimiento trazadas con el número de células(fig 28), 

quienes muestran que al igual que sucede para el peso seco, que 

el máximo de crecimiento se obtiene a las cuatro semanas de cul~ 

tivo, presencandose posteriormente un rápido descenso de la curva 

tanto en luz como en obscuridad. 

De todo lo anterior se deduce que la producci6n celular es 

mayor cuando la concentración de IAA es mayor que la de C, es de 

cir, cuando la relaci6n hormonal IAA/C es mayor de uno. Esto con 

cuerda perfectamente con las variables de respuesta de peso seco 

y p0so fresco aunque menos exactamente con el nGmero de células, 

p~ru como se mencionó anteriormente, la Última variable no resul 
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L U Z 

e I. P. F. 

o p. s. 

OBSCURIDAD 

I. P. F. 

p. s. 

I.P.F. 
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(mg) 
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10 
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fig. 27. Curvas de crecimiento de callos de T.thevetioidescrecidos en luz y obs 
curidad y con 2.5 ppm de IAA y 1 ppm de C. P •• s., peso seco en mg; I.P.F., índice~ 
de peso fresco. 

200 

8
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a diferentes concentraciones de IAA y C. ppm, partes por millón. 
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L~ ser un p3r5metro de medición conveniente para el desarrollo de 

los cultivos. 

Se debe aceptar ent~n6es que para saber cuando ~os cultivos 

se pueden resembrar, yá sEú:Í en medio sól,ido;o;enymedio líquido, 

se deben de considera~j·i:~<iJ,~·~?>fresc9 f?el;~'~,~~' ~~lcf:~·j;;~2¿s y nó 
-: ,, ,:'.) • ': ,,"~ ·, '.:-¡_';? ,- ·~·=~-,-_ 

solamente uno de ell:os,··/:•;~·;· 

En este caso las re'siembras se deben realizar a las 5-6 sem~ 

nas de incubación, ya que en este tiempo se asegura que el inócu-

lo contendrá suficiente cantidad de células meristemáticas para 

el éxito del nuevo cultivo, ya sea en medio líquido o semisólido. 

Si el cultivo: se desea pasar a medio líquido, que es el caso 

de este trabajo, se debe tomar en consideración la cantidad de ma 

sa celular ~ue se pueda liberar del callo por agitación moderada. 

Este criterio lo dá el porciento de friabilidad celular. En este 

trabajo se determinó que con 2.5 ppm de IAA y 1 ppm de C se ob--

tienen callos con mayor friabilidad, tanto en luz como en obscu-

ridad. 

Con respecto al. contenido de teveiósidos se encontró que --

las concentraciones hormonales más adecuadas son de l ppm de IAA 

y 1.5 ppm de C tanto en luz como en obscuridad. En este caso, a 

diferencia de lo que pasó con las ptras variables de respuesta, 

la relación hormonal es menor que uno, siendo de esta manera ma-

yor la concentración de C que la de IAA. Esto se debe probable-

mente a las necesidades hormonales que presentan las células pa-

ra la producción de los cardiotónicos. 
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8. CONCLUSIONES 

1) Se encontró ~ue no hay efecto significativo respecto a las 

condiciones de luz y balance hormonal IAA/C sobre la. inducción y -

2) La luz 

de crecimiento del calloso mientras 

IAA/C si lo produce. Se encontró que las condicion~s de cultivo -

más adecuadas se consiguen con 2.5 ppm de IAA y 1 ppm de C tanto 

en luz co~o en obscuridad. 

3) De los estudios de friabilidad celular se determinó que 

las mismas ~pndiciones de cultivo mencionadas anteriormente son ~ 

adecuadas para llevar el cultivo a suspensión. 

4) El peso seco y el peso fresco son las variables de respue~ 

ta más adecuadas para la interpretación del crecimiento del culti

vo de callos y ambas son complementarias una de la otra ya que, la 

primera indica el periodo de división celular y la segunda el trans 

porte de nutrientes al interior de la célula. 

5) Respecto a la producción_de cardiotónicos se encontró que 

tanto en los callos obtenidos a partir de yenas como en los de co

tiledón hay presencia de cardiotónicos. 

El contenido de cardiotónicos presente en callos obtenidos a 

partir de yemas y de ocho semanas de edad, es afectado por el ba

lance hormonal IAA/C. Las concentraciones más adecuadas de estas 

substancias son: 1 ppm de IAA y 1,5 ppm de C tanto en luz como en 

obscuridad. 
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lle esta forma se han encontrado las condiciones de cultivo 

2decuadas para la inducci6n y manienimiento de callos de T.theve 

_c_i<_>i_'1_:-_8 _,por medio de cultivo de c.elulas vegetales, útile.s para 

la producci5n de cardiot6nicos.y factibles de crecer en medios 
. . ·- -

de cultivo líquidos .con·lo cumplen. los objeÚvos :L~ici~ 

les del trabajo y se ec epta I~ hipcó¿sü pro p~esta inic·ialmente. 
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9. PROPUESTAS Y/O RECOMENDACIONES 

1) Evaluar el efecto de la auxina 2,4-D(icido 2,4-diclorofe

noxiac~tico) sobre la ind~cci6n y mantenimiento de los .callos de 

T. theveth!~· 

2) Cón las mej·o·:res concentraciones hormonales encontradas, 

llevar los callos a culti~os en suspensión y evaluar el crecimie~ 

to celular y producci5n de cardiot5nicos. Esto permitir& estable~ 

cer un bioreactor vegetal para realizar estudios de biotransforma 

ción y/o acumulación de cardiotónicos. 

3) De las concentraciones hormonales que ofrecieron mejor 

respuesta, seleccionar un intervalo mis estrecho y evaluar nueva

mente el efecto de la relación hormonal para encontrar condicio-

nes de cultivo mas cercanas a las óptimas. 

4) Evaluar el contenido de cardiotónicos con respecto al 

tiempo en callos obtenidos a partir de yemas y de explantes cilín 

dricos. 
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