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RESU'1EN 

El presente tr-at.•3.JO d~<!.cr1t!e los ..-equer1.'l"1entc-=: nut1""1c:1ona
les, a.~b1eot,.;.l.es, .;.s1 como ;1e concen:~,;i,.::1e:n de r>?.:;¡1.•ladores •!·· 

c,.ec1•n1ef'lt.iJ, par¡. cbten~r teJ1do callo-so de t't:-~:.:: s tan=:~ Ehr'i. 

Para iriduc1r el te;1do calloso de D- La.neta Ehrh.. co111p!•: · 
mentaron los IS'E-d1os .::ie .:....ilt1vo N1ts.:~1-N;t.sc:ti \1~!:9l, con l, .::! pp.n 
-:te :',4-0 v :;.(l 91: de e<o1":r¿,,cto de levo~uro. 'T' Sche ..... k-H1 lc!ebrc:. .... t 
~197.:l cor; l"G.1 ppm de =,.;-01c1netir . .;;. ,. l.5 q:l .:e e"'trac::.o d•:? 
levé\d...,ra. De tos d1.tp..-entes e:.:pl.sn!.f:-'5 em;..:<?ados. los c:o~1ledor:.es 

de 10 diclS ~s!:ra ... or. l"' .~eJor re=~...1~sta. -O~ -: ;'.lle,....tes. .f.ue,...ori irio
c:ula~.=os en :os me.·.:!1~s de cult1 .... o .antes cescrl:a:. y ~otnet1dcs 3 in
cubac:1C'l"l e~ condic:cnes d€ o;.cur1oad tot~l. 

Pc;ra detE::,..Q¡,;ar el cro?cu:·.1er.tc Ce-l te;t·"l:l c:<>:·.~-=o ootenido en 
e,.,;,.t::is .,.ec1.::.s. .:!e .::ultt,•ü -se l""'ple,'l\E'r,tar:::Hi c1r . .,;.t¡c~"",; de crec.1.T11ento, 
doni.:::a- result~ Q!..e el te_:.1dc· ~ue r.\.ayor pese actQ .. .nr!.o. P'"o...,en!.a ch l 
s.e-010 de cult1 .... c SH .. 

Se e~ectúo as1 .... 1s.no, la deter-~1:iac:1cn ae los ·~li...c.:::s1dos c:cr. 
te-n1dos en el t.eJ10:o calloso, se en.=ontr~ o...ie el ~12"d10 NN con 
~ pp~ ae :-,..:-D y 3 q.'l de el(tracto ae le•a.::h.lri', =ori~e:"'1!a la •ayL .. 
car.centrac1~ de é"Stos. Íd~1~, el tejico ;:ir::-i•en1e~te de este 
.til.SJW<O 1e.~10, pr-~ent~ el :a.ayer cor-.te-n1do de d1c;=-··:na .. 



INTRODUCCtoN 

Muchas plantas superiores acumulan en su interior sustanci.-=i.·.;. 
organicas que pueden ser e~tra1das en cantidades lo suficientemen
te ~coná'n1cas para utilizarse como materia prima o materipl crudo 
para diversas aplicaciones cientiflcas, tecnol69icas, comerciale9, 
etc., ejemplo de esto es la elabor~ci6n de aceites 1ndustrialee, 
tan1nos, saponina.s, goma natural, fArmac:os, tintes naturales y 1nu ~ 
chos otros MAs. 

Tales sustancias orgánicas son denominadas metabol1tos secun
darios. Estos compuestos son irecuentemente acumulados y sintet1-
zados en células especializadas en pequef'l'lsimas cantidades, su la 
calizacíón y cantidad hacen que los procesos de extracción y pur\ 
~icacia1 sean dificiles y caros, todo esto r~percute e~ un alto 
costo espec1~ico que algunos de estos metabol1tos alcan~an en 91 
mercado CBalandrin y Kockle, 19851ª 

Debido a que los habitats naturales de las plantas ~1lve~tr-t":. 

comil'!n~an a desaparecer y la inestabil1d.;\d tanto geopol!tica cO/'T.1.J 
ambiental se incrementa, el abastecimiento de mate~1a prima a 1«5 
industrias se hace cada vez mas dificil, por lo que es necesario 
itiplemf!ntar una .fuente segura y confiable para estos prodL1~tos, 
que a su vez no este sujeta a algún tipo de presión externa. 

La utili:aci6n del cultivo de células vegetales ha producH:I·) 
resultados alentadores con respecto a la producción de metabolitcs 
secundarios, como es el caso de los cultivos de C:élulas en suspe.-,
si6n, productores de alcaloides de varias especies de Da.tura QL•~ 
han elevado el nivel de estos <aposcopolamina), mientras que ln 
vivo este alcaloide se encuentra en tra~as tCorduan, 1975, tomado 
de Mantel} y Sm1th, 1983>.. Ade~s ciertos cultivos producen nueVC$ 
alcaloides que la planta tn vtvo no presenta, por eJemplo la pro· 
ducci6n de edulinina y aromor1na en Ruto sraveolens y Stephania 
cepharantha respectiva~ente CBohm,1980, tomado de Mantell y Smith, 
!G>83l. 

Ac:tL1almE!'nte, la literatura tiende a apoyar el punt.o de vista 
que céll.~l as vegetal es cultivadas, derivadas de plantas que produ
cen niveles detectables de metabolitos secundarios, contienen la 
in4ormacíon gen~tica necesaria para la bicslntesis de estos mísm~~ 
metabolitos. Sin embargo, se ha de~ostrado que algunos cultivos de 
células vegetales son capaces de producir metabolitos secundarios, 
mientras que otr-os • efectúan reacciones de bi ot.ransfor1nación sobt .~ 
co~puestos orgánicos a~adidos a los medios de cultivo. Esto hace 
posible el evür el vaicr c:omer-ci al de una sustancia. Adem.:..s algunv::o 
cultivos pueden sintetizar sustancias de estructura desconoc:1da y 
con nuevas propiedades qu1m1cas y farmacológ1cas <Tabata,1q711. 

Er.t.r'e los rnetabol 1 tos o::.ec:undartos de Q.ran interés terapéutic.o 
se encuentran los glucósidos card1ucos o cardenólidos, tales c:on-•.J 



1• dlQ1to~1na, dt9ox1na y lanat~sido c. Estos compuestos se obtie
nen b.1~1c•aente del Qénero D1.6t.tal1.s y su estructura es d1f1cil •!1~ 

•laborar por v1a sintética. Estos ~ármacos sen l""POl'"tados en 
tot•lidad por nuestro pals, donde las afecciones al corazcn se c~
t.ialoqan entre las pr1nc1pales causas de 1JtOrtal1dad (I.N.C. 1974>. 
Oe •hl que el obJetivo general del presente traba.Jo este dirigido 
a encontrar las cond1c10t'les de 1nd•Jc.::10t'l y manten11n1ento de cult1 -
vos de te11do desd14erenc1ado rcallcl ~e DL6ttatts l~n.::rta sucept1 
ble~ de llevar a cabo la biotransiormacion de di91to~1na a d1go
x1na. 



1.0 ANTECEDENTES 

1.1. Descripc16n botanica de Dt8ltatls ta~ata Ehrh. 

Famil1a SCROPHULARIACEAE. 

Hierbas o arbustos, rara vez árboles, con las hojas opuest~~ 
o vert1c1ladas, sin estipulas. 

Flores cigomorfas, hermafroditas, cimosas, axilares, solita
rias o en racimos terminales o axilares. ~11z 4-5 partido, o 4-·5 
lobulado. bilab1ada, o con los lóbulos desiguales, de pre~lora~i6n 
icibr1cada. Esta,"l\bres ::?-4, dtdinamos, rara vez 5, insertos en el 
tubo de la corola, en alternancia con los lóbulos; el estambre su· 
per1or suprimido o transformado en estam1nodio; anteras bilocula
res de dehiscencia longitudinal. Ovario súpero, bicarpelar, bil1;· 
cular, sobre un disco; ovules numerosos, sobre placentas o~ilares: 
estilo entero o bifido. Fruto capsular, raramente es una baya, con 
numerosas semillas. tSAncl",ez, 1980). 

Genero Dtet :ar is 

Hierba b1anual o perenne, raramente arbustiva, hojas simples, 
alternadas algunas veces, mayor&ente basales, flores en la part8 
terminal, bracteadas, frecuentemente racen-.adas, el cálJ-z: 
igualmente 5-lobi!do, ma~ corto que el tubo de la corola. La corola 
con tubo cilindrico inflado o globoso, frecuente~ente constrenido 
en la base, el limbo mAs o menos 2-labiado¡ labios patente-erectos 
el superior 111.ás corto que el inferior, estambres 4 1 cápsula ovo1Ce 
a cá"l1ca, semillas nulfterosas. 

Dt6ttatis lan.a!c Ehrh. <D. orienta.lis auct. bale; nom lam} ver fi
gura l. 

Planta perenr.e o b1anual, 30-100 crn; tallo usualmente sol1ta
rio, frecuentemente rOJt:o-púr'pura, glabro o subglabro. HoJas 
oblongas-lanceoladas a lanceoladas glabras o algunas veces c1l1a
das. Racimos usualmente muy densos; eje glandular-vi loso o velat1 · 
noso. Brácteas lanceoladas. Cali:-lóbulo lanceclado, agudo, gla.n_ 
dular-vi loso. agudo, glandular viloso, sin rn.:..rgenes remarcados. 
corola ~0-30 mm, blanca o blanca-amarillenta con venas caf&s 
violetas; lóbulo medio del labio inferior 9-13 mm, oblongo ú ova
do, blanquec1no. 2n .=. 56 1 arbusth,.a <Heywood,}Tut1n, 1972>. 

1.=. Componentes de DLsi:~LLs lan.=t~ Ehrh. 

Di$t:.o.lLs es un g&nero de plantas arbustivas nativo de Europa 
y ~s1a, algun~s especies de e~te genero son cultivadas en much~s 

partes del mundo. D. lt:l"'latc y[). p:J...-ptJ.Tea, son las especies de 11t1ayr.r 



Fig. 1. EJemplar de .i...·t~itc.ts ¿.:::."1.at.::i: Ehrh. 



valor ter.speut1co. Las hoJas de t' ta-.~:.a son ut1l1::adas como fu'C?f".
te de d1Qo-..::1na, •Jn act1"0 9luc6s1do card1ac:o, no ,..eportado en 
otras e5.pec¡e'l:i d~l g~nero. Las hoJas er"'I fr¿sco de t:. t.:tnatQ. con· 
tienen los glucos1dos natu~al~s, lnnatósldo A, la~atC$1do B, lana
t6s1do e <~er tabla 11 lanat~SldO ~. y lan~tos1do E, siendo el r'!lái 
potente el lanotós1do e n-atoch. e! at. 1c;eol. 

Tabla 1.- Algunos glucóS1dos cardioactivos de las hojas de 
Di.,!'t.tc::.tis t:::::r..ata Ehrh. <lreao;;e.,. W1ll1am,s, :qSAt. 

GLUCCSIDO 

Lc.natOS!.d:; .'I 

Acet 1. t-.::úl!L to;:. 1. ;...:;: 

Dt.gt !OX1.n..:l 
~l1..1coe"..Jat ro-..:::>'l.C.St.d.o 
;,:,$i. tox:.e~r.-o-.~d u::: os l: -
6-:iesoxt~lvcosi.do 
Gb.z~odt!":':. !-..:cóstda 

l..a;,ar6st.do 8 

Gl\.:co.r:. toróst.dc 
Dt !'L t;Lt.1"1. ver;.ar, 

Lanat6s:.d.::. C 

iJeSOCe!Ll-l~l"l.Ot05LdO C 
Di.eo . ...:.in.:i 
Dt.~OXt6e~1.n-~!vcos1t

bt.s-dt.fit.!cx6stdo 

La~aL6Slcic E 

Gtucotanod..oxln.::t 
::itucc:.·~:-cdoxt"'l.O 

GENitiA 

Gt toxt..ee~:..na 

AZUCARES 

~ h .. :.::.so:-ccet:.. t.:!<.~:..: ~,._·~s.::
:'"dt ~t '!.CnOF>~.2 
Acett!dt~Ltox:sa-CdteLto

x:>s.=.>.2 
Cd•!!t toxoso:;,3 
Gl~cos~-dt$:..tGxosa 

Ctu~csa-!luccrr~:tl~s~ 

Glt.1COS.'.l-f\ICOSO. 

Gtu.=csa-::.ce!. t :d:..5t t::;;x:;s=:
CdL$1. tc-...::.::sa..-'12 
Gt"l..ICC'S..;:.-.=:..!S"L t.;. ..... ·.;::;.:::. 

G!"l..lc~s.'.l-d!.~ttalcs::. 

Gt~cosa-ace:itd:.~ot~1$S.'.l

("d1~l r~-.:osa.>2 

Ace::..td:..Eo:.oxosa-(d:5i:::;;-
:io:osa.J2 
Gtvcc:;.=:.-:::i:..~t.. :~x~s~3 

Cd.t5i. !oxosc. . .>3 

.:::-:.. ~:.. ......:it t. &e"\:. n.:: G t "'..l.=osa-.::.ce: t.: d !.$ ! ~ o:..·.::so:
C d~~t toxosa.J2 

G:..t~to~t.6~~t.na Gt~cosa-acet:.td:~:.t~xosa-

Cdi ~t. toxosa>2 
úttalo~t5e~ti~ Gl~cosa-di~ttoxosa 

V~taloxt~entn~ G:Jcos~-di6Ltalosa. 

1. :;.. Qui m1 e"' de 105 gl uc ~si des card1 ac:os. 

Las agl 1 con as de los gl L•cc..s1 Clos c:.:.rd1 acos, aunque e:=tAn qui 
m1c:a r bio~~~~tlcdmente ~elac1onad~s co~ las hcrmon?s ester~téa

le~. pue~en ~~~t1ngu1r~e de acL1erdo a su5 car~cter~st1cas part1c.¡-



lares que san de hecho necesarias para su a:.::t1v1dod ~tologica: 

1) Una conftquraciÓ"'l cis-trans-cis del sistema ctclooentanoperh1-
drofenantreno .. 

Zl Un grupo hidroxilo en la posición 14 /1. 
31 Un anillo lactona 1nsaturado 1a =inco i:"11o:;.'flbros en la P0'=1Ci6r. 

17 ,J. 
4) Una cadena de carboh1dratos enla~ad• en ~1 gruoo h1dro~1lo 

la pa43i1c.1ts'l 3[1, Q~eratinente d1g1toxosas. 

La estructura base Cf1g. ~l, es u~ núcleo c1clo~entanoper· 

C1go>·1ni? 
01 q1to,c1 na 
Digo:i.:1na 
L.::inat.:.s100 A 
Lanateis.1 do B 
LanatOS.1do C 

H 
H 

OH 
H 
H 

º'"' 

.. 
OH 

H 
H 
H 

OH 
H 

llZ •• .. 
H H 
H H 
H .. 

Gluc. acetilo 
Gluc acetilo 
Gluc acetilo 

Estructura qu!m1ca qer.eral de los gluc6s1dos car·· 
d1acos dig1tal1c~s t?urger, 1964\. 

h1drofenantreno, al :.::ual se encuentra l:c;ado -.sn .::in111o la.:.tor-,.:i, la 
insaturacttn del anillo lactona es indispensa~le, por lo que una 
reducción en los dobles enl.:ices d1sm1nuye su to):1c1dad, .:.derrJ!.s · 
de~apar1ci~ de los dobles enl~ce~ de este ~n1llo le conf1ere 



inac:ti•1idad terapéutica al compuesto. Aun~dr, a los efectos de la 
sust1hu::1on de los grupos hidra}:1lo po,.. h1drógeno, la configur.1 · 
ci6n estereoqu{mica influye marc~dament~ en l~ act1v1dad f1s1olo · 
gica de estos compuestos. 

A pesar del gran m:unero de gluc6$ldos c:~rC1acos QL'e ~e puedF.11 
encontrc:;r en la planta de D1..et~~l1s tar,al<l• sel.:> tres de estos 
emplean a~pl1amente con tinas teraoéut:co~ y p~seen distinta pe. 
tenc1a en la accién card1ovascular; tomando en cuenta que la 
d1goxina es la más ootente se le as.1griar1a ur. valor de 1i::1, comp~ 

rat1vclmente el lanat6SldO C te-í"ldr!..C 8,? y l~ cJ1gi+:0~:1n21 SérlO 5.t 
<L ~e::, i 9861. Como con~ec:uenc 1 ~ de SL• baja ;1ot~_-r.r: 1 a y de una al ta 
demand~ de ca!"d1ot6n1cos cada dla mas ~c.·te>r.tes v F:>f,c.ace-:::, l.:> dt 
g1to;.{tnd "'-" quad.ando como un ~wbproducto, el <::udl p...ii:.>cte se.- apr1• -
·1echado por su -:onverSlC.n ¿, d19C'l1o11n~. 

~:'lf"'IC:,;l.O>J? rt:"Quiac1~r, de J.-; '"La1c16n csrd1~•r? &?~ afe,.ctad.:1 pe·r 
i;1..1.m1;ros=us fact:c..res, por- l-:;. q._,""° ~•n ·~~."'n '••:.:.•12• ~· -:je fArrr.:;cc~ o·.•P. 
actQan por ~i mismos dtrectami;?nte ~obre- el c::rr.;;.;:-6n. 1nfluien 
sus funciones indir-E>::tamente. El uso terAp~ut1co queda reduc:\dO ~ 
un pequef'io grupo de fármacos Qwe actU.:in di r-ec':-Jmente sr.:>bre- el et~ 

rao::ón, er.tre estos 1:.e incluyen a los gluc"':l<s1dcs r:.;i.rd1ac:os. 

Los gluc.6s1 dos carU1 .3.t.os c:nc:ontra.dos ~,-, i ~·~ .o-;:;pec:1 es rj¿l ge 
nero Dttpt.tal•.s tienen un efecto scbre el m1oc.;iird10 de u:'l cor~z6n 

enfermo, pr·odwcen una acc16r• tr1otr-6p1ca P'='s1t1 ·.ia~ incrementando i ~ 
fuer:za sist;:,11ca, lo que dd ll1g.ar- a un l ler-..•or:> c.o:npleto de los 
ventrtculos. Como resultado dP. doE?pr1nnr lr. cor.ducc:ión atr10--.re1t · 
tr1cular, dando lug~r a un~ a~~liaci6n de1 1nter.idlo P-R en el 
electrocard1ogra.,.,a. Los efE>ctos ..,agale'= t.1.:tt1 lt.,.~.;i.r e un.:. d1sm1nu · 
c16n de l.; .. ·eloc1dad d<? ccnd•~1cc16n en el nódulo s1;0..,.entr1cular ¡ 
po~ter1or depres1cn &n el f~sc~culo de Hi~. La sobredosis de dig1 
tal i cos 1 ncremi:;onta la exci tab~ 11 d~d d~l mCJscLd o card1 aco, dando 
luqa~ a l~t1dos ectóptccs~ 

Li'I af le l enc1 a f a.rmacol Og1 ca dE? 1 os gl '-tCCs1 dos 
depende tanto de 1 as qen1 nas co.-ro de los az·.:.cares o::;. 

la act1v1r:tad tr1herente reside en las gen1nas, pero 
hacen a los compuestos m~$ solubles e incrementan el 
Jacitri de los gluc:ós1dos al musculo card1aco tTrease 
l984l. 

cardtoac:tivc.,; 
el¡as un1das; 

los azucare.,; 
poder de fj

Y W1lliams, 

1. 5. Métodos crocr.alogr-á f i cos para el aná 11 s1 s d~ glucesidos car
d1 ac.05;. 

En ¿;,f'íos rec1entes la crorr.'3tograf1a. hc::o p.:..sado a pruner plano 
como medio par~ separar 'I an.il1:-ar- s-.1st:.ric1as orgánicas i? inorga · 
nlcas. Pueden emplearse desde gra11tleo:. c¿int1d;.des ha::ta -=ant1dades 



del order, O.e tidr.ogramos, y los anál~"E:lS puede>n ser cual:i.tut1.,..os o 
cuant.1tat1vos. A menudo les ,;etodos cromatoi;;raf1cos. son rnA$ ef1c.:\ 
ces qup otras tecn1ca~ dest1naaas a la scparac1~n e ldent1f1caci6n 
de soluc:1ones ~ue contienen los pr1nc:1p1os de;- las droga~. Estí•« 
t&crncas hallan qran apllC:ac:1on en 1os tr~bAJos de 1nv&Et1ga..::161l 
fart'T .. scé-ut1c~ y en los i:rocesos de fabr1cai::1cn~ 

L.a cr.:llncotograf!.a puede 5.er aef1n1da ;::omo uri l'T'll;~todc. ae an.\11 
sis en el cual el fluJo de ur. disolvente o gas ..¡:¿o...-orece la sepa:r.._"' 
c16n de sustar>c1as por mi9r&ci6n dtferenctal, ~partir CJe una -en
trecha ::or.a 1n1c1a:l en un medie:. porcso adsorbentP. <Trl.:?r, !97.;). 

Par-a la deteccl..:':ln de. los Qluccs1dos card1acos l/an sula er,, · 
pleddas un gr.ar, número de técnicas de al to poder resolutivo t:¡\.ie 
~an de~de la polarograf1a 1 cromat.oqrafi~ de gase~, cro~atoqraf!.a 

!1Qu1.d-<! de .alta pres1on íRei.nhurd, at. al.. t969l, ria~ta el rad101n
munodnAl1s1s, no obstQnte 1 las t~cn1cas color11fliéctrlcdS trad1c1ond· 
les siguen ten1""1'n..:20 gran uso por lo~ buenos n:~sultados Que arrq · 
Jan. 

La tntr-oduc.c:i.Sn de los métodos crotf1ato9raf1t:.0'5 en el an.Alis'i·; 
de lo":. gluCóStdos card1ac:os por Ric:h.ste1n, Schen~:er y Sch1ndler y 
.. :a1set"" 'Novf:>r, 197~> ha dado un grar. ltnpul~o ~l c:::i...,o::•m1ento de lA 
DL\!.tntca y fhoqu1m1c.a de estos compi...estos naturale.r:. sot:<re todo en 
los últimos :20 a~as con el desarrollo Cle li'\ Cro;tiatografla d~ Ccw' 
F1 na ICCF). 

úesde un punto de vista +~rmac&ut1co, el anal1s1s cromatogra 
f1c:o ae los glucóstdos cardiacas deben dar solu~1~n a los s1gu1en · 
tes tres problem~s: 

- Control cJe la produc:c:i6n y estab1l1.:ac1on dit> qluc:::-s1dos 
ces puros obten1dos de1 material vegetal o por s1nte~1s 

ñsi como todo aquello c:onc::ern1ente a Sl...IS preparac:1cmes 
tic:as. 

card10 -
par-c:iaJ, 

farmace11· 

- An~l1s1s de las dtndm1ca.s de forrnac1ón y de9raC1ac.1on de le•·;; 
gluc:C-S.1dos c.:tró1a..:oi::; en la planta ¡::rar.a crd.e-nar y controt.;i.r los 
procesos de s1embra, as1 como meJcr-ar cond1c1ones ce cosechA y al
m6cena1t11ento e, 

- lnvest1gac1Cn sabre la d1str1buc16n y transformación de cardeno~ 
ltdos y bufad1enól1dos, tantc en Pl cuerpo humano como en anima
l es. 

Como parte ccmplemer-.tari~ de las lnvestigaciones de los ~-

todos crornatoqr:...f1cos par;;i los gluc6SlelOs car-d1<=1cos, se encuentran 
aquellas =orrespond1ente$ a la detección en el cromatogram~ de lr.~ 
corde-r-.cl 1do~ por- agentes color1métricos .. Estos pul?den ser dlYldl. -
dos en cuatro grupos. dep~nd1endo de la parte de l.:. estructura dPl 
c~rdrnol1do que at~quen : 

3) Age.ntes basados en la rea.:::t1v1défel del anillo butenóll.dO. f-l 



•qent.e color1metr1co ~~s usado de este grupo es e1 ~c1do n1trob~; 
zo1co. 

2J Aqentes que atacan e: n~~l~o estero1da1. ~l calentarse los car
den61idos en pres12"nc1a ~e ac1dos fuertes (ácido fosfertc::o,. áCl•'•.> 
clorh~dr1co y Ji.c1do t,...1cloroacet1cc1 dan los ccrrespond1entes d~·~ 

rl.vados 14 1 16 d1anh1dro e~ un 1ntoi!r·<.:~ +1uores.::enc1a a::::ul ba~'l 
lu= ultrav1oleta (~~5 n~l. 

31 Agentes que reaccionan con la parte del carbohidrato. Los azú
car-es 2-Geo11:1 con el re.1>::t1vo de ~ant1 ::i~ol, dar. un coli r 
r0Jo-c.arl!'11n. La re.;.cc16n es l'\ef"'os ser.s1ble con a::Ucares 2-C1eo, 1 

ac1aulados '.ic1ladosl )' 11egativa cuando é~tos se su~t1tuyer. en~:, 
s'ic1cn 4 por glucos.a • 

.tl Agentes con múltiples puntos de ataque. Todos los reactivos de 
este grupo están caracte~i~ados por el hecho de proceder a la for
.t'lac16n de cclor ba}o cond1c1c.,es fuerte.,.,.:onte li.:.1das y 0'1(1dat1vac::. 
Uno de e~tos ~9entes es !a ~=cla oe Clora~1n~ T y Ácido tr1c!orr. 
ii':.ét1co, tntroduc.1do po..- Je-nsen y mod1f1cado por Ka1sef'", 1q5.::,. 

La cr0f':l>.:.~09!'"af!.a l!qu;c1:l de alta resol!.Jcion tH1qh perforlla:;, t-'!' 

11quid chromato~raphy, HF"LCl es la opt1~•=ac1on tecnoló91ca oe ll 
princ1pios bastees de la te-cn1c::a cros.atograf1ca; se considera. .•l 
proceso crD4"-atoqrAf1co co.ao un con;unto de fuer=as que cOO'lp!ten de 
aanera selec.t1-.a por un c0r,1puesto, ya sea tendiendo a. f1Ja.rlc al 
rel 1 eno de la columna o fase e-st.ac1 c.-iari a, ya -;;ea ter.di ende a ,..,~ 

COQerlo en los l!qu1dcs ~ue fluyen o fase ~vil, par~ Que ..JUn~o 

ellos atraviese la co1u~na. La aportac16n de la HPt...C est.\. dada ·~ 
l~ fuerza Cprestér.) Que 5e aplica al ~oluto, ya en contacto con el 
disoh.·ente, para hacerle atravesar una colurn.na 111uy coi:;1pactada, da
da por el :rJ. n1 tr1oO ta111a.."';o <5 .:..;m :;, tren e,...> de 1 as part.t cul as compone<\
tes del relleono colu~ar tGarcta de Marina y Castillo, 1998~ .. 

1 .. 6. Biotronsfor--n-.ac1ón de gluccs1dos cardiacos. 

La obtenc1c~n de metabcli~os secundor1cs ut1l1zando la tecn1r.~ 
de cult1vo de teJ1aos vegetales, hat.1a sido 1deal1::ada como la 
soluc1~n a la problew~tica que enfrentan la mayor!a de este~ 

coinpuestos, s1n embargo la e~per1encic ha demostrado que las co;
dic1ones para la proC'u;:ci::n óe estas sustancias no sen un1versale-s 
para toda~ las especies. 

\al ES el ca~o dP 105 cardenol1dos presen~es el ge.neto 
0:.$'1. Z.ol is y espec1 i1carr.cr,te i:J. ia.~...:.:ta., con 1 a cual desde los pri rr.e 
ros trabaJos se hab!a formulado el prop.::is1to de ut1l1::ar las cé'lu
lao; en sus.pens10~ corr10 productoras de card10~6n1cos ~Staba. 1962: 
St.abd y Lafl\ba, 19o3) tal ldec:. hasta la fecha perrr .. ;.nece 1nconclus.?. 
Sin embargo, $E' ~a observado que los ~ult1vos en suspensión d~ 

cé-lulas ~e D. lc ... c!.:: 1 s.on sucept1oles de real1::ar una ampl-:.a. i;air.a. 
de re~cc1ones cuando s.e a~re~a al cult1v~ un carderól1do que actu= 



CDlnO sustrato, estas incluyen glucos1lac1cn. desgluco5.1lac1.!:1•, 
acetilac16n, desacet1la.c16n, 1-:.(1 n1droxilacicn, !:.J1 hidro .. :ilac10f'"', 
reducc100 y O)lldac16n, tanto ..?r. el esqueleto esteroida.l como en 
las cadenas de carbohidratúS que presenta la molécula del cardenó 
11do <Ooller y Re1nhard,1979i. 

La blotransformac:~n de carder~l1cos ~a s1dc ampliamente e~· 

tud1ae1a en cultivo de células de C~,!1.t::dt.s !;:;;r . .'.::ta, Dtt'J.ta.tt.s .cru.r
pu.rea9 Tl\e'Vet.t.c: n.e:-t.i.folt.a. Dc.~ct....s ~o.ro!a, Ca"\cbt.s sa!t.'UC.. If:').~a 
spp y otras especies vegetales COoller y Re1nha~d,197q). 

Los traba.Jos tn1c1ales sobre con· ... er s16n de card1ot!:n1cos et;· 
rr 1 eren a e cJrgo de Staba y La;t';ba C 1 96::) , Qi.J l er;e-s usa!""on como sus · 
trato rhg1tcx1gen1na, d\g1tox1na, ac1do l1toccl1co, escualeno. dl. · 
gitor.1gen1na + cofactores, ac1do mevalónico + cofactores e htdrc 
x1quinona; sin e~bargo, no lograron ldent1f1car lQs produc~os es· 
perados. Lu1 i Staba c1q7q1 l1t1l1:~ro~ precursores co~o el gltco
lat.o de -:.odio, el acetato-colesterol y la progesterona, sus resul · 
toc"1os ind1carcr. un auinento de la cc~.centrac:.;!.~ de d1gox1na en lc-.s 
c11lt.1.cs. 

Re1nhard, e-t al, <19751 reportaron la postb1l1dad de glucos1-
lar la d1g1to)(1na y o:-acet1ld1g1tonna, es:! C':jmo también realizar 
la t~q h1drOY.llac1Cn de d1g1to~1na, de o-acetildigito~ina y dPl 
l anatós1 do A. 

Hlfer:nann, et al, '1977) lograron la bioconvers1c..n de li'IS 
agliconas tesqueleto estero1dal sin carboh1dratos) y encontraron 
co•o productos, grandes ca~tidades de compuestos no ident1ficadas, 
que presentaban caracter1st1c~s estruc~urale~ (esqueleto estera1-
dal y an1llo lactona) similares a los card1oton1cos d1g1t~licos, 

reportaron un compuesto que proOablemente sea :-deh1drodig1to~ige
n1na, as1m1s.tr10 encontraron d1g1to,..1gen1na er, concentrac1ones del 
15% del sustrato ~~ad1dc; tamb1én fue detectada la glucosila=ión 
de a-acet1ld1g1tc~1na a la~atos1do A y convertido posteriormente a 
lanatos1do e por- t'1ldrox1la.c1orj en 1::!,;?. 5utiult~nealt'E'nte la =z-a=etil 
d1g1tox1na es desacet1lada a dig1tox1na. L~ cual es glucos1lada ~ 

pur-pureagl uc~s1 de A. c¡ue pu.:>Cle ;:e- h1 ~r-o,: l lado a. deaceti l anatcsi do 
C .. Utiliz-ando d1ferer.tes lineas celulare:S de- D. t=..,...c:tc: .,, D. Le:.i.phc.ea. 
obtienen un gran r.:.:omerc de comp•.Jestos a part1r de la .n-met1ld1g• 
to>.:1na, s1endo el IT'..\S inpor-tar.t.e la (?-met1lr::11goy1na. 

Heins. et a1,c1q79) reportaron la preparación de ~-met1ld1go 
,:1na a partir de ·1"-met1le1u;pt::i~1na en un rC?"actor de =o l. Utiln:a
!"'On et-lulas de la linea ~91, la Cl1al a dtferenci..=i. de otras lineas, 
h1dro¡::la espec1fu:::arr.ente la r~met1ld1g1tO'l<1na. De 3 g de ;¡us::.rato 
agre~ado obtuv1eror. t.96 g del producto esperado. 

Ooller y Re1~hard tt979l detallan especifica.mente, de ~cuerd~ 
a las caracteristicas de cada cardenC11do, agl1cona, monoglucOst 
do, d1gluc:6s.1do. tr1glucés1do y <:etra~lucós1do, la b1otrans-'orlf'>·"· 
ción dE- estoc;:; compuestos 1T•ed1e>nte la ut1l1zac:1Cn de c:ult1vos celLI -



Ambos cultivos o. la1'\..0ta y T.nerLifol'a son capaces de glucosi -
lar la d1gitoxigenina a digitc:n:igenina monogluc6sido. El culti'"º 
de Thf:>oetla produce la digitox1genona. Ademc\s los dos c:.ultivus 
glucosilan la gitoxigenina a 9itcxina y la uza.rigenina a ura2igu · 
nina mooogluc6~ido. 

b~ Tran.sformaclÓn de mono$l~cóstdos. 

Tanto los cultivos de Di~ltalis como &l de Thevetta glucosil~n 
la nerifolina a digluc:ósido B, asi c:omo el per\.ivOsido a diglucosi · 
do A. 

Ambos cultivos son capaces de glucosilar el dig1toxigenind\gi
tox6sido a glucodigitoKigenindigito~osido, asimismo, sólo cultiv~ 
de O. lanaca son capaces de qlucosilar el digoxigeninbidigito~ido a 
glucodigoxigeninbidigit6xido. 

d) Trans/orma.cidn de tri6lucÓsidos. Reportado por Reinhard, et al. 
119751. 

El lanat6sido A fue desacet1lado y desglu~osilado a d1gitox1na 
por los cultivas de 1ñ.e~etia. En tanto que los cultivos de D. Lana.
ta desacetilaban a purpureagluc6sído A e hidr-oKilaban a lanatósido 
C. El lanat6sido B fue desacet~lado y desglucos1lado a gitoxina 
por los cultivos de Thevetia, en tanto que las células de D14ita
lis desacetilaban a deacetilglucosido 9. El lanat6sido C fue desa
cetilado y desolucosilado a d1go~ina por las c~lulas de The~etia, 
mientras que las células de DiBttalts desacetilaban a deacetilglu
COSído C. 

Alfer~ann, el al, t1980> investigaron la transfor~aci6n de 
digitoxina y (f-~etildiqitoxtna via innK>vilizac1on de células de 
Di~italts lana.ta. Reportaron la transformación de digitoxina a 
purpureagluc6sido A y de ~-metildigito~ina a n-metil digoKina. 

Spieler, et a! 1 CP?95> contintJ:an trabajando sobre el escala
miento del proceso de biotransfor~aci6n, emplearon reactores con 
movimiento interno debido a aire (airliftJ y por agitaciOn. Rep0t·
t.aron buenas condiciones de crecimiento celular 'r" de biotransfor
maci6rh 



Pet.~s~ y Seitz, C1'?85l logr•ron ident1f1c:a.r la t::{~-htdrox:. _ 
lasa, que ~s rll'sponsable de c.a.tal1:::ar 1• h1dro...-ilac16n de diQlhJ
xir.• y otro.._ c•rdenOlidos de la serie A, a d1qoy.:1na y los corres
pond1ent.e~ carden.!:il1dO"i. de la serie C. Esta e•.:::1ma est..:.. local1zadA 
e-n la 4r.a.cc1á"\ in.1c:rosollfti1\. El O.z y ~.a.OP1'-1.: son esenc:1ales paral su 
actividad catal1ttca. El CO.z 1nh1be la en::1~~, pero esta inh1b1-
cí.~ es revrrs1ble a 4~0 nin; es!o suq1ere que la en::i.ma es un ci
tocr~mo P-4SO aependl~nte de la func1or. de la ~ono~1genasa. En 
1999 Petersen y Se1t:: caracter1.~aron el c1tocroc.o P-450 depend1er-.
te de d1qito~1na 12/l hidrox1las.a. 

Krei 'SS, et aZ. ( 1 qg6) l Cent l + 1 car- on la ~'S!P-g1 ucosa: di g1 tell i r"a 
lb-O---Qlu~os1ltransfl?f"'asa, en:1ma ~ue es respunsa~le de la glucos1-
lac16n. prin~1paln-.en~e de d1gito~1na a purpureaglucCs1dc A. 

Kre1ss ~ Re1nhard <19SS> tJK)('\1tcrcar04t l~ p~oducc1on de deac~· 
t1lanat.6s.1do e a part\r de la. 1~1 h1drc'><1lac16n de la d1qit.o,.:1na. 
Encentraron una pr0ducc16n de 98 4 de acacet1l lanatcs100 C y 12 % 
dE?- purpurea;luc.óiitdo A. Pre~entan la opc1on ae h1droli::ar- al dea
cet1l l.ar•et:.~id.=. e r:•r<t !le ... .:.r~o. -:j;q:::i ... lr•a. 

Re1nhard y Kre1ss l1989J reportaron la pr~du~c1ón de n-~etil_ 
dlQO)(ina en tres n1"'ele'i0; ef\ un m.atraz de l 1, un '"a1rl1it" de:!>-) 
l y un reactor de 30V 1, CC>r'I mira~ a 5u establec1m1ento comercial. 
De acuerdo a su cuant1f1cac16n por YPLC reportan la formación de 
531al g de (?-R'let1ld1~o;i:1na a pdrt.1r ~e 641.7 ~de ;1-met:1ldig1tox1._ 
na, en el reactor de 300 l. En tanto Que en el ~a1rl1ft• 1nd1can 
un• product1..,.1dad de ~8.8 g!l/d1a. 

t.7. Cultivo de te)idos veqet.ales. 

El cult1"'0 de te11dos .. ·egetdles es una t.é>cnica basada el 
c0flll)ort••1ento de una •asa de células Cexplantel Que se desarrollA 
se-parada de la planta de donct~ p~o"'iene. en un ~ed10 nutritivo 
adecuado, baJo l• in~lue-nc1a de det.erm1nada concentración de regu
ladores de crec11Jo1ento Cau) inas y c1toc1ninasl en condi.:::1ones am·
b1ent•les y de •seps1a c0titroladas, aprovechando la propiedad de 
tot1potenc1al1dad Que las celulas vegetales presentan. 

Los co~onentes del med1 o para el crec.1 mi en to de te11 do ca·· 
llo'i.O y celulas en suspens1~ puede!"\ ser clasificados de la 
gui('-nte "'anera: 

- ~acronutrimef'ltcs ¡no~q~,1cas (N ,S, P, Ca,"º• Mg, Cl, Zn, gene
ralmente en for~a de sale~ y en cant.1dades de mmoles/l1tro>. 

- ~1cr::::rnutr1mC'f'ltos 1norgá,n1cos C~u, Co, I, E01A-Na2, Me, general
~nte en forn-.a de sales y en cant1dades de mmoles/l1trol, <Fossard 



de, 197ó1. 

Clarkson y Hanson, 1990 Ct04tlado de Vasil,1985\ d1v1den los 
nutriinentos de acuerdo a su func1on~lidad en des grupos: 

- Aquellos ele~ntos rN, P, SJ que estAn unidos covalentemente a 
compuestos d~ cdrbono y son ccn~tituyentes vitales oe las macroac
lKulas. DNA, RNA y proteínas, y 

- Todos los demAs elementos <Y., Na, P'\g, Ca, l"ln, Fe, Cu, Zn, P1o, 
B, ClJ que pdrt1c1pan en una variedad ~e funciones que 1ncluyen 
regulacion de gradientes oSlk!:lticos y eléctricos, conforMacion de 
prote1nas y reacciones de oxido-reducc16n de metalo-protein.~$ 

(Vasi l, 1985>. 

- Fuente de carbono. Pr1ncipal~ente sacarosa, a veces glucosa, en 
cant1da~es del 2~ al lOX. 

- Suple~ento~ oroAnicos. Se incluyen vitaminas. gen~ral~ente hi
drosclub!es, ocas10."'lallf<ente am1noA.cidos 'I amidas .. 

- Sustancias regulado~as del creci•1entc. 
gi berel i nas. 

Au>:inas, citocinina&, 

- ~atep1al inerte de soporte. Pr1nc1pal~ente agar o papel filtro 
<Fos.sard de, 1976). 

il Macronutr1mentas inorgánicos. 

Son los responsables del crec1m1ento estructural de las c~lu-
1 as ...,1 .... as. Cada uno de estos elementos o 1 a f or111a en que se pre
sentan de-setr1pe~n un papel pri mOl""dl al dentro del metabol 1 smo de 1 a 
célula, una defic1e~cia o ausencia de al9uno de estos, pueden con
ducir a un lento y precario desarrcJlo e en ..::!tima instanc1a a la 
inuerte del tejido. As1 por eJemplo, el n1tr69en~ que se suministra 
en cualou1era de sus formas <NOJ-, NH.·> es asimilado por las cé
lulas y util1::ado para s1ntes1s de a11ano.:r.cidcs y prote1nas, estu'.i 
Junto con los Acidos nuclétcos representan el total de n1trogeno 
celular. PlY' su parte el fierro est.d. involucrado en el metabolis•TIO 
de la m1tocondr1a, el calcio incrementa la secrec16n al medio de 
pol 1 sac.M"i dos precursores de 1 as paredes celulares <Staba, 1980). 

Def1cienc1Eis de los mac:roelementos N, P, ~~. f"tg, y Ca, son lllJLs 
cl.:.r.arr,p:-,te per.::e;;t1bles er. cu1.t1vos de teJ1dos, cuando las células 
sor-1 cultivadas en medio liqu1do, que cuando lo ~on en medio S6ll.
do, debido pos1bletne'n~e a las lltlpure-::as del .aqar, Heller,1953, 
Ctotti.a::fo de Vas1l, 1985). sodio y cloro, aunque son cons¡derados 
esenciales qw1~as pueden ser e~t1muladores a c~ertas concentra
c1ones <He!le~. 1953; f"lurashige-S1·oog, 1962>, y son arbitrariamen
te 1n.::lu~d~s como sales de otros el~mento~. 



O. todo<S lo'S nut.r:i.fl'le....,to'l.- lt•tnera!e,;,, la fo,.-"la del nttr6Qeno 
Coxtd~do o reduc1do 1 orq~nic• o lnorg~n1c~i probable~~nte sea Ja 
re~pon~~b1e de los •A$ pronuncoad~s efectos sob~e ~l crectmtento y 
dtfe'f"'enc1.;:1:c1t:n d<f' lo<s te11dos c::ult1 ..... oo~ {V.asit, 19$51. 

ll} M.1c:~or.utr;."'ent.o-s lr<:irqJJl"',¡cc;s 

Esto~ ~on sum1n1stracto~ en c~nt1dades de mntoles~11tro de 
~edlo nutrit1vo y las~~~ con,.unes son el iodo, boro, ~toe, mol1b
d~o, cobre, c:ob.alto. alu~1r.to y r-.iquE>l. Estcs ele11tentos ;ueg,an ur\ 
papel tr\As ~~pec:if1ca con respecto~ la a~t1~ac16n de en=1~~s pre 
,_entes ~n t.._s c'élu1as. For e1~mpJo, el moltbder,o e'S requt!'r1do para 
lA ,;.int:~,;1,. de la n1tratoreou.ctas.~ dc;t1va; el ri1quel. Ql..!e r,o es 
A~•d1do ~Mucho~ m~d1cs óe cultivo es parte del s~tla activo ~e Ja 
urea,;. ... r.n;:.1m.a c:we es re4uer1da er, cultives cu 7'11 única fuente ck"· 
nttr.::qeno es 1.1 ure.a iStaba, tt:7SC1. 

ll\l ru~~te de carbono 

UnA .ll~l1.a. var1edad de c.aroohi.c--atos ha,., Sldo prob.;1dos para 
determinar dquel que pu~d• ~ostener el crec1mtento ~el cultivo ve
o .. t.al en CO{"•d1c1one-s l.n 1.1\.lrc. Los ntve1t.>s de lncrement.o de ::J10-
~•Sa y de cr~1•1ento yar~a ~otor1Ament~ depend1endo del c~~bOhl
arato ~um1n~stradc CF~~l~r,198~>~ 

LA "',::1;caP' os~ es l .a luente de carbone N.s .;.rnpl i amente usada 'I 
&e etr\pl(!>• en conc:.,r.tr-.ac:1ooes ae:? a::;~~; s1ri e>mbargo, en ciert.4'S 
eGp.-c1e'S -se reQu1ere emplear cant1daaes us elevadas t5 al 12~1. 
Aparent~IS\ente hAy un~ pre~erenc1a par ut~l1zar sacarosa debido J 

los Alto~ n1v~tr~ de pr0Qucc:1é:n de blO~as• en los cultivos, al pa
r-rcP1"' 1.a pre-r.ent::lá de en::lmA<:. que t-.1ctrol~2an la sacaros.a en los 
llti()("tOSHcA.r1dos qlucc~.a y ~rv:ctos.a, hacen no Y'1a::,l10> la ut1l1:ac:16n 
Oe otros c.~rbohidr.atos como 'uente pr1nc1pal de carbono; una vel 
que se ha llevado a cabo la h1dr6l1s1s. lo~ productos d~ ~sta en
tran,;., Ja c:i!-lula y pueden s'?r obJt:.>to ae o:.i.1dac1én o de ut1li::ac:tb•"I 
en alQI.'.$"\ proce~o de b1o~!nt~s1s <Fo"ler,1qa=1. Ocas1onal~ente se 
~pl~.it lA qlucosa en cultlvos de ~ono-c::ot1leo~n~as, .:lSi conio E!l al· 
~•d~ y l• fructosa en ot~a~ espec1e~-

Po~ otra p~r~c l~~ ~m1nO!tc1dos y am1das que Ma~ demostrado 
ten..,.- efecto~ benéf1co~ son l~ L-ur;:n1n~~ el Ac1do L-a~rtzcc, 

L-asparaq1~a, e1 ~Ctdo L-glutA~1c:o y L-glutam1n•. ~~~ ~eQuer1m1en

tos d~ Amtno~ctdos y/o -~~da~ ~e pueden deter~1n•r rap~da~ente po~ 
llWd\O de l• ad1c16n de un h10rcl1~Ado protó1co (Me~lno,t9$7). ~ 

entre las v~taaunas, solo la t1aft\1r.a tiene ret:onocurn.ertto c:~o pr.
pr1?~tn-d1ble en los med1os de c:ult1vo, y le s19uen en frecuencia 
ta ptr1~0~1na, el ~c1do n\cot1n1co y el amine4.c1do gl1c1na son n~ 
t:e\.Ar1os er, poque~1s1ma"E. car.t1dade!>.; otras v1tor1Hn.:ls ~ue son yt1-
li2a~dS por su ya cono~10o electo estimulante son l~ 01ot1oa y el 
Jt.c\do fol·.co. Otro compuesto q.._1e t::.c!"f1' efec:to est1mulaí')te muy 



tr01¡;n1(1cci:t1vo es el 1nosttol, uíl c:c.rbohldrato del qrupo de los. r.~·
xttoles, el cu•l se incluya qe,...er.o.lir.ent~ en todos lo<!i 1t1ecnos n'.l 
triti ... os- Como c:ompJelf,ento e4¡.t1mul.adc:-r de la respuesta desea.da se 
hdn e~pleado dtferentes &~tractos naturales entre los cuales d~s -
t.acan i:¡.1 .agur. de coco. el e· tracto de pl.at.ano. de levadura. ·.je 
malta, :.e.idos Ol'"QAl"'ltc:os, ba<Ses de .t.cuJos th;clé1cos fV¿¡,stl, 1º85'. 

E-<isten una serie de compuestcoZ. ~ue poseen un efecto requla
Oor -sc>bre el de~arr-ollo de proce-s.os i"1s1olOQ1cos di: l.1. planta co .. , 
pleti'. .. De es.t.os cotl\puestos l.a.s au:.:1r-..,1-s y la<:: c:1t.oc.1nnia.s son a~ 
clara 1mportanc1~ dent~c del cultivo de teJ1dc~ veqetale~ 1 dadv 
que estas o¡¡ustanc.1.as son las responsables de los diferentes evE.>.> 
tos que pueden reo!\.za,- las cé>lulas v11-getñl~s: forft\ac1~n de br-o~· 

tes, form.ic16.') y lf,antentnnent.o de teJtao -::allaso, m·..1lt1;.11.:::ac1:'....•·· 
m¿stva de ptantulas., em1s1on y prol'tferactón de ra1c:e"S, etc: .. , todo 
t?'5tc. depende de ql...E sust~l'\Cli'i reqvl ad~r-d, c:ombinac:1t.-r• y r:o::cent.r..s 
:10" sea ut1i1:aaa. El p~pel de l~s auvi~~s ~n la a1~1E1~n celul ~· 
seo ha .. ·1sto que ocur-r-e en algi.:.n punto de la fase G1 del ctt::lo ce
lular deb1do a quE!', en Sl.I Ausencia ta s1nte.;1s de 'CINA es 1nhib1d'<1. 
Por su parte las c1toc1n1r.ds part1c1pan en un balance entre la o, 
v1s.1~ celular y l~ e,.;p.o:.r.siM celular 1St.;i.tia,19B01 casi tode.s. las 
c1tocir,1na"<i conocidas, tantC'I naturales co.'T'.~ sonte:-t1cas, son der1 
vadns d.? t"" adentni'I. Se ha detal 1 aao nu nuc1 osa.mente el papel de 1 a. 
inter~cct~ au~1na-c1toc1~1na en el desarrollo de eventos organo
gen&ticos; .;uti.bns, au~:1nas y c1t.oc1n.1r . .as son tnc:luitJas por tnOuc:1r 
la d1.,,.1s16r. celular y esto dar como resultado ta. forma.ci6n del ca
llo. S1n embdr-go l.as, c:1toc1rnnas l"'lO son siempre ~s~;.::1ales 1 r--•• ,.,, 
culttYCS que puecten cre=er lndeft~tda~ente tan Sólo con la ad1c1on 
de ta ~uv1r+a lf="os~ard óc, 1976; Staba, 1980; Vas1 l, l<il85). 

A. cont1nu<'llClOl'I Sf> t>'"llt~tan ia<S auY.1n.as y 
ampllAmente usad~s: 

Al..,..J(JN,'45 

c:i t.oc: t ni nas 

Ac1d.o 3-indotaci-!tco <AlA) m:uy tern-..:>tá.btl. 
Actdo 3-~nd.olbutirico <AIB> 
ACldo naftala.cet.t.CO <ANA::J 
Actdo ?. 4 die iarofel'\.C.l(ta.:ét tco (2, 4-D:.> 
A.:td.o ~ .::!=-..-::-fen.o-.:i.o..=,;.t !.CO CCP.A..> 
Ac \.d.o 4-wr.t r . ....:--3. 5, 6- z r t '-' t.;.•~Pl co ! {n~co 

..;lTOC!NiN,'.S 
NS t•ertc ~ ! CV-"· <.. r..::-p1.1.r tria C BAP;. 
Nó d-:,."'ie! t l .:::tl. L ~ .:::tn.l.,..,Qpl..:.~ t t"l.".l (é'Lp) 

~ ft..'"•:...i.rtZ-.::n.~""'rVP'-<:.:-¡.o {C~"tE'tlna:' 

.'15 4-hlcir.::>"1.3-~!t.Z..2-b\ltlf"."<~! aden!!l..Q Czeo.tt.na...'.' 



vl Mater1al inerte de soporte. 

El agar es el t!'hlteirl a! de soporte r..a.s con-.wnrr,ente 'J'iddO en el 
cu1t.tvo de teJldOs "egetale$. 1 puc·s pro .... ee cte vn E> .c.e!ente gel hu
.aedo que s1rve c~o soporte al 1noculo. Otros agentes gel1f1cant•• 
u$adcs ocasional~~nte en luqar de agar son la pol1acrilamida y \~ 

s1lic:a gel. Tatnb11'H\ ~e ut1ltza como c .. aertdl de soporte del inocu
lo pa~el filtro fMer1no. 1q971. 

b~ Elecc16n del lnCcul~. 

Et te11d~ c~11os~ puede ser der1~ado ~partir de una ~~pl1a 

v•rtedad dP organos -~Q~tdles rr~lces, ~rote~, hoJas de t1pt~~ 

especii1cos ae c~lulas, por e1emplo; endospermo, polen, ovutcs, 
etc,I. E~ l~pcrt~nt~ el e~tado f1~1cl~g1c~ ~la eaad de la p!anl~ 
~raveeaora del e/plant~, es recc~e~03~le ~~~lti~r plantas 3evene1, 
sanas y oe crec1~¡ento act1 ... o. La respuE$ta que s~ obtenga Oel e~· 

plante 1n;c1~I éepenaer.\ fun.d.=ttNmt.almente del m~d10 nutrit1vo y el 
b~lllnC:E? hormor-.a.l QuE:- ha.y,.:;, s1co _1~1l1:tado ~01 .. on, 1985'. 

C) Oiesinf(:St.0>c.;.CA1 del te.11':10. 

Para dar ln1c10 a este e ... erto es impresc.ind1ble 1..1r.a condtc:i.ó~ 

de asepsia en et €'Y.plante tn1c~al, ésta se puC'de dar sot1'<et1endo -~l 

1noc.ulc .s un tratamiento con oqE>ntes :jes1nfes~ar.te'l:i, entre les n.As. 
usurles s~ encuentran el h1poclc~1to de sod10 <1-S'l. de Cl 0 act1vo) 1 

el h1poclorito ae calc1~ t::()-7.'::, ~~de Cl~ ac:t1 .... c:.l el per6:>:::i.do e~ 
h1drógenC"., a:qua bromuda. meorth~ctate, etc., en distintas d1solu
c1ones. Otro tnetodo muy ~r~cwente es obtener inóculos des1n.festa. · 
dos..,.. part2r de plantula.: ger1T\1naddo:i ~r, condiciones asé¡;:t1ca<s 
(Yeoman y M.ac:1 eod • 1 ?77 J. 

d1 Jn1CU'l~1on del cal lo. 

~a~a la 1n1c1ac1Cill del te;1do callo~o se requiere hacer una 
trons.fer-enc:1 a asépt.1ca del e1 p:Lanti: al fras.c:c qui? cor,tenga el 1Jie
d10 nutr-1t1vo en ec;tado setriis.óltdo y depos\tail'"lo fi,.ttietTlente en l~ 
Sl1perfu::tt.?, de manera qu"' t.:-ng;. ur. buen co~.tacto. Real1:ada la 
s1e«.~ra es neceso.r-1.o q~ie las c:oncac:1ones o~ ;;-::Pos1a pers1stan .:u 
?""ante la •or1t1.-.c1é:r. del c.;;110 1 por lo c.u.:.l eo;. re-cott.end°'ble sellar 
hern.é-ticamente el frase.o. Otros fa.::torez qu~ ll"'lfluyen en la induc
Cli!n di>l t.e11do calloso s.on l.:; intensid'~d lurM.r.osa y l.;. tamperC\tu
ra. Gi12'nt?ralmc:r.te Jc.s C.Jlt:i."VO'k de- t.eJ1dn callo-so tten.en un c:ompor
tam1 er.to dl ""t?r$o de- acuerdo a la pre sene i;:. c:. ¿;,usent:l a de l u:!:. Coq 
rc.--:>~r::-cto a le\ t-emperoturi." r.o &:··1ste IT!uc::hu a1s..:.re-p~~i::-1a a1 someter-
le$ a ::s ec. 



Asu~iendo que se han establecido las cond1c1ones optimas p~r• 
la proliferación, al cabo de 3 a 9 se-manas se tendra suficient• 
•aterial para iniciar los sub~ultivos, manteniendo y conserv•ndo 
las condiciones de asepsia con que iue iniciado el cultivo <Veotttan 
y Nacleod, 1q77; Dixon. 1965) .. 

1.8. Antecedentes del cultivo de te31do calloso de O. lanata. 

El estudio de la producción de glucósidos cardiacos utíliian
do el cultivo de teJtdos vegetales. se in1cla ccn los trabajos de 
Staba <1962>, quien re-porta en su articulo, los requeri~iento~ 
nutricionales para la inducción de tejido calloso en algunas espe
cies de DidttalLs, utiliza bajas con concentrac1ones de 2,4-0 ·y 
medio nutritivo Murashi ge-Sl:oog < 196~) , obtiene para D. tan.a'ª• in
dicios de callo después de 45 dlas. 

Staba y Lamba <1963) inves~igaron el crecimiento de cultivos 
de células en suspensión de Dí6LtatLs lal'\.Ota y Di~ltatis purpurea, 
para lo cual, e~plean 2,4-D en bajas coocentrac1ones y medio rlP 
cultivo Murashige-Skoog (lqb2l asi como un medio modificado d~ 

WhitE -1963-, y observan estructuras diferenciada~, aSl cotMJ una 
incipiente induccien de teJ1do calloso cuando son resembradas 
este mismo medio. 

Kurtnig <1q771 reali~O análisis quim1cos para determinar l~ 
presencia de los card1oténicos en sucesivas resiembras de te;1do 
calloso de D.p'\JJ'pur~a y O. tan.ata. Concluye Que can el tiempo, la 
concentraci6'i de cardiotcnicos va disminuyendo. Asi~is•o r~porta 
un lento crecimiento del tejido calloso de D. tan.ata y serias difi
cultades para su induccion. 

Con el fin de determinar el efecto de algunos precursores de 
gluc6s1dos cardiacos sobre la producci6n de diqoY.in~, Lui y Stab~ 
<1979) incorporaron progesterona, gluconato de sod10, lanosterol y 

5(i androsteno 3.,17 d1ona a los cultivos er. suspens1on de hojas,. 
raiz y callo de D. tan.ata; enc.uentran un efecto sign1fu:at.ivo en 
los cultivos organizados lhoJa y ra1zl siendo mayor en h~Ja, ~1en
tras que en las células en suspens1on es mucho menor. 

Hagimorí, e-e al, (19SOJ obtuvieron tejido calloso en seis es
pecies de DL,!Jt:ta.tLs a partir de pl4.ntulas de diez d.ias de edad y 
en discos de hojas. Emplean combinacio~es de auxinas y citocinin~~ 
<Z,4-D, ANA. cinetlna, BAPl en concentracio~es de 2 mg/l en medio 
nutritivo de MS suplementddO con extracto ae malta y con extracto 
de levadura, reali~nn la 1ncubac16n de los cultivos tanto en foto· 
p~r~odo como en oscuridad, y deterrr.1nan lo$ c:ardenólidos digO>C.lri~ 
y dig1to"1na conten1d.;.s en teJido calloso de lra- y .2da. r-esie-t(;~ 

bras. Sus re5ul tados. muestran que l.a rneJor- inducción de tejido ca· 
lloso se logre en et medio Que contiene !el au.·.1na ~.4-D y co:ao 
suplementv el extracto de levadur~. 

'5 



Las invest1gac1ones realizadas por Garve,et :l, C19BO> t1endeq 
• Mostrar que cultivos celulares de D. tan.a.ta a largo tér~ino <has~ 
t• 100 subcultivosl son capaces de producir carderolidos y difu
rentes patrones de crec1m1ento y morfog~es1s, cuando son pasados 
~ medios de cult.1vo con diferente co.nposic16n y concentrac1on hor·
.-onal. Asi111ismo el comportamiento depende del tipo de teJido qL·~ 
hay~ dado lugar al callo. El teJido calloso fue cbtenido a partir 
de dos tipos de e~plantes: filamentos estam1nales y anteras, d16 
lugar a 2 lineas celulares, respectivamente I y V, esta última se 
car•cteri%a por necesitar cambios continuos de medio nutritivo f"IS 
con alt.a actividad au~1nica a medio con baJa actividad au~inica 

<1.0 a 0.1 1119/lt con el prop6Sito de mantener su v1abil1dad y ca
racterlsticas morfol6g1cas y bioqu1~1cas <estructuras globulares y 
ENnbrioides). 



2.0. PL~Al'HEHTO D€L PROBLElM 

La imperiosa ne-ces1dad de un~ independencia tecnol6q1ca y Ja 
büsqueda de la su5t1tuc1on de ¡1T·.portac¡C)(",es, nace ,..~s que Just1f¡ 
cable cu~lqu1er prcyecto que cons1d~re estos aspectos entre 
objetivo~. 

La t111agn1tu::t que tas en~er-;r.edades cardtc.,,;sculares t1E"ner. 
nuestro pals, las ~itua entre las pr1nc1pales causas de morb1-
.art.al idad entre la pobl.ac16n <l.N.C.,1974> t los principales f.lr
macos p•ra atenaer estos padec11r.1ento::. sc-:11 tes glucósidos c:.u·ct1a · 
co~, dtgG~l~~. diq1tox1na y lanatos1do C, que son ltRpOrtados en su 
totalidad. La mayor act1v1dad card1oten1ca de la d1qo~1na ha lle
vado a C0(\'5.Jderar .-=i. la d¡gltox1r.e> coma~;, subproducto de la indus· 
tria f.arf!',acéout1ca, stn e"'bc.rqo la tran!:iroforrr,.;.c1cn de ésta, o de su 
der1vadn '°"et1lado a d1go.-.:1na y (?-rr.et1lC11go;;1na respect1...,amente, tia 
sido loqrddo pDf"" ~edto de cultt~os de c~lulas suspens1dn de 
Di.l!'L!alt.s Z~1\0ta. 

El prograit.a ··ohtí'nc1=..n de c.a.rd1otornc.~5 rr . .;:-d1 ante oroce~os. 

trad1c1onales y btotecnoléq1cos~ ~ue se d€sar~clld en el Laoo~at~
r10 de Btotecnolog1a de la ENEP Zara.:;oz.a, t1e1e como obJet1vo qe
neral la obtenc1on dP materta'i. ~rima'i. (caro1ot6n1cos> para la el~
borac16n de ined1can.entos, el cual tnc1d1r1a sobre la importc.ciCfl 
de estos ~empuestas. 

El presente estudio, sobre el establec1~1ento de las cond1-
c1 enes de i nducc16n y manten11111 er.to die;. teJ 1 do cal loso de OL~t. tal ts 
l.aTl.Clta, forma parte de los aspectos t.1otecr1ológicos del programa 
que tienen coma final1dad la b1otransformac16n de d1g1toxina a dt -
qo-.:tn.a. 

1'1 



HIPOTESIS DE TRABAJO 

La e~peri....entac1cn con distintos medios nutricionales y dife
rentes comb1nac1ones de auAtnas y citocin1nas, as.! como la manipu
lación de las condiciones de fotoperiodo permitirán establecer l3S 
condic1ones de 1nduccién y mantenimiento de tejido calloso de 
Di6Ltalls tanaca Ehrh. 

OBJETIVOS 

Qbjet1~0 general 

- Establecer, mantener y evaluar cultivos de teJido calloso 
de Di d'l tal is lana ta Ehrh. 

Objetivos especificas 

- Establecer las condiciones Optimas de requeri~ientos nutri
c1onales, de balance hormonal <auxinas/citocininas) y dQ 
fotoperiodc para la induccióf'\.,. "'antentmient.o de teJido Ce"'·· 
lioso. 

- Determinar las cinéticas de crecimiento del teJido calloso 
en los distintos medios nutricionales en los que se haya 
in1c1ado y mantenido el cultivo. 

- Evaluar los 9luc6Sidos cardiacos presentes en los distintos 
cultivos de teJ1do calloso de DieLtatis tanata Ehrh. desA
rrollados. 

1: 



3.0. PIATERIALES V l'ETOOOS 

z:. l. Reactivos 

Agar bacter1 ol Ogl co y e:· tracto de 1 evadura m.H·ca &1 oxon 
H1poclor1to de sodio marca Clorale-"' í5% cloro act1vc> 
Deter9Pnte para uso do"est1c::o 
Cloroformo, etanol y ~etanol marca Merck, R.A. 
Sales ~1nerales marca Ba~er, R.A. 
Vitaminas y reguladores del cre=1m1ento marca Sigm~ 
Est:.ndares. de glucóS1dos c:ard1ac::cs me.rea Aldr1ch. 
Agua destilada 
Agua des1on1~ada 
kgua de coco 

::.1.1. Mater1.a1 btol::;g1c::o 

Las semillas de Dtet !el is lc:'".ato: Ehrh. fueron colectadas d~ 
un c1..olt1vo trachc;.onal establecido en el ¡.,¡¡6metro 2ó de la carrP 
tera Ouerétaro-Celaya. Las hoJas de los eJemplo.res adultos proce
dieron tanto dE' este mismo lugar, COlT•D de un cultivo h1drop6n1co. 

Par-a la tnic1ac::i~ del teJ1do calloso de D1l!'ltalls lanata 
Ehrh. se pa~t16 de dos tipos de teJ1d~s vegetales, hoJa~ de eJem
plares adultos <16-17 meses de edadl plántulas y cotiledones de 
menas de 1 mes de edad. 

3.2.1. Desinfestac16n del material biol6g1co 

al Semlllas para obtención de plAntula~. 

con h;:~~~~~~~ª:es:o~~~e~~~r~~oªa~~1~:~t:~1:~i~c~~nd~~~nf~~~ac~~~ 
a.Qua destilada estéril <a.d.e.) por ~5 m1nutos. Transcurrido este 
tiempo se enJuagaron repetidamente con a.d.e., en la cual se deja
ron finalmente reposar por 24 horas. Se repitio el tratamiento con 
la soluc1á'l de h1poclorito de sodio, por cinco m1nutos 7 se enJua
garon abundante~ente con agua destilada est~ril y se sembraron en 
condiciones asepticas en fr~scos Ccon una pequef'ía cama de algodón 
impregnada con agua corr1entel pre~1amente esterilizados en auto· 
el ave :i l:?OºC por 20 m1 nutos. Las sem1 l las ya sembradas se dej .:o.ron 
ger•1nar baJO fotoper1odo de 16 h CBeltr~n, 1º89). 

b) Explantes adultos. 

La obtPn~16n de eY-plantes de$1nfestados a partir de hoJ~s de 
ejemplares adultos se reali=ó de acuerdo al siguiente método: Las 
hoJas se cortaron por la parte ~asal para separarlas de la planta, 
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~e ~0Met1eron a un lavado con ag1tac16n en agua Jabonosa por cin'o 
Minutos, terminada esta operación se enJuagaron repet1d~•ente. A 
co~t1nuac16n las ho¿a~ fueron expuestas a la acc1~n del h1poclor1 
to de ~odio t~7. Cl l en G1soluc16n 1:6 ~ etanol al 70 %, por d1-
ferentes t1e~pos. La exp~sictao al agente destnfestante fue segu1-

~~~~~n n~=~~~~~:d~J~g~~:g~,~t~~u~e d~~~ ~ ~ -~:z ~s;::~;:da:tn:~ "e~~: 
rnedtO'!i nutr;.ti-.•os prep..:..rados ~ara tal fin. La tabla 2 rnuestrci. los 
tiempos de expos1c16n a cada uno de los agentes desinfestantes. 

Tabla -· Tratamientos de des1r.festac1én para e~plante~ adultos é., 
D1e. tal ts tar...:z!a. Ehrh. 

t1~0 minutos 
H1p. ~ 1 2 3 4 5 

HOH 
1 

t 
2 

• 

---- --,--,--
;¡. IE I_/ C =a> =i-IE: I_ 

::s ¡¡- __ <&_ I___ t>< 
n 

4 ~ 

3.2.2. Evaluación de los métodos de des1nfestac16r.. 

Ter•,1nado el tiempo de expoo::u:1ón a los d1st1ntos t..-atam1en~ 

tos de des1niestac1~, los eyplantes fueron lnoculados en un medio 
que contenta papa, s~carosa y agar CPSAl. Este 1ned10 proporciona 
las cond1ciones nutr-1c1onales par.=. un ráp1do crec11"11ento de los 
m1c..-oo..-gan1smos que hayan pers1st1dü en el Pxplante, si el trétodo 
de des1niestac1l!r\ no es el adecuado. La efect1v1dad de este medio 
consiste en su rápida respuesta, gene..-almente si el explante ,;tJq 
mantiene ~icroorgan1sm~s pat~enos, estos man1f1estan ~-3 

dJ as. 

Prepar..:.c16'"\ de PSA: ~SO g de papa fresca, pelada y cortada en cu
b1 tos de l cm se col oc aron en un motra: erl e.-me)·er de 1 1 1 ~e 

agregaron 500 ml de agua. Se ester1li:ó a 16 libras por lS f!'l1nu.
to!:.. El e>:tr.:.ctc. de-1 coc1mler.tc. s.e i1llr6 s.obre gas.e, ,.. olgodon, 
despu~~, a éste se lr ad1c1onaron ~O g de s.acarosa y se afor-6 a 
1 l. F'os.te>r1ormer.te ~e agr€.'garcx-1 COIT•O ager.te gel"ificante 7 g d~ 

aga..- y se vot ... n.!. a ester-111:-ar en las mismas cond1c1ones. La me::::
cla resu:tante fue vaciada en frascos previamente esterilizados. 
Esto última operac1~n se real1z~ en condiciones de aseps1a total. 



3.2.3. CQin\Posici6n y preparación de los medios de cultiv~ 

Se ~learon los medies de cult1vo de :"k1ras.h1Qe-S~·oog tl96:?>, 
Nitsch- Nitsch Clqt:9>, l$C:her,J..-Hildebrar-t (197~l dencca1nados MS, 
SH, y NN respect1va~ente Ctabla jl. 

Tabla 3. Co=posic1on de los ~ed1os de cultivo M~rash1ge-S~oog <~S> 

SchenY.-Hildebrant CS1-P y lhtsc:h-N1tsc::h <N:'H. 

CC8.puesto 

KN02 
Nt;..,"'-K.t3 

Hqso .. _ 7H20 
CaClz 
t~HzF'O• 
N>i.H*O• 
11nso ... ~ 
ZnSO .... 7HtlJ 
HaBtb 
KI 
Ma.zMoO •• 4Hz0 
CoClz:.bHzO 
CuSO ... SH.zO 
FeSO .... 7Hz0 
N.J.:tEDTA. 2Hz0 

Inos1 tal 
4c. N1cot.!n1co 
Pí ridOl:.1na. HCl 
T1am1na HCl 
Ac. fOl1co 
81ot1na 
Gl 1c.1.-.~ 

Sa.::.arosa 
Hgar 

~~~os=·\!: cc.~:J'YO 
Concentrdc1on <mgll) 

MS110a:21 

t9('>0.0 
lb50.0 
370.0 
440.0 .. 
170.0 

8.6 
b.2 
o.e:; 

( •• 25 
o.o~s 

0.025 
27.8 
37.3 

too.o 
o.s 
0.5 
o.t 

:.o 

30.0 g 
7.0 

c:;'SO.O 
720.(1 
165.0 
166.0 
69.0 

25.0 
to.o 
10.0 

0.25 

0.025 
::-,.SS 
37.25 

100.0 
5.0 
o.s 
o.s 
o.s 
o.os 
2.0 

2(1.(r Q 

7.0 

• ZH.:0 •• ::;.H....O •••.;H:e> 
... 10 vece<:. 'f\E-nc.s que la. cor.ce>f'ltrac10n or1g1nal. 

::'500.(1 

40(1.0 
200 .. 0 

:i.oo.o 
10.0 

t.O 
5.0 
t.0 

0.1 
O.t 
0.2 

15.0 
20.0 

too.o-
s.o 
o.s 
5.0 

30.0 g 
7.0 

Estos 111e<:1ios fuer-or. suplementa.dos cor, las fitohor-monas. 2,4 -
dicloc-of~oriacético y cínet1na tal corno se muestra en la tabla 4. 



Ti1bla 4. Rel.~ci:::n de au-.:1na/citoc1n1n.a en los medios de cultivo 
?15, NN y SH. 

Ctnii!!tina 
z.~-D o 1..1. 1 2.0 PP"' 

o MSo.SHo 
NNc 

1.0 NNa S><a SHA 
l'ISa 

:.o "NI:> SHb Nl'Jr: 
l'1Sb t".SC 

::.o SHd 

PP'" 
t•LTa.• VO.C-3.l.•• 

La preparación de .nedios se real1:C de la s1gu1ente ~anera: 

los ~acro y ~icronutriente~ en solución, se mezclar~n perfec.tamen 
te con la sacarosa, se llevaron a un volu.~n det.errr.1nado con agua 

~::;1 !td~. ~ ~ey a;~s:~·t:~ 1 i~z~ =~~~ ~~~::r;;r-=~~!~l =~e ;d:~~~ó p~ 
15 •1 nutos. La parte or9An1 ca restante se preparé por sep•rado, ~·-? 
aj us.to el pH a S. 8 y se pas.ó a tra ... es de un f i 1 tro mil l 1 por e este · 
r1l; eo sequ1da se ~e:clo con la parte incrgan1ca y se vac::1.!:i e-\ 
11tedio en frds~os est~iles. ~a operac16n de IM!=cl~~c y ~acta.do del 
medio ~e real1:~ cond1c1or.e~ a~épt1cas. 

(>E>pen~;endo del e~olante, la proltieraci6n ctel callo pu~~~ 

surg1r .:Sel camtnurr •• floema o del par~r-.qu1f\"•a. Por lo qer.e,.al el ca 
lle se des.lr-rolla en un t1e1noo oe 3 i- S semar,as~ al cabo de la.e,, 
cJales deb~ SP.1'"" r~e...Orado a me~10 fresco. 

a) Selección del e1""plar-.t.e 

Con el i1n ne c>-St.i:!:·lecer en que t.1pc de c~.;:.l?.nte induc!.a 
meJor el t.e.}1dc -al !::-e~, se ensayaron C.C(Ylr::. e:,.p:c:-.t.es cotiledo.-it:--. 
de 5. 1(1 y =1 ó~as c'e e.:1a~, pla"<~u.las de 5, 11• C!fas y fragrnent~ 

de hOJas de :! rr.eses de e:1ad. Estos fueran lncculados en los d1f.,;, 
rE"-nle~ :r,f:"d;cs de cu!t1,,...::- en estricta~ co.-.d1c:1ori.es d~ ase;is.1a. 

Se c~loc~ro~ ~ ln:>=ulos por iras.ce oe ~ed10, en un total de 
::'(\ •r ~~cos por ;:. :tc!a tr at ami er.t.oo po~te-r"" l ormente -! ue,..on 1 nc:ubados a 
~ºe er1 co.nd:c10!·es- de- •ot ....... ?ef""!o~o 16/9 h lt.1:-/obs.::ur1dad. La res-



puesta de inducc1~ de tejido calto~o en los diferentes explantes 
iue evaluAdd visual~ente a l•s b semanas de incubac16n. 

bl Ad1c1a-t de COll'lple~entos natw~ales 

Se ha de.-nostrado q•..1e la 1nduc:c:ié:Jn y bu~m desarrollo de tejtrlo 
calloso en alqunas especies son alta~ente estintulados por co~pla
lflentos ~aturale~ tales cOl'lo, a9ua de co~o (Hetns.et ai. 1978) y e~· 
tracto de levadura <Hagi.ur1 ,et al, 198(1}. De ah1 que se hayan in· 
corporada esto~ co~ple~entos a los diferentes medios de cultt~ 
como se niuestra E!1'1 la tabla 5. En este coso fueron empleados co~o 
expl.:.nt.es, cotlledones ae 10 d!.as oe edad)' to; tnoc:ulac16n se re.a 
li~6 co•o en el inc1so anter1or. Estos cultivos se ensayaron baJO 
condiciones de ~otoper1odo 16/9 h lu~/oscuridad y oscuridad total. 

Tabla 5. Complem~ntos naturales. 

Contpletrtentos 

Agua d~ coco 
C300 ml/l) 

Extracte de 
levad~ra (3 Q/l) 
.. (J.5g/l) 
Me~cl~ A.C.tE.L. 

Medios de cultivo 
'1ur-ashige-SJ.:oog Schenk-H1 l debrant Ni tsch-Ni tsch 

MSbC NNaC 
MScC NNbC 

MSbL 
MS<:L 

\.!'>d .. ~~... la. 

To.hia. 

SHAL • 

CO">C:•~U-0..:\0n hQT""'Cr.Q.1. 

C= o.g ... ::i 6-

NN<:C 
NNAL 
NNbL 
NNc:L 
NNaM 
Nl>bM 
NNc:l"l 

~.~.5. C1né>ttc:as ae c.rec1miento dE? tejido calloso de O. tan.ata Ehrh 
por resiembras ícada tres semanas). 

A las seis semanas de lnduc1do el teJido calloso, ~ste se 
evaluc, y se proc.ed16 a efectuar la la. res.1etflbra d'el n.at.erio<ll en 
~edio de cultivo fresco; las resiembras subsiguientes~ reali~a
ron cada ~ semanas. ~n cada resiembra fue determinado el peso 
fresco del tejido calloso; en este caso se procedió a pesar prQ
viamc-nte loe¡, fra-seos qve c:onten1an el medio nut:,..'itivo -fresco, d~

pos1tar <en condiciones asépt1cas) la masa de teJido, y pesar nue
vam~nte los frascos. la díferenc1a de peso dí6 el peso fresco. 

La delerm1nac16n d& p~so seco en muestras de tejido calloso 
de cada resiembra fue por 11o~il1zac1ón <liofilt~adora Labconcol, 
esto con Pl fin de destinar- las muest.ras a extracción de cardiot6·
nico~ para su poste,..t~r cuant1~1cac1c.n-



3.2.b. Cinoticas de crec11uento de te;1do cal loso de D. lona.ta Ehrh 
con in6Culo controlado para determinar el tiempo de res1em
bra. 

Con base a las caracter!sttcas de inducción, crec1m1ento y 
friabil1dad, se seleccionaron los tratam1ento~ NN~L, NNbL y S~ 
en fotoper1odo y en obscuridad para determinar las c1néticas de 
creci~iento del tejido calloso. 

A las seis semanas de incubado el teJ1do calloso, tper1odo di! 
inducc16nl se realizo su evaluac1on, y se procEdió a resembrar 1 q 
de callo en 1ned10 frese.o, e.ste se 1 levo a incubac16n por cualt 1:l 

seinanas sná.""· Cada semana se tc"1aron muestras que fueron evaluadCls 
por los parAJnetros siguientes: 

Peso húmedo: el teJido de cada frasco se transfiri6 a un v1al pre· 
vta.rnente tar•do, se peso y la d1ferenc1a de peso dio el valor de 
peso fresco. 

~e~~5~e~~~s~:n~~~ o~~ ~~g~~~~ d~e e:e~~~~~ :e~~)6cº~~;t~~ h~r:~1 a~:~~e. 
roo y la diferencia de peso dio el valor de este parametro. 

3.2.7. E~tracc1bn, identificación y cuantificación de glucósidos 
card1acos del teJido calloso de p.tar..atc Ehrh. 

al EKtraccion 

Muestras de 3 g de tejido calloso cprev1amente 11ofili:ado) 
se sometieron a macerac1t.o en una me~cla de CHCl3--MeOH <1:1> du
rante 18 h, terminada la macerac16n la muestra se filtr6 sobre un 
matraz balón, el extracto se concentró ba;o pres16n reducid~, 

<Rotavapor BUCHI 133833> el res1duo se diluyó con agua destilada y 
se procedi6 a eliminar las impurezds (clorofilas, grasas, lipidos, 
etc.> mediante la e~tracció""'I con heptano. La fase acuosa de este 
tr•tamiento fL1e eY.tra1da 3 veces con 10 ml de CHCl, para recuperar 
los card1ot6nicos. El disolvente fue eliminado por evaporación ~-.1 

vaclc. Para pruebas posteriores de cuant1ficaci6n e identif1c•·· 
c1on 1 el crudo de cardiot6n1cos obtenido se red1solv16 en una m.1 • 
ni~a cantidad de mezcla CHCl;r-MeOH (1:11. La figura 3 muestra en 
for~a esquem~tica este procedimiento. 

bl Ident1f1cac16n 

Esta se realizó a través de la cromatografia de capa fina 
<CrCJmatoplac:as MERCY. de s111ca-gelc.XJ y GFz5• :::0..20..:'0l. Del crudo 
obtenido en el proceso de e·:trac:cion se tú~o una dilución et'l 
0.1-1.0 ml de CHCl~-MeOH (1:1l y se tomaron muestras por duplica
do, una de éstas -;;e apl lC6 sobre una pl ac~ de s1l1ca-gel, que !"..I? 

resolvió en un sistema de eluc16n de CHCl3-M~ (9:t>. Interc~la

das entre las muestras se aplicaron las muestras tes~1go, gito~\-



CLOllU)Jl'Oll .. O 

... E"1"4Jol0\. 

TEJ l DO CAl.LOSO 
1 

CONGELACION 
1 

L!OFILIZAC!ON 
¡ 

....,.CERACION 
con CHCl 3· MeOH 

1 
CONCENTRACICJ-1 

1 
EXTRACClON CON 
HEPTANO 

1 
EXTRACCIDN 
con CHCl~ 

1 
CONCENTRAC!ON 

1 

c1..oaortL.AS. 
LfPltJOS 

GLUCOSIOOS CAAOIACOS 

r-------~--------1--~-------~-------., 
l OENTI f'I CAC l ON 

C•OllfATOOllA.F"IA 

DC C.P .. rtH~ 

CUANT! F l CAC ION 

c•OWATOOll;Art.. UQ.Utl:>A 

ni;: &.LTA. aESOLUCtO¡.I 

Figura 3. Diagra.1t1a de la extracción di! gluc:!:sido!:- cardiacos t-..-. 
TeJ1do calloso de Di6ltal1s tcn.aCQ Ehrh. 

na, dtg1tox1na, diqo~1na y lanatos1do C. Las placas se ~evelarun 

por aspersión de una .e~cla de clor~~1na T (~41/Ac1do tr1cloroace
tico (:!!}~) en r~lac1.::n 1:4 y calenta~tento a 1oo'=t: fNover,1972l. 

Esta se reAl1:6 por H?LC <CromatogrAfo l!quido de alta resn
luc16n P~rk1n-Elmerl la ~uestra ~roblema se aisolvio en l ml d~ 

etanol al 9S -::. que conten1a una me-::cla. efe 9St~ndarJ:l's t01gow.1.f'l.a 1 

d1QO~i9enina y d1g1to~1nal, se inyectaron ~O µl en una colu1'9na 
pec:os11 C-19, teniendo c:Olf\o -fase nóv1 l ac:etoni tri lo al =·3~ con uil 

.fluJo de 3. ml por- tr.HlLJto y una pres1ori de 900 a 1000 psi <bolaOA 
{113ac::r.at1ca Perl-.1n ElttiE>r :"50), las muestras fueron óetec.taCas a 220 
""' .::-., lw= \tltravlolet.a <E:spectrofot.ómetro P.erL1n-E:lmer Lambda .3P.>. 
L,;is c1,.1rvas. de coric:e-ntrac1~ f1...1~ron tomadas en uh registrador 



(Perkin-El-er RtOOAJ y la concentración calculada por el ft'létodo d~ 
Are~ bajo la curva. 

3.2~9. ~nAlisis estadlst1co empleado para determinar diferencias 
altamente sign1ficat1 ... as en el crec.1miEtnto del tejido 
call0$D de o. lonato Ehrh. 

Tabla xp Análisis de varianza de un di.sena CO<r•plet.:lmente al a~ar 
con diferente nún:lero d~ repeticiones. 

Fuentes de Gr a.dos de Suma de Cuüdrado F 
variación libertad Cuadrados medio calculada. 

t:.rataftliento-s t-1 
~Yr.. .¡ CMT 

ET 
~ ::f l. ~~~ t-i 

CME 

error ::=ri - t dilerencia 
t~t \:el 

total ri,. ;z 

En - 1 :!: !:Y'1.J v' 
\.:.t. , .. tr.. 
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4.0. RESU...TADOS Y OISCUSION. 

al Se~1llas: El trata~iento empleado 1nd1c6 una eficiencia 
del 100% en la asepsia del material y asegdró la per~anencia de la 
viabi ti.dad, y la gerfflif"lac.1Cn en ur. q5:,:. Este tnlé>todo fue empleada 
anteriormente con otra espec~e del m~sma ~~nero, D.pu.rpurea, obtP. 4 

n1 éodose respuestas SlMl lares et. cuanto a porcentaJe<5 de as~si a y 
ger•inaci6n <Beltr.in,198q). 

bl E~plantes adultos: Oe los trata~ientos experimentados para 
la obtencion de e~plantes asépticos de edad adulta, s6lo dos de 
éstos aseguraron la total el1m1nac16n de ~tcroorganismos patoge· 
nos. Los triita"''entos referidos son el 1 y F, que presentarot"I 
tiempos de exposic:16n a etahol e hipoclor1to de sodio 4/2 y 3/1 
minutos respe<:t1~amente. Sin er.bargo, el tratamiento F presentó 
vef'\ta1as sobre el tr.atarnentc t al r.c evid~nc1a,.- los explantes da.
no debido a la expos1ci6'1 de los agentes des1nfestantes. 

4.:::'. Efecto del medio nutr1t1vo . .,, de la cor·centrac16n de =,4-D y 
cinetina en la inducc16n de teJtdo cal leso de O. lo.7":..0tc Ehrh. 

La tabla b reporta los med1os nutritivos y la relac16n de las 
concentraciones de 2,4-0/cir.etina qüe 1r·C•_1;eron te11do cal loso dq 
D. lc:~.at~ el"lpleando cotiledones de 10 días- de edad. 

Tabla b. ~dios de cult1~0 suplementaoos con :,4-0/Cinetina que 
presentaron 1 nducc16n de teJ 1 do cal 1 oso en D. lar.ata Ehrh. 

2,4-D/c1net1na 
ppm Murashige-S\.r.ooq 

1/0 
110.1 
2/0 
21"2 

MSb 
t:S:::. 

f-.h tsch-N1 tsch 

NNa 
SHA 

La lnducc16n y crec1m1ento del callo de D. tan.ata. se vi.!> favo 
rec1da en medlo NN y SH, se pudo apreciar Que en ...-.ed10 MS la res
puesta a la 1nducc1~n del teJtdo =al loso era "~s tar~1a y de ~enor 
fr1ab111 dad; El teJ ido pr-u.::eder.t.e del 1 os c:ul t 1 vos en med1 os NN y 
SH, después de seis serr.anas, pr-esel'tó :.nd1C1üs de desdi-fereonc:fa·
ción en las ce-lulas del e:--;-~a'"'.~e, es decir-. el inóculo se aprecia· 
ba hinchado, transluc:1do, de cons~stenc1a poco f1rme. Por su par
tP., el teJ1do t<n lf,ed10 MS. se encontro necr-;::is.ado, con una fuer-i..e 
pre~e~c1~ oe 0~1dac1.,.. 



Un• apreciaciQ"\ visual del teJido obtenido de los tres me
dio~ básicos, pudo evidenciar un qrad1ente de favorecim1ento de la 
inducc:.16n del callo con respecto a la d1~m1nuc16n de la concentra· 
cien de los sones co.poneotes de los t~es ~ed1os nutr1t1vos (vE'1"" 
t~bla 71 as1, se pudo observar unii rr,eJor 1nch.•c.c.16n de cal lo en ~, 
el cual posee en su formulac::1ón m1n10>ral la menor concentración c.~ 

iones, 'Setjl¡Ulda del medio 1J1ed10 SH, y· f1n.alrt1ente el medio MS indl.JO 
de a.anera menos favorable la formac16ll del te;1do c.allcso de D. La.
nata, éste es el medio que posee la ~ayer concentraci6n de tones 
Minerales de los tres ~ed1os b~sicos experimentados. 

Tabla 7. Balance de tor,es en ios 1T:ed1cs -je cultivo Murash1¡;e-Sko~ 
Scnc~n~--Hi ldebrant y t~1 ~scr-.-N1 tsr:.h. 

~.rr .. ~os ~:=:: c::...1t..:J't"'d~ 

compuesto o l6n Cor.ce-ntrac1ón tmg/l : 

l'1S<1.0d21 NNciPdO· 5H;tP?%) 

NO> 2480.0 ll47.(1 155('1. !) 

NH• 360.0 16~.o 45.0 ... lOlol. 940.0 385.0 385.0 
p .. 

46.5 15.S 77.5 
K• 840.65 391,.•_I 977.S 
Ca 

.. 
120.0 6L'l. (1 60.0 

Mg 
., 

3.6.45 18. '27 36.-15 
CI - 213.0 106.5 IOb.50 
Fe:~ S.585 5.585 3.07 
s SS.360 31.520 51.808 . 
N• 4.b46 4.642 2.553 s·• 1.080 1.620 0.864 
Mn .. 5.500 5.50(1 3.300 
Zn .. 1. ""2 2.~89 0.2=89 
Cu •> 0.00635 0.00635 0.0509 
Mo+CI 0.0960 o.c•qbo 0.0364 
Co •2 0.0059 0.023b 
¡ · 0.634 
Inositol 99. 110 Q9 .. 110 99.110 
Acido nicotlnico o.4q24 4.9:4 4.9.24 
Pt r 1 dOK t na-HCl 0 .. 514 0.514 0.514 
T1.iiUftina-HCl 0.101 o.so9 s.osq 
Acido FOllCO 0.441 
Bintina o.os 
Gl1c1na 1.876 1.876 

Respecto al rango de corrcentrac1ones t',ormonale~ que se mari~ ~ 

Jaron en e~te estudio, co1nc1de~ con la may~r!a de los reportes d~ 
la literatura. Staba C196=> induJO teJ1do calloso en seis cspec1es 
de Dteital:.s con 1 y 2 ppm de ::' 1 4-D en medio nutr1t1 .. ·o MS modi.fi-



cado; sin embargo, el teJtdo qu@ obtuvo presentaba Mn6dulos como 
ratees en algunos callo~·, esta respuesta es similar a la que 
aprec1a•os en el teJtdo calloso obtenido en medio Schenk-Hilde
brant con 1/0.1 ppm 2,4-D/cinetina. No obstante que e5tas estruc -
turas se eliminaron durante la res1e~bra, volvieron a aparecer, 
pero en una for•a rn.ás fina. Gar-ve, et al, (1980> indujeron teJ1do 
calloso en un medio modificado MS, con baJas concentraciones d~ 
2,4-0, a partir de explantes florales. Beltr~~ (198q) reportó ~l 

uso del medio de cultiva Schenk-H1 l debrar.t suplementado con 1, 2 y 
:S ppt1 de 2.4-0 y 1/1 ppm de 2,4-0/cinettna, par-a la obtenci6n de 
tejido calloso en e~plantes de O.purpurea, obteniendo buenos por
centa;es ce crecimiento-¡ fr1ab1l1dad. La ut1l¡::.ac16n del .-iedio 
Schenk-H1ldebrant no ha01a sido reportüda en D151tal1s tanat~. 

Este medio nutr1t1vo posee un amplio espectro de respuesta fayor~
ble para el cultivo Lr• tJttro de especies vegetales, pues ha sido 
enipleado tanto en fnonocotiledoneas CC·l"IO en dicotiledóneas. 

Es importante se1"ialar que la respuesta que se encentro en los 
test1qos <sin hormonas> de los diferentes ~ed1os de cultivo fue la 
regeneracién total de la pl~ntula a partir de los cotiledones ino
culados bajo condiciones de fotoperiodo, en tanto que en oscuridad 
la regenE!'f""~ción era incompleta. 

4.3. Efecto del tipo de eyplante utili~ado en la inducción del te· 
j1do cal loso de D. la ... .Jta Ehrh. 

De los diferentes tipos de e~plantes usados, la meJor res-
puesta a la inducc1én del teJido calloso se localizo los 
plantes de cot1ledo~es de diez dias. 

Tabla 8. Respuesta de d1 f eren tes e'>'pl antes de D. lana!a: a 1 a l nduc · 
c1a-i de te1ido calloso. 

Edad del tiempo de grado de 
e:-:plante 1nduc.ción inducción 

coti ladon•• 
5 d1as b ser..anas incipiente 
10 dlC'tS b se1T1anas avan:ado 
21 di as 7-9 seinanas taedi o 

fr•g~to• d .. hojas 
2 •eses 12 setT1an3s .,edio 

pl•ntulas 
d!.CIS b sen:anas incipiente 

l(I olas 6 semanas medio 

F"r~:i.t:~•.=-.;;.-.h~::....:i de c-.:tul;:a; :::r..i• •• -:! .. ~;,r•;o""' • .., o.gua.. 
Nr-t~ C...ll•vo., r•:i.h:~• •"' ~.:>• .,...d~o• \.r.di..::~• • ..., to lci.t'.~ t'> 

fri abt l id¡¡d 

no friable 
friable 

no friable 

friable 

no friable 
no friable 



Los ~esultadO'S. obtenidos co1nc1den pleriaee~te con los datos 
reportados en l~ literatura. L~ -a~orLa de los trab4JO~ lHdg1a0t-1 
e-t al, 1990¡ Gorve et al 199(q Sti4ib.:l. 196~) indican ld 2nducc16n dw 
teJ1do calloso d~ D- lar.a.ta eo ~~t1ledones ce ~Je""Plares de .-nenos 
d<? da'!i sein.an.as de fKlad. HaQ1.,~r1 tl't -::ill- f1980• tnducE-n callo -'\ 
~xplant~~ de hoJas (lra9"~nto~ de 4 ~ l sin menc1o~a~ la edad c~l 
•'>':Pl-Ant~, nt de':allar la zona de 1n1c1ac1ón t' yrad<:l de fr1.at.1l1 
daC:. Garveo €·t ül, <1980, re~ortar, e? uso Ce partes f.lorale-;; t:o.o 
explante-s. p•r-• la iorinac16n del teJ1do cal loso de]), lar.ata, deb1do 
a la c•pac1dad de este tipo de teJ1do d for~ar erabr1ones s~t1co-. 
y l~ rel.ac16M Otr~cta Que tiene con la forrrac1~n de cArden6l1dos. 

4.4 Efecto de ld od1c1u. de comole~~ntos ne!~rales y cond1c10t"les 
de ilum.in-.ctCiro en la lnduct:tón ce te;1do calloso de D. !.::in.a.ta. 
Ehrh. 

Ldl tabla 9 describe los se1c.; 1T1<Pd1os de cu!t¡,vos que 't1..1 ... 1er0ti 
efectos pos1t1vos sobre la 1nducc16n ael callo de D. ta.n.:.:.ta Ehr~. 

L• adieten Oc t:~nc:entr.acione~ r.:ioderc>.tt.ente altas. c:ie t.ma fuente de 
nitr-6genc orgAnic:o, e ... c.qend al <l'..CO:o r1..itr::.t1vo ;:¡r1Q1nal, tal coato 
el P>1:t.racto de levadura, +•vorec:tC,. un Ouén crec1r.11er-.to del teJ1dc 
c:al lose.. 

Tabla 9. Hedtos d~ cultivo complementado~ con eKtracto de le..,adura 
que favorecen la indu::c.1!1:; del te;1do calloso D. lanatc 
Ehrh. 

EJittracto de medios de cul t1 ... o 
1 ~vad1.u·a M'..lrastii 9e-Skoor; Scht>n~-Ht ldebrar1t 

3 qll 

1.s 1111 

L 

MSbL 
1'1ScL 

SHAL 

Ni tsc:h-N1 tsch 

NNaL 
NN!JL 
NNcL 

Se ob~ervaron buen~ índucc:16n y cre~1miento del teJido callo
sb ~ los lll'<e'd1os con extr•cto de levadura, mientras que el agua d~ 
c~c:o y la tne~tla de •oua de coco/extracto de levadura no eJer
c.1eron on e.fecto óeter1111nc.:-,te 5obre é-S.t.e. tanto en fotoperíodo co · 
~o eM oscur1dad to~al. 

El crec1m1ento y la fr1ab1ltda.d de los culti ... ·os de tejido ca
lloso en los medios NN, SH y MS, ~e me;oró notable1r.tmte cuando 
mantuv1er0f'\ en oscur1dad tot~l, s1n e~bórgo, el teJido callo5o en 
medie MS, no alcan~6 l~ fr1ab1llda~ ~t el crec1~1ento de les otros 
dos ~ed1os a~ culttvn lver f1g. 4). 

JC 



Fig. 4. Efecto de la ad1ctón de\ e~tracto de levadura 
en teJ1do calloso de ~s~taz~; lanata Ehrh. 



Algunos de los re~ultados obtenido~ en e~te trabajo contr•s~an 
fuertement~ con los encontrados en la literatura, He1~s ~t al. 
<1970) reportan ta inducc1on de teJ1do calloso en C ia~ata, en IM"" · 

dio NN con l ppm de ':,4-0 y ~00 ml /\ de aQua de coco, sin hclCFr 
lftenc1.6n de la!> cond1c1ones de tlulf\1nac16n. En nuestro ca-;o, la e.·:· 
periiner.tac1on reall=ad.a con ag\.tcl. de coco como complemento, fue ne
gativa tanto en condiciones de 1lum1nac1~n coma de oscuridad. 

Hag11nori. E?t c..:.. <196(1) reportan tnducc16r. de callo W1ed1·• 
l"lS con 21~ pp~ de ~,4-0/c1net1na y 3 gil de extracto de levadura 
en condiciones de oscuridad total. Comparat1vamente, de los ~edtos 
de cultivo el!'tpleados pcr- nosotros, el r.-.lt"dto r1S m.:>str~ se1- .-.er.os 
fa .... -o ... ab1e par,:\ el desa~rol lo del te11do e.al loso, sir. en.,bargo. t-.1Jh"l 
coinc1dencta e-n la respuesta ob!.en¡da en \os medias r~N y ::H. 

4.5. C1nét1ca~ de crec1~1ento de tejido calloso de D.~anatc Ehr~. 

l.Jn.a vez determinados los requerimientos nutr1cicnales r hor
irtonalEs que a.fectan la inducc16n C31i?\ tejido cal lcsc d¡;:.;; t.::::-.. c:c.::: ~~ 
siguió el crecimiento a través de una. cinética en los medios ~t.:> 

cultivo NN~L, NN~L, Nl'kL, MSbL, MScL y SHhL, tanteo en oscur:c~d 

c:or.-o e·rl .fotoperiodo. A c:ontinuac:16n se detallar-, a~pe-ctos de 
co~po~tam1ent~ tanto en ~rectmiento como en iria~1l1dad. 

La f1Qura 5, muestra el crec1~1~nto er. peso fresco del tejido 
calloso en medio SHAL incubado bajo fotoper!.odo y en oscur!da.t. 
AstintSITK), s.e presentan los valeres de error estándar parc.:1 ca(.:3 
punto. C.::..-no se puede observar desde P! hasta R4 hay ·.•n incre-Tient.o 
en peso del teJ l do 1 ncubado en fotcpert odo sobre los cu1 t l vo5 en 
0'3.C1.1r idad, sin emt.iargo en R'S el ccmporta"<1ento se ¡,..,vierte, el 
peso fresco de>:Ae en fotope~:odo y aumenta en oscur1d~~. Esto 
puede explicar por la t.t:::>nder.cia del teJ1do a ox1darse, otservci='a 
desde las pr1.rneras resiembras, y que en e~ta resiembra y.3. es to·-:1-
ca para el t.eJ1do; en tanto que en oscuridad, la º""·1daci6n no S.'~ 

hace presente, el cal lo crece bter,, es compacto y disgrega.ble, 
~unque emite pelillos que son eliminados durante la res1emb~a. 

Las f1guras ba y 6b, corresponden al crecimiento del te11dfl 
calloso en !::i:s m~ios t'!SbL y MScL; al 1gual que er1 el caso D-r.te
r1or, ~~ dan los valores del error estAndar para cada punto. En 
.atnbos culti ... ·os el comportaa.1ento es similar. el teJido en oscuri
dad adauiere mayor pe5o que en fotoper1oco, donde se necrosa ro 
pidan.~nte. En oscur10iid su C.rP:::1n'.lento es lento <son las valor~s 

.,-.:..~ baJos de los seis cultivosl los callos son r,\1.1y com;:>ac.tos, casi 
duros, ~o~o dtsgre~ables. 

:_as i1qs. 7a y 7b muestran el crec:1m1ento de1 teJtdo calloso 
so~re les mc-d1 ns ?JNaL, N.NbL y NNcL • as1 como el err(;)r -=st.ándar 
par~" :?id~ punto. En la -l1gura 7a se observa que los C'..llt1vos pre-



a'ledlO SHA:__ 
.fotop. 
oosc .. 

.rror standard 

Rl 
0.0794 
0.0245 

R:? 
o.o'?S:i: 
O.ObOI 

R3 
0.2937 
0.2136 

' I 
! 

I 

R4 
0.1>346 
0.4228 

R5 
1.0187 
0.9280 

Fig. 5. Cin&ticas de crect•i~nto de tejido calloso de 
D. t.o::n.o.ta en •e-dio SHAL (110.1 pp~ 2,4-D/cin.J COlflPle
:entado con t.S oll de extracto de levadura. 



•edio ,.,SbL 
.fot.op. 
obsc. 

l osc:s.n.1'1i 

A ht..penock 

rtsif'lll}.ru (c:úa tni Stall!&Sl 

error standard 

R:Z 
O.Ob61 
0.0778 

R3 
0.3121 
0.1011 

R4 
0.4079 
0.2319 

RS 
0.7838 
0.5420 

Fig. 6a. Cinét.icas de creci•1ent.o de tejido calloso de 
D.lar..ata en ~echo ~SbL <2 pp~ ~,4-Dl. Coftrpte~entado con 
3.0 g/1 de extracto de levadura. 
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. • 
J 
] 
1 

J 

1 
.1. 

.edto ~ScL 
f'otop. 
obsc. 

error standard 

Rl 
0.481 
0.0346 

R2 
0.0909 
0.0793 

l 1"5t'tlriiÑ 

L. hb,.tit:H 

R3 
0.1724 
0.2251 

1 

1 

R4 
0.5108 
0 .. 5495 

RS 
O.Ob2 
O.bó52 

Fi;. bb. Ci~étic•~ de ~recim1ento de ~eJ~d~ calloso de 
D. lan.'.Jta E!fl taed~o f"!S.::L l2f2 pp~ 2,4-0/cin.l. Col'AfJl~~
tAdo con 3.0 9/l de ey.~ra~to de levadura. 
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venie-ntes del -.edio NNaL incubados en "-otoperiodo, denotan un 
increcaento ~yCW" del peso fresco, desde Rl hasta R~ con res.pecto a 
los cultivos desarrollados en la oscuridad. Sin e.t:iargo en R5 Ql 
auaento de peso fresco ces.a y decae debido a que el tejido lftue$.
treado estaba total.inente o•idado. "ientras tanto, el tejido en 
oscuridad crece a una velocidad sostenida, Co*Pacto y friable, de 
coloracit!::n a-.arilla. En esta &i§..G)a figura se observa el comparta
S\i en to del teJ ido obtenido en medí o f.IN!:>L, el cual ad qui ere mayor 
pesü fre~co en oscuridad que en fotoperiodo a lo largo de las re
sien.bras -.ue-streadas. Al igual que en los otros cultivos en foto
periOdo el tejido se ne-e.rosa, en tanto que en oscuridad crece COl"l.-

pacto, disgregable y de una coloraci6n amarillo-naranja. El creci
•iento del tejido en ~edio NNc:L se encuentra qraf1cado en la f1q. 
7b, donde se ob~rva que el ca-portamiento es similar al de los 
cultivos anteriores, @'Sto es, -.iyor creci~iento en oscuridad y 
friabilid•d favcrecida. De la serie de cultivos imple.~tados sa
bre el IM?dio básico NN. este últi!Ml cultivo present6 aenor crec1-
•iento y friabilidad. 

Los resultados y Observaciones de estas cinéticas, per•it1.;;
ron determinar los tDedios de cultivo donde iniciar y mantener t.~

jido callos.o de D. ta.7\.Q.ta, su...cept.ible de ser tr.a.ns.fer1do a culti
vos en suspensia'l. Los cultivos que alcanz.a.ron mayor 1ncre.ento de 
peso y buena friabilidad fu~on NNaL <t pp~ de 2,4-Dl "*'hL (2 PP• 
de 2,4-DJ y SHAL. {1/0.1 ppm de 2 1 4-0/cine~inal con 3 Q/1 de ex
tracto de levadura para los dos pri~os y 1.5 g/l para el últi111•), 
incubados en oscuridad (ver f1g.S> .. 

4.S.1.1. An.á.lisis de varianza de las cinéticas de crecimiento del 
tejido calloso de D. tan.a.ta <por resielftbras> en los medios 
de cultivo NNaL, NNbL y SHAL. 

Los datos provenientes de las cineticas de creci~iento ~~ 

utili::aron para desarrollar un análisis de varianza <el cual se 
resume en la tabla 10) que r,os indica,..a posibles cambios signifi
cativos estadisticamente a lo largo del tiempo de resiembra. 

El analis1s de varian~a de los datos obtenidos en la recs1~m

bra Rl {al termino de 1.as seis ~etr>anc.s de inducción) está indican
do que no hay diferencia altamente significativa en los medio~ 

NNaL, MOL y S~AL. Este resultado coincide con la apreciación fí
sica del te1ido desarrollado, a esta edad el tejido es inducido 
1 entame-nte. 

En 1a res1embra R:" el analisis dt¡. varianza del crecimiento 
del tej:do obten~do, tanpoco presenta diferencias altamente s1qni
f1cat1vas. Esto se e~plica Pº' que la prol1feraci6n del tejido ca
l los.o al.Sl no está disparada en su totalidad. 

E.n R3 el ar.;..\ i sis de var1 an=a del cr-eci mi en to del teJ ido ca-
11 oso de los ITlt!'dlos NNaL, NNbL y S~AL presenta diferencias. alta-
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't' 
/j 

J ,~. /" 

.r;x: ~ 
1 f~/ 
1 .. r \ 

J l' \ 
lj \ {j 
1 4'/ 
1 ¡. /li 

1 
,:4, 

//i>,/ 
/'/ / /f j oscuridi.d 11111. 

1 ~/ 
o lotoPl'riod• lft¡L 

/ 

' oscurida.d 11(!.1. 

~ fotoptrioda MKLL ' 
1 a; 1 e 

error standard 

medio NNaL R1 R2 R3 R4 R5 
fotop. 0.0220 0.1376 0.3911 1.0'145 1.0575 
obsc .. 0.026'1 0.1164 o.1754 0.60'1'1 0.9967 
medio t-.lNbL 
fo top .. 0.0277 O.Oo4'9 o . .; .. )76 0.5297 0.30'12 
Ot1SC. 0.0371 0.(1748 0.2937 0.5'159 0.4057 

F19 7a. Cin~t1cas de crec1m1ento de tejido calloso de D .. 
I.anata en medio t..iN.sL (1 PP•"' 2,4-01 y NNbL C:' ppm ~.'1-0l. 
Complementados con 3.0 gil de extracto de levódura. 
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l 
V 

•dio lttcL 

/ 
! 

/ 

i 
/ /, 

i I 

/./ 
' i! 

/./ 
/ , 

)>-----__.. 
/ 

.l. ¡ 

~/ l! fotoPtr10do 

Á o bscuri d 1d 

medio NNcL 
f'otop .. 
obsc. 

ruit .. bns <ridl 3 stttlftlS) 

error standard 

Rl 
0.0374 
0.0533 

R2 
0.0856 
0.1216 

R3 R4 
0.2520 0.5773 
0.3715 (1.6391 

R5 
2.3100 
0.8126 

Fig. 7b. Cinéticas de crec1ffl1ento de tejido calloso de D. 
lanata en medio NNcL (212 ppm 2,4-0/cin.). Complementado 
con 3.0 g/l de e~tracto de levadu~a. 
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F!g. 8. TeJ1do calloso de C1~Lta!1s l~natc Ehrh. 
obte"'l1.::So en r.1e!:!10 r.:~.,:aL~ Nt.:bL y SHA'...... 



Tabla 10. An.21.l1<Sis de var1an;:a de las cinet1cas de cre<ilWliento ú~~ 

teJiao calloso de D.l.=. ..... J~a E:'hrh. por resiembras, cult1 · 
vado en los medios NNaL, NNbL y SHAL. 

R1 

R2 

R3 

Fuentes de 
v.ar1ac1i..."<l 

Gr~do-s de 
1 i berta::i 

Tratam1entos 
Error 
Total 

"' T2 .: T'.I 

Tl .,- TZ 

Trato.~t el"\ tos 
Error 
Total 

To : T2 = "' 

'!°f""ata~lentos 
!::r ... cr 
Total 

T> "' 

71 
•~ re 

'.2 
65 
67 

r, r \~bl;::.a 

F< ' r l.:i.bl~ 

:: 
6'.2 
o.; 

F< ' .- l.:i.tl::a 

... re , r t.:i.tita.. 

SuMa de 
cuadrados 

C.'.::O(;S 
1.6684 
1.86q~ 

1.449 
15. 18ü4 
lb.6::::q 

5.6$14 
7';:;. 6Cb7 
79. -!j.):' 

Cuadrado 
med:o 

o. 1004 
O.OZ4 

o. 7'.:4'7 
o.::3::5 

Fe F tablas 
<al l'X.l 

4.15~ 4.99 

:. 10:: 4.99 

36.4~~3 63.75 4.~s 

C>.'5870 
36.~343 

cr.ente s1gn1f1cat1vas. As1~1smo 1 se pudo observar que tos cult1~cs. 

ya d1i1erer. en =aloract.!n, co.~s1stenc1a y apar1enc1a. Term1~aco el 
per1cdo de adapt.:.c1~ del e"'plant.e al ,c,e:'.110 éa cult1 ... c, la<: c~lt.•
las di".:". lar..::.:..:: -:;e di-1qen a una etapa ae co.-i.t1:",wa d1:.,.·1s1on, que 
aepende de las c=>nd1c10.-.es r·utr1c1c-na.1es y ambl.ent.ales. 

C'"'\.Jrl"'.y ~:. .=;:., l!-990) con:::. ~-pt:--e:::.. analt.zaron la tri.fluer-. 
c1.a Cel t.1po de e•plar1te y del lf'edio nutr1t1vo ~:15 y $H) con 1 PP<n 
de =,4-~ y dtferer.tes cci.nc:::entrac1ones de c1net1na. con el f1n de 
deter.run~_r ta fuente de nayor var1ac:::1en en el crec1r.nento dE\ 
tejido c.al\osc. En.::~tr.;rp.,-, que el -':'>ed10 s:-1 est.1n:..Jla el cre;:1:-,1er: 
to"'~'=- fi.1erte.-.ente qu.e e! .~:ilo 1'15; S1'"1 e,.._ba.rr;o, no determinan una 
ccnc:::ent:--ac1ón .!:pt1r..a de c1net.1na. El an~21s1s de var1ar.=a fu~ 

r~al1=adc ~a~a ~~1ti~os de teJido ~allüso de una edad de trece 
61e.::.ise1s ~.~se~, esta cara.:t~r-~ =-tl..:..;. ::.r .... a!1da una pos1ble compara
c.1cn ..:.en e! ar...al1s1s desarrollado ;¡ara D. t::.r.cto: . 

.!..S.: .. C1nét1cas Ce ::rE:c:::1~1Fnto ~on tne:culo cont.r-ol.;1.00 para dc:ter
tVi.~ar c.';. t.1r:r.;:-c !!e reSo1err>.b ... a. 

Una ... ·e.= ce.:1r.:C::.=- le.-:; rr.ed1os ce .: .... lt1vc lOó-neos para. la 
c:uccL_ .. ,, cel :e;:.:-;:; cal lose .::e D. L:::~!..::, éste iue reser.Ora.do cclld·:. 
:rr~ ;;-emanas de acuer~c: a lo re~:;,rt;;aóo y.ara D. p--.1T_C'..JZ'e:! t9eltr~t"'I 



lll--------------------

1 

'] 
1 
i 1.5.i 

¡ 
! 

·~ 
1 

¡ 
i e; 
B 

/~ 
.-.. / 

/~;/ 

! tfb .. L 

~ lt<l.L 

G StU:IL 

¡ 
,-- a+----.----------,-------------~ 
l B ' Z l 

Fig. 9. C1net1cas de crec1m1ento de teJldo c.."lloso de D. la.nata 
en m~d10 NNaL <1 ppm ~,4-0), NNbL <~ ppm ~,4-D> con~ gil de 
e~tracto de levadura; medio SHAL (110.1 ppm ~.4-0tc1n.l con 
l.5 g/l de e>:tracto de levadura. 
~l Pesa fresco; bl Peso seco. 



1'1'89), s1r. e,r,betrgo, hc.b!,:.. Qf!f:? d'=cti::-,...,1.in¡.r- e:>! t;.~~.;:;i: . .:.: .::u.al ,j..,.Uet"!.::. 
efectuarse 13 rE?sJetr.br.l, es declr-, cu.._;:-.;:o e-: r,c-.: .. o:.~,;.r-:.c. :.ur..1r.1str-.=;r 
nuevos nutrttt>..:> .... tos al CL'lt1..,o ¡::;,a..-.;; s .. • o ..... ~n- c .... ecc:¡,T:en:.o. Se Sl:;¡utt.. 
ron las c1r-.ét:cas c::.n 1n=.c;..1!.::i c:.::rtrc:~dc. o~~ : ; .¿.~. r;es:;:., fr-esc.~. 

Los re>5.<.•lt.o.dt.s de cr-10,,:.;,;qer.tr .. =--r· ;€'~.-. ~ .. -Co· .. ._ ~f? ee-.::• .. 1E=--t""'o3n 
repor t.ados. eri l.;. f 1 ;;ur a 'l'a. ::•.::ir.a~ sp pvede :il• ser" ar- t.rn i r,cr- ement V 
9e-neral1~adc. er. lo.:; tre-=. r.t:·ó1c.s dE- .::ulti,..c, Sl>=-rtdo ¡f'l.ayc.r en SH,.::.L~ 
sequ1óo C•t:r NNt:'lL r· t.lNaL. L~ CHi~t• t.Co ~!o p,,-::J:,, ser- se~ulC::~ t-,,:,.$1 ~ 

J,;:¡ ~er,;. ::.<:-·>.ar.,;, ve O'Je er. 1.¡:. : ... 1ar":.c., el "Ec-Jld~ se s-r.:.ontraba e; ldi!i 

"º· 
f;:,t;:. c1r.e-:1c,.. tan.tJ1¿.n 5e c:•e.:~....::. oeter-l'l"lr•unac. el oesc se.::.: t!1: 

los cult1 .... os en Cddi!: seit,¿,,n;i.. En l:s .f¡g -;::;. se puf::-~e obc:=.ervar qwt: t·l 
colt1vo e . .., S'H~~ t~E-r·e wn cott.po,...tart1;ent;:. 11..-. .-":;.! a lo ldl'"QO d.:- las 
tres ~~~a~~s y •upe! ~u• aa:~·1~1~ ~.~~=·- c~~o. en ~~~t~ 00~ !~ • · 
r¡ cic1t.ri e" t.trJ.:'.\... y tJrJbl r·-·.rde r.c, s~,.. ªP' E.:• et:~, =:..:..! ... ·v -e-r. l:. s~::-.,:;r,¿:. 
cer::: i5Pm~r:1 11~- .-~o:-~::· ::t:- c.<Ptt .ri e::-: . .:=""€'! ::::'>~.:-· ~C':'C• ee- r~~~r.L e: 
,""; .. ¡,, y'C:.f' 'i:U~ t:::< dC, 1 .~Jbl. 

Con el fin de dar una meJor 1nterpretac16n ~ los re5ultc.d1 ~ 

de la~ cinbt1cas de cre~1m1ento. s~ prD~ed1~ a calcular la ~eloc~ -
dad espec1~1ca de crec¡1f,>.ento 11...J y el t.iem¡:.o de :::!uplJ.cc.c~~n ~tdl 

de la ~a5d c~lular de teJ1ao e&! i~so de ca~& ~no de los cult1 10~, 
105 cuc.i.e-s. So!:' 0t.ser ... .:..n E>r"l li< f1-;uP";. 11-1. s: :.i..1t·,~.;, quE- du;Jli:::: rr.c.;;. 
rapsdc.tmente su th.lSd celul.sr .fue e-1 SHML CC!"1 ur. ta .:. 2-.ü:. =.t=-mar.a~, 
seguido del cultivo ~.l?J,;.L con td = :-. >l setT.,:.-,.¿:.;.. ¡ ~1nalme!ite m.i~L 

con td = ~.SS s~m~n~s. 

4.5.2.1. Anál1s1s ce vartan:a del cr~:1m1e~to por seman~E del te-
Jldo calles.o dt? Dt:P.!atis !.:z~.::it:::.. med1.::.s de cult1·.1::. 
Nt4aL, !'~~./bL y SH:.L. 

Lu Tabl~ ll det~lla 10s res~lt~dcs ~el ~~~ll51Z est~d!~t1=~ 

utll1=adu para detto>rm1ni!ot' var¡c;c1or,e1S 3'l:.~.,,,::,;-,te s1qr;1:.1c~t1 ... as 
el crectm:p.o;t:-· ::'el teJ1do c~llos0 a lo ; •• P"~c Ce tres s=-manae:. 

LLIS re-=.u;t,;,C::::s 11,.::: • ..:...:..n c.¡...,e¡- r.c; ;,"", ü1i~rE:-r1Cl<:1S iOlt.;.tt.~r.t.t:' ;.1g
n1i1ca.t1-... ,;i.51 lo c1.1a! c:oncue-do con lo~ d;.t.j5 t:.tit.en1dos p,:;ra R2 en 
l.;.s c-1netiCEi!: ::s- ~r~c.1.1t-ient.i::• ~o,. re:i1e.;;.::,r-.:,is; cc.r·OI.? :::: -=.e-r-~¡>. 1i;1..k: 

a -; -semar.¿;~. 
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F1g. 10. C1oet.ic:as ='e c::rec111:11ento en es.cala logar!t:m1ca de 
teJi~o calloso de~ !~n.ot~ Ehrh. con. inoculo controlado en 
med 1 o N:'-'aL, l'·"Nt!L y SHAL.. 



Tabl• 11. An~l1s1s de var1.in::a ce la".:o r..~r·et1::1::: j¿ crec;.m1e- ... to .',2 
teJ1da calloso de .:>.t~J;.::::!_ Er--r-!-, p.:. '-'€.'t'iar-·E<, cu~t1 • .:;: 1•:. 

en i. o.:;, a1ed1 os NN.:tL, ,•.;,·.:~L , '5H"1L. 

-----------------··-·--- --
FueotE>-s de 
Vélf"'"i<'lClO'"J. 

Trat.imtentos 
61 Error 

1otal 
H~ 'ft ;. TZ .- 'r:J 

Tratamientos 
S2 Error 

1otal ,., .. ' .. TZ 

Tratar:-.1 ent~s 
8:5 Error 

Total 

Grc:i.dO<S ":t~ 

l 1berta~'. 

::? 
6 
8 

r, F 

6 
8 

F 

~ 

6 
8 .. ,, 

S1..,¡ra de 

cu-~~rodc~ 

').06:5.:'Q 
(-·.0o~l 

u. !:'<;14. 
!...>:,~¡,, 

to.!' . .,:;,s;. 

(1,..: •.\:::. 
o. 2569 
,-,, . ' 32 

'!l.~1.:;:¡;, 

(>. 7! i:.: 
l. 1725 
1 .6839 

r ta!:.L~i. 

F ~~--l.:i.i;. 

': •d Jr <'-'.1~ 

(1, (: ~~6 

•'.t.(•: O• 

(1. 1:·..¡¡ 
(l,(l.:_ 'll 

ü. 3!:".: ·. 
(s, P'.ó~ 

... 005 J0.9:! 

. .. 01 1:• 11':.qz 

l .81=? lC·.9~ 

4.6. Cuanttficactén de 9luccs1aos cardiacos en el teJido c~lloso 
de .Pt.6t t.Jh.:> L=z .... a.!:::: /:'i.rh 

Las muestras de teJido colloso de- las c1né-t1ca.s de c.reC.l1T11er. 
co, t.:.n.to por semana~ leen l nóC:ul o control adc: ~ como por resiem
bras, f1.1eron anali:.ados tTabl.a. 1~ y 131 para dE>ternan~r el conte
n1do de los 9lucós1do~ c:ard1aco~. 

El cc.ntentdo totai de los gl..Jc~s.1dcs ;:_arc1acos. d1go·:19eT1in •, 
di9o~ina y d1g1to~:1na, determinado al teJ1do calloso c~~~ido 
los ff,ed1os de c:ult1· .. ·o NNaL, NNbL y SHAL~ al 1<.1c10 de l.ss cinet1 
'Z..S5i fu~ lf,er.c.r en el t.eJ ~ Q., .'.;H.:{:._., m1 entr a.s que- el rr,a,.·or .::cnt.en1d·J 
se de-term1nb eri NNaL, destci.t::~r-tóose un alto cor1t~r.1j.:: de digitm:i
na. Estos resultados pucdE~ est~r a~r~1ado~ ~l comporta~1ento d~ 

la veloc:1dad espE-c1f1ca de crec1m:e-nt.o nt.sel"'.·.,.tl::· e..-. 1::-s cultivos 
f.,,,er- fig. 1(¡), donde SHAL duplica rM.s r.:ap1dC1men"t.e su b1orr.a~i;., 

mientre.':O. quE' N!'..1<:4.L y N~JbL :::rF·::.en ma.s 1ent,;-.,""PentF.· .,- pcr lo t.;,nto put. 
den dir~q1r su metabolJsma r.~c-1.0 1d ;:.r-oci'--•.:::i..:1:.r de 9luc6s1c:t.:;::; 
dtacos, o b1er; qt1e e-st.e alto cor.te-r •• do de car-denc.l1aas puedEO· 
debido a que l~o;. t:éllt!as vege-L°'1es er• N~JaL ~.JNbl al presentar-
una menor tasa d~ cre=i rr,i en to, e enser va-. p;:r m.as ti e,¡,po d1ct"•· :;. 
compuestos. 
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Tabla 1:?. Glucc.s1[los cardiacos en teJ1do calloso de D. lan..::.ta Ehrh. 
<c1r.éticas por se~anasJ cult1vadc los medl';)S UNaL, 
t,,;NbL y SHAL. 

tiempo D1go-:1gen1na D1go·.tna 01 g1lo..:1 na Totcal 
Med10 semana ng/mg p.s. ng/1t1g p. s. nglriq p.s. ng/mg 

So H."'12.7=. 109.93 77:!.. 71) 995.=·"" 
51 '.::09. 26 89.•.)5 n.d. 299.31 

NNaL s: '.:tú.4 75.(10 n.d. 285.41) 
53 :cs. 69 18. 3(t '1.d. 43.99 
54 11.6(1 n.d. n.d. 11.6•) 

S\.~ 76. 17.:;i n.d. :so.so 362.68 
SI 58.498 q::.e:? .i39.b5 591.96 

~J~bL S:? ss.sso 75.58 3~·4. lb 4BS.S9 
53 44.025 37.69 1:!'·2.4b '.:14.17 
s• 11.::: n.d. tbe.s-r 160.09 

50 7:?.:?~ ::::1. (u) : 17. J() ::20.:::c 
SI 31.60 n.d. n.d. 31.60 

SHAL 52 47.87 17 •. )7 n.j. ó4.94 
S3 '.25.oe n.d. n.d. ::5.69 
54 15.93 1:?. 78 n.d. :B.71 

n.c:. no oetectadc; p.s. peso seco 

Tabla 13. Gluc=s1dcs card1accs en te;1dc calloso de ~-L=~~= Ehrh. 
<c1net1cas por res1emb~~> =ul~1~adc en los med1os NNaL, 
Nr.lbL y 5Ht.L. 

tiempo D1go~1gen1~a 

Medio 3 semanas ng/~g ~.s. 

Rl 10:2. 720 
N'JaL R:' :'5. 69(• 

i;:-. 45. :·(1(1 

Rt 76. ¡~.;i 
r,¡i· .. :.:·~ ¡;: ~~. ''.:'~ 

D1qa'("1r.8 
ng/mg p.s. 

109.93 
18.30 
:7.6:: 

n.:L 
77.or;i 
:c:.(•ú 

:"!.•·(l 
n.C. 

D1g1to:.l'1n .. l 
ngl.~g p.s. 

772.7 
n.c. 
19~.:::9 

=eo.so 
132 • .!6 
1e::.9: 

2i7.C914 
n.d. 
n.d. 



El com~ortam1ento que presentan lo:S carde!'Ol 1das detectados 1 

partir del teJido calle.so d.; D. le.nata, es el c:ie dis1ttin1..1cién el 
transcurso de 1 as res1 e1nbr·as, ger.era 11 ;::ándoo;;e este te-r,der-><:1 a par :\ 
los tres med1os de cultt~o. E~tc. era e~per~jc, pu~sto que las cé 
lulc.r:. l.r. vttro de D. lan'.'.lt-.:- ro ".::in prod1..1c• .. ,rc-" .. / !os cant1oc.d&s de 
los compuestos que ap?rect=-n eri R1 det.1?n d·_· =.:r rprr,1niscencias del 
teJido original util1:ado como explante. 

De la i.1t~r;.tura rev15¿:.da, :..:lu encon':rama:-- el trabriJc d•"' 
Hag1mori, c:-t u.L. <198i.11 q•.•tcnes ri.:-r.:o.Jrt_,r, 1.;:. ~ a.r.t~f1ca.c.1:Jn oe car -
denolidC'S por r<ldlolr•lfl\.1noer.sayo, er• c21!lo= de 7•.1 d1~1s, induc1d:>s 
er, pl:..ntulas de die: dlas de editd !2n :"'lt.:-i10 '1S • :Qb~) cr.·n ~.4-D ·1 

c1net1na (210, 21~ ppm) con ~-0 -1 11 o~ extr~ct~ de le~~dura. Para 
el medio MS con 2 ppm de :,4-D reporta =3.57 ng de d1g1to~ina por 
gramo de peso fresco, en tanto q1..•e nc.s0tro5 reporta.nos 9.3(1 µg di: 
d1gito .. 1na por gramo d.a- peso fre-:.c.o en Gl -::ult.t •O NNt.L a los l<· 
dias de ed.;:.d. La cant1dad qL1e report~ de d1go·1rsa es de 66,6~ nglg 
pe~o fr-esco 1 ml >?í"ltras .::¡ue nosolr os Pnc.-.r1+-r ¿1fT1c.o:; ~. ! ::1.• µg.'q .je ~e-~·::i 

•resc:o. 

De los resultados e::p\.1estos podemos s1-1ger1r que las diferen
cia!.> encontradas, en crec1m1erito, mor.fologi.a 'I c.or1ten1do de carde
nól t do<:', en los cut tt vos en medt o N1 tsch-Ni t<sch y Schenk-Hi 1 de_ 
brant son debidas .fundamentalm·.:mte.- a lil ~=-·mp-:.:-1cí6n del medio. 



CONCLUSIONES 

Los med1os de cult1vo Nitsch-N1tsch adic1onados de 1 y 2 pp~ 
de =,4-diclorofenoxiacétic:o tNNaL y NNbLl, as1 como el medio 
Schenk-H1ldebrant con 1/0. 1 ppm de 2,4-0/cinetina <SHAL>, !nduJe
ron la formac16n de teJ1do calloso ae Dle~talLs ¡anata Ehrh. H1 
cotiledones de diez d1as de edad, as! como su ~antenim1ento 
diante resiembras. 

La consistenc1a y fr1ab1l1dad de.o estos teJiC::k·s fL1e m;:;.rcada
mente mejor ad.a -=uanc:o los mect1 os de cultivo fueron compl emüntadc~ 
con eMtracto d~ levadura, 3 gil para medie N1tsch-~1tEch y 1.5 gil 
para meC:10 Sc:hen\ -H1 l debrant, e 1 ncubados en o~·=ur1dad. 

Los cinétic~s de crec1m1ento del tejido cplloso perm1t1ero~ 

establ~cer un t1e~po CPtimo de tres semanas para reali=ar las 
siembras. 

Asi ~!smo, las c1néticas d& crec1m1ento del teJido CRlloso, 
pe-r'l\ltleron je-terminar e:l tiem;io C~ dupl lcaci6n de la mñSil. .:211..a 

lar en cada medio de cultivo, siendo muy similares los valor~s en 
NNaL y tJtlbL, 2.88 y 3.01 setnanas, respectivamente, y para SHAL de 
2.03 semanas. 

Los cut t 1 vos en medio NNaL y N~~bL presentan rr.ayor conten1 do 
de gl1..1.:óS1dos cardiacos al cabo de tres res1e:nbras, estando pre
sente la digoxina, esto asegura la activ1dad en=1mát1ca para lle
var a cabo reacciones de biotransformac1on. 

El presente trabajo aporta inf~rmac1on sobre l~s condi=1on~s 
de inducc10n y mantenimiento del teJidc calloso d~ CL8~Lat1..s 

tanata Ehrh. no reportada en la literatura. 



RECOl1ENPACIONE9 

No obstante que- los resultados obtenidos f._teror. muy satis
factorios para la inducciCn y rr•anten1rr11ento dt- tejidc· calloso de 
Dl6itatis lana.to Ehrh. es necPs.:-r-10 optimi;:ar alquno~ rarametros: 

- Determinar- la concentrac1cr. dc..l e>:tr-act.o de levadura en los 
medios de cultivo NN y SH. 

- Determinar la concentracic!n de la fuente de carbono en ambos 
medios de cultivo. 

- Determinar el número de res1en1bras idóneo p,~rd realizar le~.:; 
ensayos de b1otransfor111~ci~·•· 
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