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1.-RESUMEN 

De la especie ,.aqeU4 eri.ecta, se han aislado diversos 
metabolitos secundarios de gran importancia biológica, dentro de 
los cuales se encuentran los tiofenos, que se caracterizan por 
tener un amplio espectro biocida. Dichos compuestos se producen en 
pequef\as cantidades Ui ulua, por lo que la técnica de cultivo de 
tejidos vegetales se presenta como una alternativa de producción. 

En este trabajo, se establecieron el cultivo de callos y de 
células en suspensión de ,.aqeU4 .eri.ecta, a partir de diferentes 
explantes de plantulas germinadas Ui ui.trW, en el medio de 
Murashige-Skoog 1962, detectandose la presencia de tiofenos. 

Los reguladores de crecimiento (RC} 2,4-D y BAP en presencia 
y ausencia de ANA afectaron la formación de callos. En ausencia de 
ANA se observó, que conforme se aumentaba la concentración de BAP, 
el crecimiento del tejido calloso se incrementaba , mientras que 
al aumentar el 2,4-D, disminuia. Por otro lado, en presencia de 
ANA, el crecimiento solo aumentó en las combinaciónes de ANA y 
BAP, mientras que cuando se combinaron los tres RC, hubo muy .pocas 
variaciones en el crecimiento. De estos resultados, se eligió como 
concentraciónes adecuadas de RC para el cultivo de callos 2.26 µM 
de 2,4-D y 33.3 µM de BAP. 

Con respecto al efecto de un sistema semisólido y uno liquido 
agitado sobre crecimiento y producción de tiofenos, ambos 
par!metros fueron mayores en el sistema liquido agitado en 
relación al semisólido, y variaron seg\)n el órgano utilizado como 
explante. En callos, el mayor indice de crecimiento (IC) en base 
al PS, se obtuvo a partir de explantes de hojas (25.08), en tanto 
que para los cultivos en suspensión fué de cotiledón (54.7). Por 
otra parte, la producción de tiofenos fué mayor en los cultivos 
obtenidos a partir del cotiledón, detectandose 4.81 µg de 
tiofeno/g de PS en suspensiones celulares y 4.3 µg de tiof•no/g de 
PS en callos. También se observó, que tanto la concentración, como 
el tipo de tiofeno producido, variaron segün el tipo de explante. 
En los cultivos provenientes de rah y cotiledón predoain6 la 
producción del cx-tertiofeno, mientras que del hipocotilo y hoja 
fué el butinilbitiofeno. 

En cultivos de callos desarrollados en luz y obscuridad,_~• 
obtuvo una velocidad especifica de crecimiento (µ) de 0.0989 d y 
un tiempo de duplicación (tdl _pe 9.0 d en luz, mientras que en 
obscuridad la µ fué de 0.051 d y el td de 13.83 d. La producción 
de tiofenos, fué mayor en luz ( 1. 58 µg de tiofeno/ g de PS de 
callo) que en obscuridad (0.23 µg de tiofeno/ g de PS de callo), 
el cx-tertiofeno fué el que predominó en la fase estacionaria. 
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Durante la inducción de células en suspensión a partir de 
callos y diferentes explantes. Se observó que se origina un tipo 
celular a partir de callo (aC), mientras que los obtenidos 
directamente de diferentes explantes, producen dos tipos (aE y 
bE), donde los tipos ac y aE son morfol6gicamente iguales 
(suspensiones finas), mientras que el bE forma agregados celulares 
de 0.5 mm a 7mm de diámetro. 

En las cinéticas de crecimiento de los tipos celulares en los 
medios MS, SH y 85. Se observó que independientemente de las 
variaciones en los parámetros cinéticos, el máximo crecimiento 
obtenido con los tipos ac y aE, fué de 6 g/l, en contraste con el 
de bE, que fué de 10 g/l. El tipo bE, es el que más produce (33,63 
µg de tiofeno/g de peso seco (PS)), siguiendole el tipo aE (18.5 
µg de tiofeno/g de PS) yac 13.57 µg de tiofeno/g de PS). Por otro 
lado, tipos bE y aE producen más en el medio MS con respecto a SH 
y 85, mientras que el tipo ac produjo más en el medio SH. 
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2. INTRODUCCION 

Entre los diversos compuestos del reino 'Plantae, se 

encuentran los metabolitos primarios, que constituyen la fuente 

principal de la organización celular y proveen la bases para el 

crecimiento y desarrollo del organismo, y son una fuente de 

alimentos: como las proteinas, ácidos grasos, carbohidratos, y 

vitaminas. Por otra parte, los llamados . metabolitos secundarios, 

desempenan un papel ecológico importante, y preven las bases para 

la adaptación e _jnterag_c.i6n._del_ q_rga!}.!_smo que l~gY.c.e _c.on_ el . --------- -- . ---- -
medi~y su producción se restringe a grupos taxon6~ 

~ Entre estos compuestos se encuentran los alcaloides, 

terpenoides, poliacetilenos y compuestos fenólicos, que son de 

gran interes económico (Vickery y Vickery 1981; Crocomo y col 

1981; Balandrin y col 1985; Man 1987). 

Tradicionalmente, los metabolitos secundarios de los 

vegetales, han sido extraídos de plantas cultivados a gran escala 

(Yeoman 1986), pero actualmente la técnica de cultivo de tejidos 

vegetales (CTV), que se define como el crecimiento de células, 

tejidos u 6rganos en un medio nutritivo y en condiciones 

asépticas, ofrece una alternativa para la producción de dichos 

compuestos (Seabrook 1980; Biondi y Torpe 1981). 

La especie 'Jaq.ete4 en.e.eta (~~), 
-~-~ 

produce diversos 

metabolitos secundarios de gran importancia biológica, tales como --------- - -------------- - - - -
l~pe os flavonoides, carotenoides y tiofenos . Los pigmentos 

-------..:___ __ --.___ -----
carotenoides se explotan a nivel industrial como colorante, que se 

aislan de los pétalos de esta planta. Por otro lado, los tiofenos 

son de 9ran j. n_t_erés, debido a su amplio espectro bioc i da, entre -- ----- -- -· -
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los principales tiofeno• se encuentran: alfa-tertiofeno (a-T. 1); 

5-(3-butienil)-2-2'-bitiofeno (BBT. 2), 5(4-hidroxi-1-butienil)-2-

2'-bitiofeno (BBT-OH. 3) y 5(4-acetoxi-l -butienil)2-2'- bitiofeno 

(BBT-Ac. 4) (fig. 3) (Bohlman y col 1973). Dichos compuestos se 

pro4ucen en pequetias cantidades U\ uluo, por lo que la técnica. de 

CTV se presenta como una alternativa para incrementar esa 

procluci6n. 

Previos estudios sobre el cultivo U\ uUn.o de especies del 

96nero ~aqete4, muestran la presencia de tiofenos en callos, pero 

con las resiembras la capacidad biosintética disminuye (Ketel y 

col 1986a y b; Groneman y col 1984; Solborg y col 1984), aunque no 

- aupr.t.e total .. nte la presencia de las enzimas especificas 

(lCetel 1986b) . Estas caracteristicas se observan en callos que 

toraan estructuras organoides tales como las raices. 

Por otro lado, se ha observado que la proclucci6n de tiofenos 

varia de un 6rgano a otro (Sutfeld 1982), asi como la actividad de 

la enaiaa BBT-Ac esterasa de la via biosint6tica de los tiofenos 

(Belsper y col 1988), por lo que en el presente estudio, se 

indujeron callos a partir de diferentes 6rganos para observar si 

se presentan diferencias en la proclucci6n de dichos compuestos. 

No obstante que en algunos sistemas se ha observado, que 

indepencUent-ente del origen aorfol6gico del explante, no hay 

diferencia• significativas en la producci6n de metabolitos 

secundarios (Sasse y col 1982; Tabata y col 1970), esto puede ser 

debido a que el sistema de cultivo utilizado generalmente para la 

inducci6n de callos, es el medio semis6lido, que se caracteriza 

por formar gradientes de nutrientes (Yeoman y Forche 1980). En el 

presente trabajo, se inoculararon explantes de '!. etieeta 



directamente al medio liquido para la inducción de cultivos de 

células en suspensión, y se compararon las diferencias en la 

producción con respecto al sistema semisólido . También se reportan 

resultados obtenidos al inducir cultivos de células en suspensión 

a partir de callo y directamente de explante. 
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3. ANTECEDENTES 

3.1. ME'l'ABOLITOS PRIMARIOS Y SECUNDARIOS 

En todos los organismos, los constituyentes celulares y los 

compuesto qu1micos se sintetizan y degradan por medio de una serie 

de reacciones qu1micas mediadas por enzimas, que se conoce 

colectivamente como metabolismo. El metabolismo primario, se 

caracteriza por la formación y degradación de los ácidos 

nucleicos, prote1nas, aminoácidos, 

intermediarios que constituyen la 

ácidos grasos y otros 

fuente principal de la 

organización celular, y que proveen las bases para el crecimiento 

y desarrollo del organismo. Mientras que en el metabolismo 

secundario ocurren otras reacciones, como la formación de 

amin~cidos no proteicos, alcaloides, terpenoides, poliacetilenos 

y coapuest?s fenólicos, que no son esenciales para el desarrollo 

de las plantas (Luckner y Nover 1977; Vickery y Vickery 1981; 

Crocomo y col 1981). Una caracter1stica del metabolismo primario 

es que es similar en todos los organismos, mientras que el 

metabolismo secundario se restringe a grupos taxonómicos 

particulares, como en especies, géneros y en algunos casos en 

familias (Crocomo y col 1981; Man 1987; Vickery y Vickery 1981; 

Balandrin y col 1985). 

La bios1ntesis de los metabolitos secundarios, usualmente se 

restringe a ciertas etapas del desarrollo de la planta y en 

ciertas células especializadas (Wierman 1981), esto indica, en la 

mayoría de los casos, que la expresión del metabolismo secundario 

está basado en un proceso de diferenc iación celular, por lo que 

tallbi6n es definido como bios1ntesis, transformación y degradación 

de compuestos orgánicos por enzimas especializadas (Luckner y 
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Nover 1977). 

Los metabolitos secundarios, desempeñan un papel ecol6qico 

importante, y proveen las bases para la adaptación e interacción 

del organismo que lo produce con su medio ambiente, y pueden 

funcionar como atrayentes de polinizadores, agentes de defensa 

quimica, y como productos de almacenamiento y de detoxificación 

(Crocomo y col 1981; Man 1987). Estos compuestos se cotizan muy 

caro en el mercado, debido principalmente a la dificultad de 

extracción, purificación y disponibilidad del material vegetal 

(Balandrin y col 1985). Tradicionalmente los metabolitos 

secundarios han sido extraidos del material vegetal crecidos en 

plantaciones (Yeoman 1987; Fowler 1987), aunque la s1ntesis 

qu1mica ha tratado de substituir la fuente vegetal, estos 

constituyen aún la fuente principal para mucho compuestos, sobre 

todo para aquellos que son dif1ciles y/o costosos de sintetizar, 

tales como las mezclas naturales complejas. Por otro lado la 

s1ntesis qu1mica, muchas veces produce una mezcla de isómeros que 

no pueden resolverse a gran escala (Yeoman y col 1980). Por lo que 

la técnica de cultivo tejidos vegetales ofrece una alternativa 

para la obtención de metabolitos secundarios de interés. 

3.2 GENERO TAGETES 

El género 1~ está clasificado 

~~. subfamilia ~ y en la 

dentro de la familia 

tribu :r~ (Heywood 

1978) . Está compuesto por especies aromáticas que crecen desde el 

suroeste de EU hasta Argentina, siendo el sur y centro de México 

el área de mayor diversidad (Neher 1968). El género está compuesto 

por unas 40 especies (Rzedowski y Rzedowski 1975), algunas 
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establecidas horticulturalmente, y su uso y domesticación data 

d-.de antes de la conquista (Neher 1968, Kaplan 1960). 

El uso de las especies del género '~ puede ser divido en 

doa categorias: en uso ceremonial u ornamental y medicinal. En el 

uso ceremonial u ornamental, las especies más utilizadas son: '· 

patcda que se conocen en nuestro pa1s como 

Cempoalxuchitl o flor de muerto (Neher 1968; Kaplan 1960). Aparte 

de estas dos especies, existe otra que recibe nombre de '· 

lA.uwluta, que pertenece al complejo que di6 origen a las formas 

cultivadas de '~ y cuyo arreglo sistemático no se ha definido 

de manera satisfactoria (Rzendowski y Rzendowski 1975). En el 

aspecto medicinal, las porciones de la planta más usadas son las 

flores y las hojas, y son utilizados en infusiones o cocidos. Las 

prop~edades farmacol6gicas reportados incluyen su uso como 

antisépticos, carminativos, diuréticos, estimulantes, verm1fugos y 

repelentes de gusanos (Neher 1968). 

1. e'l.ecta se caracteriza por ser una planta anual y puede 

alcanzar una altura de 1.8 m. Se cultiva con fines ceremoniales y 

para la extracci6n de colorantes. De esta especie, existen muchas 

variedades que difieren sobre todo en el tamafto de la cabezuela 

(Rzendowski y Rzendowski 1975). Esta planta produce varios 

•etabolitos secundarios de gran importancia biológica, tales como 

loa flavonoides, carotenoides, terpenos y tiofenos (Ickes y col 

1973). Los flavonoides aislados de las hojas y flores son: 

quercetagetrina, quercetagetina, tagetina, kaemferitrina, 

6-0H-kaemferol-7-0-glucosido, kaemferol, kaemferol-7-0-ramnosido 

(fig l)(El-Emary y Ali 1983). Se ha observado que algunos 

extractos que contienen estos compuestos tienen actividad 
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antitumoral (Ickes y col 1973). Los carotenoides aislados de lo• 

pétalos, constituyen el 1.6\ del peso seco, y el 89.6% corre•ponde 

a la luteina esterificada con los ácidos grasos palmitico, 

miristico y esteárico, complejo clasificado dentro del grupo de 

las xantófilas (Philip y Berry 1975; Gau y col 1983; Gayle y col 

1986) (fig 2). Las xantófilas son producidas comercialmente para la 

industria avicola (Philip y Berry 1976), y considerando la 

solubilidad de este compuesto en aceites vegetales, comparado con 

la poca solubilidad de los carotenoides sintéticos, es un factor 

importante para la aplicación de las xantófilas para alimento 

humano (Philip y Berry 1975). Del aceite esencial de esta planta 

se han identificado más de 50 compuestos tanto de las hojas como 

de las flores, y los terpenos contituyen el mayor porcentaje, 

observándose que el aceite tiene una buena actividad antibiótica y 

no irrita la piel humana, además es una fragancia natural 

(Wang-Yang y col 1988) (Tabla 1). Dentro de los tiofenos aislados 

de !T~ estan: el alfa-tertiofeno (a-T), butienilbitiofeno 

(BBT), hidroxibutinilbitiofeno (BBT-OH), acetixibutinilbitiofeno 

(BBT-Ac) (fig 3) (Bohlman y col 1973), que se caracterizan por 

tener un amplio espectro biocida (Towers y Wat 1978). La presencia 

de estos compuestos en !T~ puede estar relacionado con alg\ln 

mecanismo de defensa quimica, observándose el mayor contenido de 

estos compuestos en la etapa de floración (Downum y Towers 1983), 

y cuando la planta está infectada con algún microorganismo 

(Kourany y col 1988). La distribución de los tiofenos varia con la 

especie, órganos y edad de las plantas. Asi, en plántulas el 

a-tertiofeno se sintetiza más en los cotiledones que en otros 

órganos, el hidroxibutinilbitiofeno ocurre en raíces, cotiledones 
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• hipocotilo y su producci6n varia enormemente en cada 6rgano, 

Jlientras que el acetoxibutinilbitiofeno, se acumula solamente en 

ra1z e hipocotilo, as1 mismo el butienilbitiofeno es el compuesto 

que m6s se produce en la plántula y su concentración es alta en 

hipocotilo y ralees (Sutfeld 1982). En las hojas generalmente se 

encuentra BBT-OH y BBT-Ac, y BBT y a-T en las ralees (Downum y 

Towers 1983). 

El efecto biocida de los tiofenos se ha observado en virus 

(Hudaon y col 1986), bacterias (Arnoson y col 1981), hongos (Chan 

y col 1979; Kourany y col 1988), larvas de insectos (Arnoson y col 

1981; Downum y Rodriguez 1986), plantas (Campbel y col 1982) y en 

tejidos hwaanos (Wat y col 1980). Causa aberraci6n cromos6mica 

(MacRae y col 1980) e inactiva las enzimas acetil-colinesterasa y 

glucosa-6P-deshidrogenasa (MacRae y col l985)(tabla 2) . Debido a 

esta caracter1stica de los tiofenos se han utilizado como 

insecticidas, y los resultados obtenidos con el a-tertiofeno, 

indican que pueden ser formulados en diversas formas sin una baja 

en la toxicidad hacia los mosquitos y ciertas especies no daftinas 

(Arnoson y col 1988; Philogéne y col 1986). 

Los tiofenos se biosintetizan v1a acetato-malonato. La 

s1ntesis de estos compuestos al iqual que los poliacetilenos, se 

inicia con el 6cido oleico, que por desaturaci6n se convierte en 

6cido crepen1nico. Los compuestos siguientes del Acido crepen1nico 

se fonaan por desaturación ··a traves de la a y ~-oxidaci6n, 

descarboxilación y oxidación como lo muestra la Figura 4 (Vickery 

y Vickery 1981; Bohlman y col 1973). Las enzimas que inician la 

v1a metab6lica de los poliacetilenos y los tiofenos, pueden 

clasificarse en el grupo de las lipooxigenasas, que presentan 
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actividad sobre el Acido linoleico y Acido crepen1nico, un ej .. plo 

es la enzima linolato: ox1qeno reductasa, que cataliza la 

oxigenación de ácidos grasos que contienen sistemas 

l(z),4(z)-pentadieno (1), como el ácido linoleico a hidroperoxi 

conjugados, encotrándose que los ácidos acetilénicos formados no 

-CH=CH-CH
2

CH=CH- + 02 ~~~~~~-t -CH(OOH)CH•CH-CH=CH- (1) 

z z E z 

son substrato para las enzimas lipooxiqenas, pero s1 inhibidores 

(Jente y col 1988). Una vez iniciada la v1a, se forman 

intermediarios de diversas cadenas, alqunos de los cuales son 

precursores de la v1a de los tiofenos. 

Todos los tiofenos acetilados son derivados del pentain-eno 

(11), que se ha aislado de un qran nOmero de especies de la 

Familia ~~. 

H2C-CllC-C•C-C•C-CllC-C•C-CH=CH2 (11) 

La formaci6n de los tiofenos tiene lugar por la adición de qrupos 

SH
2 

al pentain-eno (11), de donde se derivan los monotiofenos, 

ditiofenos y tertiofenos (Bohlman y col 1973; Jente y col 1981, 

1988). Entre las enzimas involucradas en la bios1ntesis de los 

tiofenos se conoce la S-(4-acetoxi-1-butinil)-2-2'-bitiofeno: 

acetato esterasa (E6), que transforma S-(4-hidroxibutinil)-2-2 

-bitiofeno (6.) a 5-(4-hidroxibutinil) 2-2' -bitiofeno (1) (Sutfel y 

Towers 1981). La transformaci6n de 3,4-(diacetoxi-l-butinil)-2-2'

bitiofeno (3) , es catalizado por otra acetato-esterasa (E3) a 

3-hidroxi-4-acetoxibutinilbitiofeno (3*) mediante la 

transformación de este último producto por E6 aparece 
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3,4-dihidroxibutiríilbitiofeno (O) (Pensel y Sutfeld 1985) La 

reacci6n inversa es catalizada por la enzima 

acetil-CoA:4-hidroxibutinilbitiofeno-o-acetil- transferasa (Al), 

que acila 1 y O en presencia de donadores de acilos como la 

acetil-CoA, la acilación de 3 puede intervenir otra enzima no 

identificada (A?) (Metschulant y sutfeld 1987) (Fig. 5). Hasta 

ahora O y 1 son derivados de precursores aQn no identificados, 

teniendo como productos finales BBT y a-T. Los hidroxiderivados o 

y l, sintetizados en exceso en ciertas etapas de desarrollo de la 

planta, sufren acetilación, transporte y almacenamiento, en 

ciertos compartimentos celulares (cuadro con linea en guiones de 

la fig 6 ), en este caso la enzima Al puede ser el suministrador 

de los substratos a este compartimento. Los productos formados 

aqui son sustratos para la actividad de E6 y EJ (Sutfeld 1988). 

3.3. CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES. 

La técnica de cultivo de tejidos vegetales (CTV), se refiere 

al crecimiento U\ uW\O de cualquier parte de una planta, ya sea 

células,tejidos u órganos en condiciones asépticas (Seabrook 1980; 

Biondi y Torphe 1981). La parte de la planta con que se inicia el 

cultivo se le llama explante (Kurz y Constabel 1979). Por 

conveniencia la técnica de CTV puede ser dividido en cinco clases: 

1) cultivo de callos: se refiere al cultivo de masas celulares 

en un medio nutritivo con agar y producido a partir de un 

explante. 

2) cultivo de células: es el cultivo de células en suspensión, 

los cuales son producidos por la transferencia de callos a medio 
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liquido y aireados por agitaci6n. 

3) cultivo de órganos: es el cultivo aséptico en medio nutritivo 

de embriones, anteras (microesporas), ovarios, ralees, tallos u 

otros órganos vegetales. 

4) Cultivo de meristemos y morfogénesis: es el cultivo aséptico 

de meristemos de tallos u otros explantes, en medio nutritivo con 

el propósito de crecer plantas completas. 

5) cultivo de protoplastos: es el aislamiento aséptico y cultivo 

de células sin pared celular, iniciados a partir de células en 

suspensión o tejido de una planta (Gamborg y Shyluk 1981). 

La aplicación de la técnica de CTV en cualquier especie 

vegetal generalmente involucra el crecimiento del tejido calloso, 

que aparece naturalmente, cuando la planta sufre un · dafio 

superficial y presiste por un periodo corto de tiempo (Yeoman y 

Forche 1980). Jn UÜIUl es obtenido en presencia de reguladores de 

crecimiento (RC) y se caracteriza por ser un tejido amorfo con 

células altamente vacuoladas (Seabrook 1980). El principio bAsico 

de la técnica de CTV es el de la totipotencia, que se refiere a 

que una célula del tejido de un vegetal diploide, en donde la 

diferenciación terminal no se haya llevado a cabo, puede por la 

influencia de un estimulo adecuado regenerar la habilidad para 

producir una nueva planta (Street 1976). 

Los requerimientos nutricionales para el cultivo U\ uUno de 

tejidos vegetales, varia considerablemente de especie a especie, y 

de acuerdo al tipo de órgano en cuestión, pero hay ciertos 

requerimentos generales que pueden ser reconocidos. Puesto que 

muchos cu 1 ti vos Ui uUtw son incapaces de fotos intetizar, 

requieren de una fuente de carbono,que se suministra en forma de 
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sacarosa u otros carbohidratos. Aunado a esos requerimentos, a los 

lledios de cultivo, se les adicionan reguladores de crecimiento 

(RC), suplementos orgánicos, sales minerales y a veces algün 

agente solidificante. De lo anterior, los contituyentes de los 

medios de cultivo para célu.las vegetales, pueden agruparse en los 

siguientes grupos: 

-Macronutrientes 

-Micronutrientes 

-Reguladores de crecimiento (RC) y 

-suplementos orgánicos (vitaminas y aminoácidos). 

Los macronutrientes generalmente se requieren en grandes 

cantidades. Aparte de e, H y o, se requeren el N, P, K, Mg, s y 

Ca, mientras que los micronutrientes requeridos en peque~as 

cantidades son: Fe, Mo, Mn, Zn, 80, cu y co. Los reguladores de 

crecimiento (RC) que son usados para la obteción de los cultivos 

U\ ulttl.a, generalmente pertenecen al grupo de las auxinas y las 

citocininas. Las auxinas estimulan el alargamiento celular y la 

acción puede estar relacionada con la estimulación del ADN y ARN y 

s1ntesis de prote1nas. Las ci tocininas están involucrada en la 

división celular (Everett y col 1978). Las vitaminas de uso 

general en CTV, son las hidrosolubles o grupo 8, como la tiamina, 

niacina, piridoxina y ácido pantoténico. De los medios de cultivo, 

el de Murashige-Skoog MS (1962) y el de Shenk-Hildebrant SH 

(1972), son los más comunmente utilizados en el cultivo de células 

vegetales (Dixon 1985). A diferencia del medio de Gamborg y col 

(1968) denominado 85, tanto el MS y SH utilizan la misma fuente de 

Fe. La fuente de N es más del doble en el medio MS con respecto a 

85 y SH, mientras que el P es alto en SH, siguiéndole 85, asi 
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mismo el S se presenta en mayor cantidad en B5 en relación al MS y 

SH. 

En el establec imiento del tejido calloso, es necesario elegir 

una fuente de explante, procurando que esté en un estado 

fisiológico conveniente. Generalmente un tejido joven resulta mAs 

idóneo (Dixon 1985). El explante ge neralmente esta contaminado con 

una amplia va r i edad de microorganismos, y para evitar que 

proliferen en el medio de c ult ivo e interf ieran con el crecimiento 

de los callos, debe ser sometido a un proc eso de des infestación 

(Yeoman y Macleod 1977; Seabrook 1980), pa r a ello existe una gran 

variedad de agentes químic os, cuya se lec ción y tiempo de 

tratamiento depende de la sensibilidad del material vegetal. Cabe 

mencionar que el desinfestante no solo remueve completamente los 

microorganismos, si no que tamb ién es leta l para el tejido, por lo 

que debe ser removido del explante. La e fecti v idad de los agentes 

desinf estantes se puede i ncrementar añadiendo una pequeña cantidad 

de detergente como el t ween a la solución del agente, la adición 

de este compuesto, afecta la tensión superficial del tejido y 

permite que el agente penetre y destruya al microorganismo (Yeoman 

y Macleod 1977). Aunado a estos tratamientos, se le puede dar un 

pretratamiento al explante antes de la desinfestación, exponiendo 

éste al alcohol etílico absoluto (Dixon 1985). Una vez que el 

explante ha sido desinfestado y el medio de cultivo elegido, el 

proceso de inducción del tejido calloso se inicia. EL callo 

obtenido puede ser mante nido por subcultiv os periódicos, 

transfiriendo f r a cc i ones de ca llos a l me d i o de c ultivo nuevo. 

Un cultivo en suspensión consiste de células individuales, 

agregados celulares disper s a dos c reciendo en un medio liquido 
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agitado (Street 1977). Tales cultivos se inician por la 

transferencia de fragmentos de callos friables al medio liquido de 

la misma composición que el utilizado para crecer callos. Los 

cultivos en suspensión pueden ser establecidos directamente del 

explante, sin embargo, puede haber limitación, debido 

principalmente al largo periodo que se necesita para iniciarlos, y 

a la disponibilidad del equipo de agitación. Algunas de esas 

limitaciones puede ser minimizados, si el explante es disgregado 

con enzimas como la pectinasa, antes de la iniciación del cultivo 

(Dougall 1980) . Otra via para iniciar directamente los cultivos en 

suspensión a partir del explante, es mediante un rompimiento suave 

con un homogenizador, transfiriendo el homogenizado al medio 

liquido (Street 1977). 

Los cambios metabóli c os en el explante pueden dividirse en 

tres etapas durante la inducción del tejido calloso: inducción, 

división y diferenciación. Durante la inducción, las células se 

preparan a dividirse, el metabolismo se activa y el tamaño celular 

permanece constante, esto es seguido por una fase de sintesis 

activa y la disminución del tamaño celular se inicia por la 

división en las capa s superficiales. Durante esta fase, el cambio 

regresivo involucra un retorno progresivo al estado meristemático, 

que se conoce como desdiferenciación, en esta fase, la división se 

efectüa en todas las regiones del callo y eventualmente forman 

estructuras diferenciadas, este nuevo curso es marcado por un 

incremento de la diferenc i ación celular através de la maduración 

de algunas células y e xpansión de otras {Aitch ison y col 1977 ). 

La aplicación de la técnica de CTV, 

grandes aspectos: La micropropagación 
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metabolitos secundarios. La micropropagación a nivel industrial se 

ha considerado no sólo como un medio de propagación de planta• 

importantes económicamente, si no también como un método para 

desarrollar nuevas variedades, el escalamiento a este nivel 

implica la mecanización desde el inicio de la técnica (Giles y 

Morgan 1987). Otro áspecto importante, es la producción de 

semillas artificiales para la propagaci6n de los vegetales (Fujii 

y col 1987). La aplicación potencial de la micropropagación puede 

resumirse en las siguientes categorias: propagación masiva de las 

plantas alimenticias, regeneración de las plantas potencialmente 

útiles, recuperación de las plantas en peligro de extinción, 

obtención de plantas libres de virus, preservación del germoplasma 

e inducción de la variabilidad genética (Rublúo 1985). 

En la producción de metabolitos secundarios, como una 

alternativa de producción de compuestos de gran importancia 

biológica, como los productos farmaceúticos, saborizantes, 

fragancias, pigmentos y los agroindustriales como los pesticidas 

(Tabata 1977; Whitaker y Evans 1987; Heinstein y Emery 1988). El 

CTV presenta ventajas sobre el cultivo convencional, en que los 

compuestos de interés, pueden ser producidos en condiciones 

controladas independientemente de los cambios climatológicos, de 

suelo y libres de organismos patógenos, como los virus. Ademas las 

células de plantas tropicales o alpinos, pueden multiplicarse 

facilmente para obtener sus metabolitos especificos, y el control 

del crecimiento celular y la regulación racional de los procesos 

metabólicos pueden contribuir a la reducción del costo e 

incrementar la productividad (Tabata 1977). 

En la producción de metabolitos secundarios por esta t6cnica, 
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ae han sequido di versas estrategias, que van desde el uso del 

tejido calloso, células en suspensión, rediferenciación a órganos, 

hasta el cultivo de células transformadas y cultivo de órganos 

(Misava 1977; Flores y col 1987; Staba 1985). Una ventaja de la 

producción por cultivo de órganos, es que tienen la capacidad de 

producir los compuestos deseados en cantidades similares o mayores 

a los de las planta intacta, y son genéticamente mAs estables 

(Staba 1985). 

Uno de los prerequisitos para el uso de las células vegetales 

en la producción de metabolitos secundarios es su adaptabilidad a 

las condiciones de cultivo sumergido, y esto puede ser posible 

mediante el cultivo de células en suspensión a gran escala (Kurz y 

Constabel 1979). El cultivo de células en suspensión, puede 

potencialmente crecer a la misma escala que las fermentaciones 

microbianas, sin embargo, el tamafto de las células vegetales, baja 

velocidad de crecimiento, fragilidad, aglomeración y sus 

requerimientos nutricionales, son problemas asociado al proceso. 

Adeials el periodo de cultivo prolongado, incrementa el riesgo de 

contaainación (Ellis 1986; Rhodes y col 1987). 

Una desventaja de los cultivos vegetales in ultlia, es que 

generalmente no producen o tienen una baja capacidad bios1ntetica 

de los compuestos deseados, esto obviamente limita su aplicación a 

nivel industrial. Existen sin embargo, varias especies vegetales, 

en dondé se ha igualado o superado la producción a los de la 

planta intacta (Dougall 1985; Rokem y Goldberg 1985). Para 

resolver este problema se ha propuesto diversas estrategias: 1) 

selección de plantas altamente productoras, 2) establecimiento de 

cultivo de células de esas plantas, 3) selección clonal repetida 
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de las lineas celulares obtenidos usando un procedimiento 

anal1tico sensible, 4) establecimiento de las lineas celulares 

estables capaces de producir grandes cantidades de metabolito y 5) 

desarrollo de un medio de producción (Deus y Zenk 1982) . 

Las diferencias en composición que presenta cada medio de 

cultivo pueden influir en la producción de metabolitos 

secundarios. Un ejemplo de esto es el comportamiento observado con 

las células de ~ ~. cuando fueron cultivadas 

en el medio de Linsmaier-Skoog (LS) (1965) no produjeron shikonina, 

pero si lo hicieron cuando se empleó el medio de White's 

(W) (1943), Posteriormente se comprobó que la razón de este 

comportamiento fué debido al fuente de ni trogeno presentes en 

dichos medios de cultivo. La presencia de amonio inhibi6 la 

producción de shikonina (medio LS) , mientras que el nitrato la 

estimuló (medio W) (Fujita y Tabata 1987). Por otra parte, la 

producción de alcaloides carbolinos en ~~ ~. se 

observó solamente cuando se le adicionó el triptófano como una 

fuente adicional de nitrógeno (Veliky 1972). La fuente de carbono, 

generalmente sacarosa, . juega un papel importante no solo en la 

estimulación del crecimiento, si no también en el incremento de la 

sintesis de producto, asi por ejemplo en cultivos en suspensión de 

~~ 'l.Oó.eU4, se demostró que al incrementar 4 veces la 

concentración de sacarosa se obtuvo un aumento de 2.6 veces en la 

producción de antocianinas (Knobloch y col 1982) . En forma similar 

los cultivos de g~ ~. produjeron siete veces 

más alcaloides benzophenantrid ina (Berlín y col 1983), y VWcaiea 

delJ.o¡dea duplicó su producción de diosgenina cuando se 

incrementaron las concentraciones de la fuente de carbono (Gressel 
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y Goldberg 1982). En forma similar, la limitación de fosforo en el 

.. dio de cultivo generalmente favorece la producción de 

metabolitos secundarios, ejemplo de ello, es el incremento en la 

s1ntesis de alcaloides ~-carbolinos y serotoninas en ~e<¡ainU.m 

laar&mal.a ( Sasse y col 1982) , y de putrecinas en NlcaUarw. taAa.cum 

(Knobloch y col 1981). 

Otros componentes que influyen en la producción son los 

reguladores de crecimiento (RC), tanto las auxinas y citocininas. 

Se ha observado que el 2,4-0 inhibe la morfogénesis y la 

producción en algunos sistemas (Mantell y Smith 1983). Al 

suplementar el medio de cultivo con 2,4-0 y ANA, no se 

incrementaron las cantidades relativas de las coumarinas en 

Daüvt.a, en tanto que las antocianinas se acumularon en grandes 

cantidades en células crecidas en bajas concentraciones de ANA, 

indicando que ANA reprime la producción. Asi mismo ambos RC 

afectaron la producción de etileno (Garnborg y col 1970). 

La relación entre crecimiento y producción, puede llevar a 

adoptar algún tipo de proceso de producción, corno el de una fase, 

en donde el crecimiento y producción se lleva a cabo en el mismo 

proceso, o el proceso de dos fases, en donde se elige un medio 

para el crecimiento y otro para la producción (Fowler 1987; Fujita 

y Tabata 1987). Otras estrategias para activar la producción, son 

la inmobilización de las células, adición de precursores, asi como 

las condiciones de cultivo empleados, como la luz, PH y aireación. 

Actualmente es aceptado que el proceso de diferenciación es 

un factor importante en la producc ión de metaboli tos secundarios, 

normalmente in vluo la bios1ntesis de estos productos usualmente 

se restringe a etapas de desarrollo espec1f ico del organismo y en 
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células especificas (Luckner y Nover 1977; Wierman 1981). En los 

cultivos Ui ultrio, cierto grado de diferenciación se hace evidente 

en agregados celulares, desarrollo de cloroplatos o pigmentación 

en las células o bién en forma definitiva en los cultivos de 

estructuras organizadas como embriones, tallos, raices, etc., 

todos estos aspectos son conocidos como citodiferenciación (Yeoman 

1987). 

Generalmente cuando mayor es el grado de citodiferenciación 

mayor es la producción de metabolitos secundarios. As! por 

ejemplo, en los cultivos de Da.twi.a, !lolam.un, JVtopa y 1f~, 

los callos con pigmentación y crecimiento lento, producen mayor 

cantidad de alcaloides, que los callos sin diferenciación y 

crecimiento rApido, similares resultados se obtienen con células 

en suspensión (Lindsey y Yeoman 1983). En la producción de 

saborizantes, la rediferenciación del callo es necesario para la 

producción en cultivos de cebolla (Collin y col. 1986), similares 

resultado se ha obtenido en otros sistemas (Kamo y col 1986; 

Collinge y Yeoman 1986). En especies de~~. aparentemente hay 

una correlación entre diferenciación morfológica y acumulación de 

tiofenos (Croes y col 1987 a y b). 

El efecto del producto final en la producción es importante, 

ya que puede regular su biosintesis (regulación por producto 

final), como se ha observado en los microorganismos (Vinig 1986). 

En cultivo de células vegetales, se ha demostrado un 

comportamiento similar (Knoop y Beiderbeck 1983). 
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3 4. CULTIVO i.ll uUrul DE ESPECIES DE ,-~o: PERSPECTIVAS 
PARA LA PRODUCCION DE TIOFENOS. 

En la regeneración de ".!. en.ecta se ha utilizado diferentes 

partes de la planta como fuente de explante para la inducción del 

tejido calloso, tales como la hoja (Kotari y Chandra 1984), 

capitulo (Moham-Ram y col 1982), flores (Kotari y Chandra 1986), 

tallos (Jain 1977) y de hojas de diferentes edades (Ketel y col 

1985) . 

Jain (1977), reporta la producción de isopiretrinas en callos 

de ,. mUw.ta, los cuales muestra un efecto de insecticida sobre 

!f'li.tc16Wm op y :r~ op similar al estandar de piretrinaa. 

Sin eabarqo estudios posteriores indicaron que las especies de 

,.~ produce tiof enos tanto lrl mua como lrl y no se 

confirmó la producción de isopiretrinas (Solborg y col 1984; 

Groneman y col 1984). 

En la producción de tiofenos en callos con estructuras 

orqanoides de las especies de '!. en.ecta, ".J. mUw.ta y ':!. paUd.a se 

ha observado que conforme se resiembran, la capacidad bios1ntetica 

desaparece, y la producción varia de una especie a otra (Ketel 

1987). Además, independientemente de la nutrición mineral el 

número de compuestos no polares es similar (Ketel 1986a) . Por otra 

parte, en cultivos de células en suspensión de ".J. mUw.ta no se 

detectó la producción de t i ofenos (Groneman y col 1984 ¡ Ketel 

1987). Aunque al inducir células en suspensión a partir de callos 

con una o dos resiembras , la producción de tiofenos se prolongó 

por más tiempo luego desapareció, y no varió en suspensiones 

inducidas a partir de callos caracterizados por un alto o bajo 

nivel de producción (Ketel 1988). Por otra parte, en cultivos de 
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células en suspensión que muestra diferenciación en forma de 

agregados celulares , produjeron tiofenos y liberaron el tiofeno 

polar hidroxibutinilbitiofeno al medio de cultivo (Ketel 1988), 

posterirmente se observó que el tamaño de agregados optimo para la 

producción estaba en el rango de 11 a 13 mm (Hulst y col 1989). 

Asi mismo, al someter cultivos de células en suspensón de 2 años 

de edad de ' · mUw.ta a un s iste ma de inmobilización, se observó la 

producción de t iofenos (Ketel y col 1987). En otros sistemas, 

donde se utilizó el cultivo de ra1ces transformadas, se observó 

una alta producción de estos compuestos, pero al igual que los 

callos, con las r esiembras la producción disminuyó (Norton y col 

1985). 

Por otro lado, en cultivos de callos s e ha observado, que no 

se suprime totalme nte la presencia de enzimas especificas de la 

v1a de los tiofenos (Ketel 1986b), y la variación de la actividad 

de las enzimas acetato: esterasas decrece en el siguiente orden: 

hojas , flores , tallos , Cultivo de células , callos y ra1ces 

(Helsper y col 1988). l o a nterior se relaciona con los resultados 

obtenidos por sutfeld (19 82), que reporta la variación de la 

producción de tiofenos e n los diferentes órganos de '~ 

pa.W.la. 

No obs tante , también se ha observado que independientemente 

del origen morfólogico de los cultivos no hay diferencias en la 

produc ción de me tabolitos secundarios (Sasse y col 1982; Tabata y 

col 1970). Es t o puede ser debido a que la inducción del tejido 

c a lloso se lleva a cabo e n un s i stema semisólido en donde se 

forman gradientes de nutr i entes, que conlleva a que no todas las 

células aprovechen totalmente l os nutrimentos y por ende afecte al 
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crecimiento y producción. Y considerando 

metab6licas que sufre el explante durante la 

las variaciones 

iniciación de los 

cultivos in vitro, tales como la variación de: a) la acumulación 

de ARN (MacLeod y col 1979), b) las enzimas involucradas en la 

s1ntesis de ADN (Harland y col 1973), c) las enzimas de la v1a de 

las purina (Komamine y Shimizu 1975), d) la variación de la 

composición de los aminoácidos, asi como su distribución en las 

prote1nas durante la inducción de callos (Kemp y Sutton 1972), e) 

la variación de las aspartatocinasas al inocular los explantes en 

medio 11quido(Sakano y Komamine 1975) f) la regulación por 

producto final, que puede llevarse a cabo en caso de que haya 

producción en callos y el compuesto no puede ser removido de la 

superficie del tejido (Becker 1987). Entoces al inducir células en 

suspensión directair.ente de explante, habr 1a diferencias en 

crecimiento y producción con respecto al sistema semisólido. De 

igual modo, las suspensiones obtenidos a partir de callo y 

directamente de explante presentar1an diferencias . 
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4.-0BJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

COMPARAR LA PRODUCCION DE TIOFENOS EN CULTIVOS DE CELULAS EN 

SUSPENSION DE ':!~ ert.ela L, ESTABLECIDOS A PARTIR DE CALLOS Y 

DIRECTAMENTE DE EXPLANTE. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1.-Establecimiento de cultivos de callos y células en 

suspensión de ':!~ etieeta. 

2.-Establecimiento de los métodos de extracción y 

cantificación de tiofenos. 

3.-Comparar cultivos de células en suspensión obtenidos a 

partir de callo y directamente de explante. 

4.-Estudiar el efecto de los medios de cultivo y de la 

influencia de luz/obscuridad sobe el crecimiento y 

producción de tiofenos por cultivos de callos y células 

en suspensión. 
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5. MATERIALES Y METODOS. 

5.1.-MATERIAL VEGETAL. 

Se emplearon semillas de ~~ enecta L. donadas por la 

compafiia Bioquimex. 

5.2.- DESINFESTACION Y GERMINACION DE LAS SEMILLAS. 

Para la obtención de plántulas asépticas, las semillas se 

hidrataron por una hora con agua destilada , luego se colocaron en 

alcohol etilico absoluto por un minuto, se lavaron 3 veces con 

agua destilada y se sometieron a un proceso de desinfestación a 

diferentes tiempos de exposición dentro de una solución de 

hipoclorito de sodio al con una gota de tween-20. 

Posteriormente se lavaron varias veces con a gua destilada estéril 

y se colocaron en frascos con 25 ml de medio de Murashige-Skoog 

(MS) (1962) suplementado con 2% de sacarosa y 1.5 g/l de gelrite. 

Para cada tratamiento se utilizaron 10 frascos con 10 semillas 

cada uno y se incubaron a una temperatura de 25±2 ºc y una 

intensidad luminosa de 8400 lux. 

5.3. EFECTO DE LA RELACION 2,4-D/ANA/BAP SOBRE LA INDUCCION 
DE TEJIDO CALLOSO. 

Por medio de un diseño factorial 4X4X2, se determinó el 

efecto del ácido 2,4-diclofenoxiacético (0-9.04 ;.LM) y Benzil 

aminopurina (0-33.3 µM), en ausencia y presencia de 2.68 µM del 

ácido naftalenacético sobre la formación de tejido calloso. Se 

usaron explantes del hipocotilo de 1. 5 cm, que se incubaron en 

medio (MS) suplementado con 2 % de sacarosa. Cada tratamiento se 

realizó por triplicado, y se evaluó el crecimiento, mediante el 

peso fresco (PF) y peso seco (PS). El PF se evaluó pesando el 
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tejido sobre un papel aluminio previamente puesto a peso 

constante, el PS poniendo el callo sobre el mismo papel y 

secAndolo hasta peso constante en una estufa con vacio y a 60°C. 

Se determinó el indice de crecimiento (IC), con la siguiente 

formula: 

IC- Peso final ÍPF) - Peso inical (PI) 
eso inicial 

Los resultados obtenidos se analizaron estadísticamente con 

un analisis de varianza. 

Modelo estadístico: 

Y4Jrl;s µ + Al + Bj + CA: + ABl¡ + ACüt + BCj./t + ABClj./t +El (lj./t) 

Donde: 'fe Variable respuesta; µ= gran media A= Factor 2,4-D; 

B• Factor BAP; C= Factor ANA; E= Error exponencial; l= Niveles 

de A; J= Niveles de B; k: Niveles de e; l= Nümero de 

repeticiones. 

5. 4. EFECTO DE LOS MEDIOS SEMI SOLIDO Y LIQUIDO AGITADO SOBRE LA 
INDUCCION DE CULTIVOS úi uUrul A PARTIR DE DIFERENTES 
ORGANOS. 

Para este experimento se indujo callo (en medio semisólido) y 

células en suspensión (en medio liquido agitado) a partir de tres 

explantes de tallos (1.5 cm), dos hojas completas, dos cotiledones 

completos y ralees completas ( 4 cm) de plAntulas de 25 dias de 

edad. Se usaron frascos con 25 ml de medio HS conteniendo 2% de 

sacarosa y gelificado con gelrite y matraces con 50 ml del mismo 

medio de cultivo no gelificado. La concentración de RC 
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determinados previamente de acuerdo a 5.3. El crecimiento de los 

cultivos y la producción de tiofenos se evaluó a los treinta d1aa. 

5. 5. EFECTO DE LA LUZ/OBSCURIDAD SOBRE EL CRECIMIENTO DE TEJIDO 
CALLOSO Y SU PRODUCCION DE TIOFENOS. 

Para este experimento se realizaron cinéticas de crecimiento 

en luz (8400 lux) y en obscuridad permanente, en ambos casos se 

usó un grame de peso f re s co de callo y cuantificó el PF, PS y 

producción de tiofenos cada tercer dia. Para las determinaciones 

de PF ,PS y tiofenos, el callo se dividió en dos partes iguales, y 

en una se determinó el PF y PS, mientras que en la otra se evaluó 

la producción. 

5.6. COMPARACION ENTRE LOS CULTIVOS DE CELULAS EN SUSPENSION 
OBTENIDAS A PARTIR DE CALLO Y DIRECTAMENTE DEL EXPLANTE . 

El cultivo de células en suspensión a partir de callo, se 

obtuvo por la transferencia de 5 gramos de callo fresco a 100 ml 

de medio de cultivo . Por otro lado, se inocularon explantes de 1.5 

cm de tallo, dos hojas, dos cotiledones ó la raiz completa, en 50 

ml de medio liquido. La concentración de reguladores de 

crecimiento en el medio de cultivo fué la misma que la utilizada 

para crecer callos (inciso 5. 3 ). Los cultivos se incubaron en una 

agitadora orbital a 80 rpm, 25 º c y 8400 lux. 

5.7. EFECTO DE LOS MEDIOS DE CULTIVO SOBRE LA5 SUSPENSIONES 
CELULARES, OBTENIDAS A PARTIR DE CALLO Y DIRECTAMENTE DE 
EXPLANTE. 

Para el efecto de los medios de cultivo, se realizaron 

cinéticas de crecimiento y producción de tiof enos en los medios de 

Murashige-Skoog 1962 (MS), Shenk- Hildebrant 1972 (SH) y Gamborg y 

col 1968 (B5) . los cultivos de células en suspensión utilizados 
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fueron aquellos originados a partir de callo y directamente del 

explante hoja. En todos los casos se cuantificó el crecimiento 

celular y la producción de tiofenos cada tercer d1a. 

5. 8. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE TIOFENOS EN CULTIVOS Ui. ultrw 
DE 1<J.Qd,e4 efl.eCUJ. 

Inicialmente, se determinó la presencia de estos en los 

cultivos de callos y células en suspensión por cromotograf1a de 

capa fina (CCF) preparados en placas de vidrio con silica-gel 60 y 

se revelaron con luz UV a 260 nm (Chan y col 1975). Como fase 

móvil se utilizó éter de petroleo: éter et1lico:acetona (9:1:1). 

Posteriormente la misma fase móvil se utilizó para purificar los 

tiofenos contenidos en los extratos de callo y células en 

suspensión por r.:romatograf1a en columna. Se determinó la identidad 

de los tiofenos por resonancia magnética nuclear (RMN) y 

cromatografía de liquidos de alta resolución (CLAR). 

5.9. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE TIOFENOS EN CULTIVOS U1 ultrw. 

Los tiofenos de los cultivos de callo y células en suspensión 

se extrajeron segun el método de Norton y col (1985), que consiste 

en homogenizar las células en etanol absoluto (1 g de PF/5ml de 

etanol), filtrar y agregar un volumen igual de agua destilada. 

Luego se hizo extracción con igual volumen de éter de petróleo 

(EP) por tres veces. El EP se evaporó a sequedad. Por otro lado 

del medio liquido libre de célu l as se extrajeron los tiofenos de 

acuerdo con Ketel {1987), donde al medio se agregó igual volumen 

de hexano, se puso por una hora en agitac i ón constante, después la 

fracción de hexano se separó y se evaporó a sequedad. Todos los 

extractos provenientes de biomasa y medio liquido se 
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resuspendieron en 250 µl alcohol etilico absoluto y se almacenaron 

a 0-4 °c para llevar a cabo posteriormente la cuantificaci6n de la 

producción de los tiofenos por CLAR. 

En la cuantificación de la producción de tiofenos, se utilizó 

como fase móvil Metaryol : Agua:Acido acético (80:18:2 v/v), en una 

columna HPLC de fase reversa, nucleosil c 18 detector UV a 340run y 

un flujo de 1.5 ml/min. Todos los picos eluidos después del 

solvente y antes del a-te rtiofeno se consideraron como tiofenos. 

31 



6. RESULTADOS 

6.1. DESINFESTACION Y GERMINACION DE SEMILLAS 

Con el objetivo de determinar el tiempo más adecuado de 

exposición de las semillas al agente desinfestante (NaClO), estas 

se expusieron durante 5, 7.5, 10 y 12.5 minutos a una solución de 

NaClO al 5\ y una gota de tween-80. Se observó que conforme se 

incrementaba el tiempo de exposición al agente desinfestante, la 

contaminación disminuía (fig. 7). Por otra parte, los porcentajes 

más altos de germinación se obtuvieron depués de 10 y 12.5 minutos 

de exposición. En base a ello se eligió 12. 5 min. como tiempo 

adecuado de exposición para obtener plántulas asépticas requeridos 

para los e xperimentos posteriores. 

6 . 2. EFECTO DE LA RELACION 2,4-D/BAP/ANA SOBRE LA INDUCCION DE 
CALLOS 

En este experimento se empleó un disefio factorial de 4x4x2 

{fig. 8), para estudiar el efecto de los RC Benzilaminopurina 

{BAP) y ácido 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D), en ausencia o 

presencia de ácido naftalenácetico (ANA) , sobre la inducción de 

callo a partir de explantes provenientes de tallos de 

aproximadamente 1.5 cm de longitud. De los 32 tratamientos, 5 

empezaron a formar callos a los 4 dias, y con el transcurso del 

tiempo, en los que contenían solamente BAP Y ANA , formaron callos 

con ralees ó solamente rafees y, en ausencia de RC formaron 

ralees, mientras que en la s que conten1an 2, 4-D formaron callos 

sin diferenciación morfológica. 

En ausencia de ANA, se observó que conforme se incrementaba 
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la concentración de BAP el crecimiento aumentaba, mientras que al 

incrementar el 2,4-D disminuía (Fig. 8a). El Indice de Crecimiento 

( IC) "máximo" que se obtuvó fué de 4. 17 con la concentración de 

33.3 µM de BAP y 2.26 µM de 2,4-D. 

En presencia de 2. 68 µM de ANA (Fig. 8b), este es capaz de 

inducir callos, y al combinarse con BAP, se obtienen callos con 

diferenciación morfológica en forma de raíces, en tanto que al 

combinarse con 2, 4-D y en l a presencia de los tres RC se formaron 

callos sin diferenciación morfológica. En este diseño se observó 

un pico máximo de crecimiento, con 2 2. 2 µM de BAP y 2. 68 µM de 

ANA, con IC de 1.48, mientras que en la presencia de los tres RC, 

el IC máximo fué 0.53 en 4.44 µM de BAP, 4.52 µM de 2,4-D y 2.68 

µM de ANA . Los callos obtenidos en las combinaciones de los tres 

RC se caracterizaron por ser muy friables. Al aplicar el análisis 

estadístico trifactorial, se observó que existe efecto de todos 

los factores , excepto con e l ANA y la interacción ANA*BAP en un 

nivel de significancia del 0 .01 como se oserva en la (Tabla III). 

De los resultados anteriores, se eligió la concentración de 

BAP (33.3 µM de BAP), 2,4-D (2.26 µM) y de ANA (O µM) para los 

siguientes experimentos. Debido a que en esta concentración se 

obtuvieron callos con el mayor IC y sin formación de estructuras 

organoides. Esta concentración se utilizó después para inducir 

células en suspensión, y una vez obtenidos esos cu ~ tivos, se usó 

la biomasa para reiniciar cultivo de callos. 

Lo anterior se hizó mediante un diseño factorial de 3x3, para 

corroborar si se estaban usando las concentraciones adecuada de 

RC. En este estudio se obtuvieron muy pocas variaciones en el 

crecimiento en presencia de BAP, pero al incrementar 2, 4-D el 
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crecimiento tendió a disminuir (Figura 9). Se aplicó un análisis 

de varianza bifactorial, y se obtuvo que en un nivel de 

significancia del 0.5, el unico factor que influyó en el 

crecimiento fué el 2, 4-D (Tabla IV). Debido a lo anterior, se 

decidió seguir utilizando la concentración 33.3 µM de BAP y 2.26 

µM de 2,4-D para los siguientes experimentos. 

6.3 EFECTO DEL MEDIO SEMISOLIDO Y LIQUIDO AGITADO EN EL 
CRECIMIENTO Y PRODUCCION DURANTE LA INDUCCION DE LOS CULTIVOS 
ln uUria DIRECTAMENTE DE EXPLANTES DE DIFERENTES ORGANOS 

La identificación de la presencia de tiofenos en los cultivos 

ln uUtto, se realizó mediante cromatografia de capa fina (CCF) 

(Tabla V), usando corno estándar un extracto de flor de 'Ja.q.d..eó 

eri.ecta, y como fase móvil éter de petróleo: acetona: éter etilico 

(9:1:1 v/v). En la Tabla IV, se observó la presencia de 4 

compuestos fluorecentes y tres en los cultivos de callos y células 

en suspensión. Posteriornente, empleando el a-tertiofeno (a-T) corno 

estándar en CCF se observó que una de las bandas f luorecentes de 

los cultivos ln uWi.o con Rf O. 97, cornigró con a-T. Para 

identificar las otras dos bandas fluorecentes de las células 

cultivadas ln ultria, todos los extractos de las células cultivadas 

se juntaron y se purificaron por crornatograf ia en columna (CC) y 

CCF preparativa, de la mezcla se obtuvieron tres bandas 

fluorecentes, a las que se les determinó el espectro de resonancia 

magnética nuclear (RMN). En la figura (10) se observa el espectro 

de RMN del a-T, y la de los compuestos del extracto de flor y de 

células cultivadas ln ui1IUl que fueron purificados por ce y CCF 

preparativa, y que fluorecieron en luz UV absorbieron en el rango 

que lo hacen los tiofenos, y espectro de la muestra que tuvo el rf 
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0.97 , es similar al del a-T, mientras que los que tuvieron el rf 

de 0.7 y el 0.51 se consideraron como butinibitiofeno (BBT), y 

acetoxibutinilbitiofeno (BBT-Ac). En la figura 11 se corrobora por 

CLAR la presencia de a-T en los cultivos de callos . En base a 

estos resultados se discutirán la producción de estos compuestos 

en los cultivos w uU!w, pero la producción se reporta como 

tiofenos totales, cuantificados con base en el a-t como estándar. 

Los resultados de la tabla VI, muestran que al inducir 

células en suspensión directamente a partir de explantes de 

cualquiera de los órganos, se obtiene mayor cantidad de biomasa en 

relación a l a inducción de callos. La cantidad de biomasa varió 

segun el órgano y sistema empleado. El órgano que presentó mayor 

crecimiento en el medio liquido fué el coti ledón, con un IC de 

54.7, mientras que en sistema semisólido fué la hoja con un re de 

25.08. Resultados similares se observaron con la producción, que 

fué mayor en los cultivos de células en suspensión (Tabla VII). La 

mayor producción se obtuvo del cotiledon tanto en cultivo de 

células en suspensión como el de callos, por otra parte, no se 

detectó producción en los cultivos en suspensión originados a 

partir de hoja, ni en callos obtenidos de tallo. Los tiofenos que 

se detectaron en l a mayor ia de los casos fueron el a-T y BBT, 

tanto en callos como en suspensiones. El que predominó en las 

ralees y cotiledones fué el a-T, mientras que en otros órganos y 

medio liquides libres de células fué el BBT. 

6. 4. EFECTO DE LA LUZ Y OBSCUR IDAD SOBRE EL CRECIMIENTO Y 
PRODUCC ION DE TI OFENOS EN CALLOS: 

En este exper imento se emplearon callos que habian sido 

propagados tanto en luz como en obscuridad durante 9 resiembras de 

35 



15 d1as cada una. En ambos casos, se inició con un 1 g de callo 

fresco, y se determinó su crecimiento y producción de tiofenos 

cada tercer dia. Para los estudios en luz, los callos se 

expusieron a 8400 lux. 

Los resultados representados gráficamente en la figura 

12, muestran una fase de adaptación de J dias en la luz, mientras 

que en la obscuridad no se aprecia este período. La duración de la 

fase exponencial también varió, fué desde los J hasta los 21 dias 

en luz y de los 1-2 a los 27 en la obscuridad. Con los datos 

obtenidos en luz, se obtuvo una velocidad especifica de 

crecimiento (µ) de 0.0989 d-l y un tiempo de duplicación (td) de 7 

dias (d), mientras que en obscuridad laµ fué 0 . 0501 d-l y el td 

fué 13.83 d. 

En la producción de tiofenos, se observó que la biosintesis 

varió en luz y obscuridad (figura 12). En luz, los tiofenos se 

presentaron en todo el ciclo de crecimi e nto, y se observó una 

caida de la producción a los 12 días que estaba dentro de la fase 

exponencial y en la fase lineal prácticamente se mantuvo constante 

y se incrementó nuevamente al inicio de la fase estacionaria. 

Durante la fase estacionaria se obtuvo la máxima producción (1.58 

µg de tiofeno/g de PS de callo). El tiofeno de mayor concentración 

en la fase estacionaria fué a-T, mientras que en las otras fases 

probablemente fué el BBT. En la obscuridad, la producción solo se 

detectó tres veces durante toda la cinética. , y fué en la fase 

lineal de la sigmoide de la curva diáuxica, en donde se obtuvo una 

producción máxima de 0 . 25 µ g de ti o feno / g de PS de c a llo . 
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6.5. COMPARACION ENTRE CULTIVOS EN SUSPENSION ESTABLECIDOS A 
PARTIR DE CALLO Y DIRECTAMENTE DE EXPLANTE. 

Los cultivos de células en suspensión fueron establecidos por 

dos vias: a partir de tejido calloso y directamente de explante. 

Los cultivos en suspensión a partir de callo, se establecieron a 

los 6 dias, y se caracterizaron por formar suspensiones con 

agregados celulares muy pequeñas (finas) mientras que los 

obtenidos a partir de explante, empezaron a formarse a los 10 dias 

y a los 25 ya se tenian los cultivos. En este ultimo caso se 

observó que el explante no se disgregaba totalmente, y al parecer, 

las suspensiones se formaron de las células periféricas de este y 

luego se multiplicaban. Las células en suspensión asi obtenidos, 

se caracterizaron por formar suspensiones celulares mixtas, muy 

similares morfológicamente a los obtenidos con el tejido calloso y 

otras que formaron agregados celulares de aproximadamente 0.5 mm a 

7 mm de diámetro. Tanto los agregados celulares como los que no 

formaron dichos agregados, se separaron por sedimentación, una 

vez separados, se clasi ficaron para su mejor manejo. Las células 

en suspensión obtenidos a partir de callos ' se clasificó como tipo 

ac, donde la letra "a" minuscula indica el tipo y la letra c 

mayüscula indica que fué originado a partir de callo, mientras que 

a las suspensiones obtenidas directamente de explantes muy 

similares a los cultivos en suspension originados de callos, se 

les clasificó como el mismo tipo aE, poniéndole la letra E para 

indicar que fué originado de explante y a los agregados celulares 

se les clasificó como tipo bE (Figura 14) . 

En la figura 14, se muestra la fotograf ia de ambos tipos 

celulares, donde visualmente los tipos ac y aE pertenecen al mismo 
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tipo celular. 

Adicionalmente, debido a que se obtuveron primero los 

cultivos de células en suspensión a partir de callo, se deteminó 

el tamaño del inóculo adecuado, que se utilizó para el 

mantenimiento, subcultivo y cinética de crecimiento de ambos tipos 

celulares. Donde se varió la concentración celular desde 0.5 hasta 

3 g de PS de células en suspensión/l, y se cuantificó el 

crecimiento e IC. En la figura 13 se observa que el rango de 

crecimiento que alcanzaron los diferentes inocules fué de 4.5-6.3 

g/l. Al aplicar un análisis estadistico de "t" de Students se 

obtuvo que la producción de biomasa en base al PS, no varió 

significativamente en un nivel de 0.5. Por otro lado conforme se 

incrementó el tamaño de inoculo el re disminuyó. El re máximo fué 

de 8.79 en el inoculo 0.53 g de PS/l. De estos resultados, se 

eligió 0.75 g de PS/l, con un re de 7.13 para llevar a cabo las 

cinéticas de crecimiento de las células en suspensión. 

6. 6. EFECTO DE LOS MEDIOS DE CULTIVO (MS, SH Y 85) SOBRE EL 
CRECIMIENTO DE CELULAS EN SUSPENSION DE ~~ erteda Y 
PRODUCCION DE TIOFENOS POR LOS TIPOS CELULARES ac, aE y bE 

En la figura (15a) se presentaron las cinéticas de 

crecimiento de las células en suspensión tipo aC, llevado a cabo 

en los medios MS, SH y 8 5 , Las células crecidas en el medio MS, 

presentan una curva de crecimiento diáuxico, en donde este tipo de 

crecimiento fué repetitivo en tres diferentes cinéticas de este 

tipo celular. En la primera fase de crecimiento diáxico, se 

presentó una velocidad específica de crecimiento (µ) de 0.18 d-1 y 

un td de 3.8 d, en la segunda fase la µ fué de 0.05 d-1 y el td de 

13.37 d. Las células crecidos en el medio SH y B5, presentaron una 

curva de de crecimiento tipica, con una fase lag de tres a seis 
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dias en ambos casos, la fase de crecimiento exponencial 

fué diferente, lo cual hace que los cultivos crecidos en el medio 

SH entren a la fase estacionaria a lo 15 dias, mientras que los 

crecidos en B5 lo hacen hasta los 18 dias. Para los cultivos en SH 

laµ fué de 0.15 d-l con un td de 4.4 d, y para los crecidos en B5 

la µ fué de 0.205 d-l y td de 3.3 d. El crecimiento máximo que 

presentó este tipo celular es de 5.93 g de PS/l . 

Por otro lado las cinéticas de crecimiento de las células en 

suspensión tipo aE, originados directamente de explante , y que 

son muy similares en morfología a las células en suspensión 

originados de callo se muestra en la figur a (15b). Estas cinéticas 

se cara ter izaron por ser muy similares en todos los medios de 

cultivo, con fase lag de aproximadamente nueve dias y una fase de 

crecimiento que culminó a los 18 días. En estas células, la 

variación que se obtuvo fué principalmente en el crecimiento 

máximo, que para el c aso de las células crecidos en el medio MS 

fué de 5.25 g de PS/l, en SH de 6.6g de PS / l y para el B5 de 5.9g 

de PS/l La µ en MS fué de 0.13 d-1 , y un td de 5.29 d, para SH de 

-1 0.208d y el td de 3.32 d, y para B5 de 0.175 -1 d y td de 3.94 d. 

En la figua (15c), se presentan las cinéticas de crecimiento 

de las células tipo bE, que formaron agregados celulares de 0.5 mm 

hasta 7 mm de diámetro. En esta figura se puede observar que la 

fase lag de este tipo celular duró de 3-6 dias en todos los medios 

de cultivo, pero alcanzaron la fase estacionaria a diferentes 

tiempos, los crecidos en B5 lo hacieron a los 15 dias, mietras los 

de MS y SH lo hacieron a los 18 días. El crecimiento máximo varió 

en todos los casos. En el medio MS fué de 8.73g de PS/l, en SH fué 

de 9.24 g de PS / l y en B5 de 7.6 g de PS / l. En MS se obtuvo una µ 
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-1 -1 de 0.1783 d y un td de 3.88 d, para SH la µ fué de 0.155 d y 

el td de 4.4 d, mientras que para 85 se obtuvo una µ de 0.242 d-l 

y un td de 2.85 d. 

Respecto a la producción de tiofenos, en la figura 11, se 

muestran los cromatogramas del a-tertiofeno (sigma), que se 

utilizó como estándar y la de dos muestras de cultivo de callos 

utilizados ( a) a-tertiofeno, b) a los 12 dias y c) a los 27 dias 

de la cinética de crec imiento) . Se puede observar que el tiempo de 

retención del extracto de células de 27 dias, es muy similar al 

estándar a-tertiofeno, con base a lo anterior y debido a que 

también se presentaron los mismos tiempo de retención en los 

extractos de los cultivos de células en suspensión a analizarlos 

por CLAR, se corroboró que suspensiones celulares producen a-T, 

adicionalmente, las técnicas de RMN y CCF indican la producción de 

por lo menos tres tipos diferentes de tiofenos tanto en callos 

como en suspensiones celulares, por lo que, todos los picos que 

salieron antes de este pico se consideraron como otro tipo de 

tiofenos, y debido a estos datos, la producción se reporta como 

tiofenos totales, relativos al a-T. 

En la figura 15a se presenta la producción intracelular de 

tiofenos retenidos en las células en suspensión del tipo ac, en 

los diferentes medios de cultivo empleados. En el medio MS la 

producción se presentó en ca s i todo el ciclo del cultivo excepto 

en la fase lag., predominando la producción del a-tertiofeno en la 

fase estacionaria. La máxima producció n que se presentó fué de 

6.76 µg de tiofeno/g de PS de células en la fase exponencial de la 

primera curva de crecimiento, mientras que en la segunda fase de 

crecimiento la máxima producción fué de J. 85 µg de tiofeno/g de PS 
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de células. Por otro lado la producción de tiofenos en el medio 

SH, solo se detectó a los tres días y fué de 13.57 µg de tiofeno/g 

de PS de células, en tanto que en el medio B5 solo se detectó una 

sola vez durante toda la cinética y la concentración fué de 11.9 

µg de tiofeno/ g de PS de célula. 

En los cult ivos e n suspensión del tipo aE figura 15b, la 

producción solo se detectó una s ola vez en ias células crecidos en 

MS y SH, con 18.5 µ g de tiofeno/g de PS y 7 .3 µg de tiofeno/g de 

PS respectivamente. 

Finalmente la producción de tiofenos en las células tipo bE, 

se presenta en la figura (15c), con concentraciones de 33.63 µg de 

tiofeno/g de PS a los 6 días para los cultivos crecidos en el 

medio MS, 22.09 µg de tiofeno/g de PS en e l medio SH a los tres 

días y 2.28 µg/g de PS en el medio B5 . 

Los tiofenos que fueron secretados al medio de cultivo por el 

tipo celular ac se presentan en la figura 16a. En el medio MS la 

concentración máxima de tiofenos fué de O. 54 7 µg/ 1 de medio de 

cultivo, mientras que en medio SH se detectó tres veces durante 

la cinética, y la máxima concentración que se obtuvo fué 2.076 µg 

de tiofeno/l de medio de cultivo a los 6 días . En tanto que en el 

medio B5, la producción fué 0. 36 µg/l. 

En los cultivos en suspensión del tipo a E figura 16b, la 

secreción de tiofenos al medio de cultivo fué 0.15 µg/l a los tres 

días en el medio MS, en tanto que en SH, fué de 0.15 µg/l en el 

medio de cultivo a los 18 días, y en medio B5 este fué de 0.185 

µg/l a los 9 días. 

Por otro lado, en las células tipo bE (figura 16c), los 

tiof enos presentes en el medio se detectaron a una concentración 
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de 0.25 µg/l a los 15 d1as en los cultivos crecidos en el medio 

MS, en tanto que los crecidos en SH, la máxima concentración fué 

de 1.26 µg/l de medio de cultivo a los 15 dias, y en BS no se 

detectaron. 

En la tabla VIII, se resume el efecto de los medios de 

cultivo sobre el crecimiento y producción, donde se observa que el 

tipo celular ac creció más rápido en el medio B5, pero en el medio 

SH produce más tiofenos en relación al MS y BS, y en medio MS 

presentó un crecimiento diáuxico. Mientras que el tipo aE crece 

más rapido en SH, pero la mayor producción se presentó en el medio 

MS. En tanto el tipo bE crece más rápido en BS y produce más 

tiofenos en MS. Un aspecto importante es que las células tipo bE, 

produce más tiofenos que los tipos a en MS y SH, mientra que en bS 

la producción es baja. Adicionalmente, el crecimiento que 

alcanzaron tanto el tipo aC como el aE fué de 6 g de PS/l, 

mientras que el tipo bE fué de 10 g de PS/l. 
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7. DISCUSION 

El procedimiento empleado para la desinfestaci6n de las 

semillas de 7aq,e~ efl.eCla, permitió la obtención de plantulas 

asépticas necesarias para el establecimiento de los cultivos Ui 

..WW, debido a la acción combinada de: a) el pretratamiento con 

alcohol absoluto, que elimina cierta cantidad de lipidos y ceras 

(Heinstein y Eme ry 1988), b) la adición del detergente (Tween), 

que ayuda a humedecer y abrir los poros de la membrana superficial 

de las semillas, y permite el paso del agente desinfestante 

(Yeoman y McLeod 1979) , y c) l a e xposición de las semillas, por un 

periódo lo suficientemente prolongado (10-12.5 min), para permitir 

la eliminación de microorganismos por la acción biocida del cloro 

libre presente en el agente desinfestante (HClO) (Wildgooose 1972¡ 

Mennie 1971) . 

Durante la iniciación de los cultivos i.ll ..wia, se observó en 

la inducción de callos, que conforme se incrementó la 

concentración de BAP el crecimiento aumentó, mientras que al 

incrementar la concentración de 2, 4-D esta disminuyó (Fig. 8a). 

Este efecto de la citocinina BAP en el crecimiento, concuerda con 

el hecho de que las ci tocininas funcionan como promotores de la 

división celula r, y aunque no se sabe el mecanismo de acción, se 

especula que puede ser a nivel traduccional, que actuan via 

sintesis de proteinas en G2 del c iclo celular o en la transición 

de G2 a mitosis (Everett y col 1978¡ Wa ng y col 1981). Por otro 

lado, aunque se sabe que en general que las auxinas influyen en el 

crecimiento ó elongación , no se sabe en que parte del ciclo 

celular actua el 2,4-D, aunque Everett y col (1981) sugiren que la 

estimulación de l a divisi ón celular por 2,4 -D puede ser indirecta 
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y no debido a la activación de un punto de control del ciclo 

celular. 

Adicionalmente se ha observado que el 2,4-D forma complejos 

con histonas ricos en lisina en etapas tempranas de la inducción 

de callo (Yasuda y Yamada 1970), y se ha documentado que una 

caracteristica muy i mporta nte del efecto del 2,4-D, es la 

inhibición de l a diferenciación morfológica (Mantell y Smith 

1983), este punto de vista se corrobora en estos estudios, ya que 

en todos los medios que contenian 2 , 4 -D no se observó 

diferenciación morfológica , en este caso , el máximo crecimiento 

que se obtuvo fué en la concentración de 33.3 µM de BAPy 2.26 µM 

de 2,4-D (Fig.8a). En tanto que en presencia de ANA (Fig. 8b), se 

observó que en las concentraciones donde se combinó con BAP, se 

obtuvieron calles con diferenciación morfológica en forma de 

raices, en este caso, el mayor crecimiento se observó en la 

concentración de 2.68 µM de ANA y 22.2 µM de BAP, concentración 

similar reportado previamente y utilizado para los cultivos Ui 

ultrw de especies de 1a.qele.ó por Ketel y col. (1986a), dondé 

también reporta que obtiene diferenciación morfológica en forma de 

raices en cultivo de callos y en forma de agregados celulares en 

cultivos de células en suspensión (Ketel y col 1986), similares 

resultados obtiene Kotari y Chandra (1986), que al trabajar con 

las combinaciones de ANA y AIA observaron diferenciación 

morfológica tanto en callos como en células en suspensión de 

~aqei.e<l e11ecta . En otros sis tema s de c ulti vo, también se ha 

ensayado la inducción de callos con ANA 2,4-D y BAP con 

similares resultados, en este aspecto, Polanco y col (1988), 

obtienen callos en todos los explante de 1.eil<> ~ con 2, 4-0, 
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pero s6lo o en combinación con otra auxina y/o citocinina no 

induce morfogenesis, mientras con BAP induce dicho fenómeno, 

similares resultados se ha obtenido con ~a¡u.Uum a.rvu.un (Agrawal y 

col 1989), en tanto se obtienen mayor crecimiento con 2,4-D en en 

el cultivo de ~amelUa ~ (Frisch y camper 1987), y King y 

Morehart (1987) observaron que el cultivo de c allos de ~ 'UL&num 

es afectado por l a presencia de los RC , en este caso, se confirma 

que el crecimiento "óptimo" depende de la relación 

auxinas/citocininas, asi como de su concentración en el medio. En 

el presente trabajo se demostr ó que la concentración de 33.3 µM de 

BAP y 2.56 µM de 2,4-D en ausencia de ANA como la adecuada. Dicha 

concentración fué la que se utilizó en todos los experimentos. 

En la influencia de un medio semisólido y un medio liquido en 

el crecimento y producción, 

diferencias significativas 

en la tabla (VI), se observa que hay 

en el crecimiento y producción 

dependiendo del sistema de culti vo empleado, asi como el origen 

del explante. 

En el crecimiento (Tabla VI) , este fué mayor en el medio 

liquido agitado que en el medio semisólido. La razón de estas 

diferencias en el crecimiento, puede ser debido a que en el medio 

semisólido se forman gradientes de nutrientes, intercambio 

gaseoso, polarización y durante la inducción del tejido calloso 

solo ciertas partes del e xplante está e n contacto con la 

superficie del medio de cultivo, en contraste con el medio liquido 

agitado, donde todo el explante e s t á en contacto c on el med io de 

cultivo y se elimina el gradiente de nutrientes, la polarización y 

facilita el intercambio gaseoso ( Yeoman y Macleod 197 7) , y como 

consecuencia de estas caracteristicas en ambos sistemas de 
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cultivo, se observ6 mayor crecimiento en el medio liquido agitado. 

Adicionalmente, se observa que el origen del explante influye en 

el crecimiento como se representa en la Tabla IVa, donde la hoja 

es el que indujo callos con mayor indice de crecimiento, mientras 

que el mayor crecimiento en la inducción de células en suspensión 

directamente del explante se obtuvo con el órgano cotiledon, estos 

resultados coinciden con los obtenidos por Calva (1989), donde 

reporta que el origen del explante influye en la inducci6n de 

callos y el 6rgano cotiledon es el que induce callos con mayor 

biomasa en cultivos de e<lp(>lcwn QlllU.U7l. 

En la producción de tiofenos, los datos que indican la 

presencia de estos en nuestros cultivos, son los obtenidos con las 

técnicas de CCF, CLAR y RMN. En el caso de la CCF (Tabla III), al 

desarrollar un extracto de semillas de '~ en.ecta, se 

obtuvieron cuatro bandas f luorecentes al revelarlas en luz UV, 

similares resultados fueron repotadas por Chan y col (1975,1979), 

mientras que en los cultivos de callos y de células en suspensión 

se detectaron tres bandas. Por otra parte, cuando se desarrolló el 

estándar a-tertiof eno junto con un extracto de células en 

suspensi6n en CCF, se observó que una de las bandas del extracto 

migró al mismo Rf que el a-tertiofeno (Figura 8). En forma 

similar, con los espectros de RMN, se observó que todas las bandas 

que se purificaron de los cultivos in ullrto, absorvieron en la 

region de los tiofenos reportados por Bohlman y col (1973), y 

aunque en algunos casos se observó muy poca resolución (Figura 7), 

esto ultimo puede ser debido a la pequeña cantidad de tiofenos 

obtenidos de los cultivos U\ ultrw. 

En el presente estudio, la producción de tiofenos varió 
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dependiendo del origen del explante, tanto en el medio semis6lido 

como en el medio liquido agitado, y como se observa en la tabla 

(VII) el cotiledon es el que más produjo, resultados que difieren 

a lo reportado por Tabata y col (1970) y Sasse y col (1982), que 

obtuvieron que el origen del explante no influyó en la producción 

de metabolitos secundarios. 

Por otra parte, el tipo de tiofeno producido por cada 

explante también varió. En los cultivos derivados de ra1z y 

cotiledon el 

mientras que 

tiof eno principal 

en el hipocotilo 

producido fué el 

y la hoja fué 

a-tertiofeno, 

el BBT. Este 

comportamiento es muy similar a lo observado lrl ulua con ' pat.u.la 

por sutfeld (1982), donde el cotiledon y la ra1z fueron los 

órganos que produjeron más a-tertiofeno, mientras que en hoja y 

tallo fué el BBT. El hecho de que la producción sea muy similar a 

lo observado lrl .uWo, puede ser debido a la presencia ciertas 

células diferenciadas, que se mantuvieron en el medio de cultivo 

durante la inducción de callos y células en suspensi~n. 

De acuerdo a Ketel (1986a) con las resiembras, la capacidad 

biosintética de los cultivos de callos de '3. eriec.ta disminuye, y 

considerando que en las células indiferenciadas no hay producción 

de metabolitos secundarios. En el presente estudio , las cinéticas 

de crecimiento y producción de callos de un año de edad (Fig. 12) 

que no mustran diferenciación morfológica, mostraron la 

producción de tiofenos. 

Las diferencias que se presentaron por el efecto de la luz y 

obcuridad en el crecimiento y producción de tiofenos es debido 

indiscutiblemente a los parametros probados, ya que en ambos casos 

los callos fueron acondicionados a la luz y obscuridad por más de 
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cuatro meses (9 resiembras). La producción de tiofenos, fué mayor 

en los callos expuestos a la luz que en obscuridad, resultados que 

coinciden con los de oropeza y col ( 1990), donde callos 

transformados de '3. eriecta var. criolla, que no forman rafees, 

acumularon tiofenos en presencia de luz. Sin embargo, difieren con 

los resultados obtenidos con la misma especie pero que forma 

rafees (Oropeza y col 1990), y con los obtenidos con ':J. patula 

por Croes y col (1988 y 1989a) y Adamase (1990), que observaron 

mayor pr oducción en obscuridad . Aunque Oropeza y col (1990) 

postulan que estas diferencias pueden ser modulado por la 

diferencia en especie, grado de diferenciación y transformación, 

nuestros resultados obtenidos en la cinética de crecimiento y 

producción en callos (Fig. 12), la producción podria ser debido al 

tipo celular presente en el cultivo (ver más adelante), que 

posiblemente este en un estado de diferenciación más avanzada , 

que es influenciado por los medios de cultivo y concentración de 

RC Por otra parte, en el presente estudio, los tiofenos 

principales producidos fueron el a-tertiofeno y posiblemente BBT, 

lo cual está en contraste con Adamase (1990), Croes y col 1988 y 

1989a, cuyo cultivos acumularon BBT-Ac y BBT-OH. 

En este contexto, la combinación de BAP y 2,4-D es capaz de 

inducir la biosfntesis de tiofenos, en tanto que con BAP y ANA la 

producción desaparece con el tien po, como lo reporta Ketel 1987, 

mientras que Croes y col (19 89b) obtuvieron un incremento de la 

producción a bajas concentraciones de AIA en cultivo de rafees 

transformadas, este comentario se debe al hecho de que el 2,4-D 

inhibe la producción de metabolitos secundar ios en la mayoria de 

los sistemas iJl uWia (Mantel! y Smith 1987 ) y como se muestra en 
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la figura 12, en estos estudios la inhibición no se presentó. 

Por otro lado, se ha postulado una relación directa entre la 

producción de tiofenos y diferenciación morfológica (Croes y col 

1988 y 1989a). La produccón de tiofenos en el presente estudio, 

donde los cultivos se caracterizaron por no presentar 

diferenciación morfológica, no apoya esta hipótesis. Esta 

diferencia puede ser atribuida, a que en cultivo de órganos como 

las rafees, durante su desarrollo, algunas células adquieren 

cambios más profundos que otras (Esau 1972), que forman un 

complejo de diferentes tipos celulares algunos de los cuales 

pudiera especializarse para la producción de tiofenos, en tanto 

que en nuestros cultivos, pudieran sobrevivir algun tipo celular 

que se encuentra en un estado de diferenciación especifica, que 

involucra la producción de tiofeno. Este punto de vista, es 

apoyado por lo observado por Ketel (1987), que reporta que con las 

resiembras de los cu! ti vos de callos, la producción de tiofenos 

desaparece, en tanto que al inducir células en suspensión a partir 

de callos primarios, secundarios y terciarios, la producción de 

tiofenos se prolonga por más tiempo (Ketel 1988), estos resultados 

pudieran indicar la presencia de algun tipo celular , que produce 

tiofenos, pero que con el tiempo desaparece, debido posiblemente a 

que entra en un estado de diferenciación termin3l o que los 

constituyentes del medio de cultivo, no permite que sobreviva. 

Además de que los tiofenos solo se producen, cuando las células 

forman grandes agregados en cultivos en 

agregados celulares, es donde pudieran 

capacidad proliferativa comprometidas 

diferenciación especifica y que no 
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diferenciados, dichas células se les conoce como "stem cell" o 

células troncales (Kuri-Harcuch y Castro 1986), lo cual se conoce 

como citodiferenciación (Yeoman 1987). 

Con respecto a lo anterior, los r esulta dos obtenidos con 

células en suspensión originados a partir de tejido calloso y 

directamente de explante, aportaron otros datos. 

Debido a neces i dad de determinar un tamaño del inóculo 

adecuado para el mantenimiento los cultivos de células en 

suspensión (Fig. 14) , ya que este es un parámetro de extrema 

importancia, como 

(1987), donde la 

lo reportan Krogstrup (1990) y Drapeau y col 

densidad celular afectó la proliferación de 

células embriogénicas y producción de metabolitos secundarios 

respectivamente, en este aspecto, determinamos 0.75 g de PS/l como 

el adecuados para el mantenimiento de los cultivos, resultados que 

coinciden con lo obtenido por Veliky y Martín (1970), que 

observaron que un in6culo de o. 5 a 1. O g de PS/ 1 se obtienen 

buenos resultados de crecimiento. 

En las suspensiones celulares originados a partir de callo se 

obtiene un solo tipo celular, el ac, mientras que en las obtenidas 

a partir de explante se observaron dos, el aE y bE (Figura 13A). 

En la figuras 15 se observa que los tipos aC y aE presentaron 

pequenas diferencias en el perfil de crecimiento, pero 

morfol6gicamente eran iguales y en ambos casos, el máximo 

crecimiento fué de 6 g de PS/l en la fase estacionaria por lo se 

podr1a concluir que pertenece n al mi s mo tipo c e l ul a r . Comparando 

estas cinéticas con las del tipo bE (Figura 15b), se observa que 

son diferentes tanto morfológicamente c omo en el perfil de 

crec im iento, y el crecimiento máx i mo que a l ca nz a este tipo celular 
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es de 9 g de PS/l con respecto a los 6 g de PS/l de los tipos "a". 

Esta diferencia puede atribuirse a que, al inducir células en 

suspensión a partir de explante, los diferentes tipos celulares 

presentes en este, tienen más posibilidades de sobrevivir que en 

el callo, ya que se observó, que las originadas directamente del 

explante, se forma ron de las células periféricas y el explante no 

se disgregó totalmente. Este hecho, puede argumentarse como una 

liberación celular del explante al medio liquido, que apoya a lo 

observado por Ende y col (1987), que obtuvo suspensiciones 

celulares finas al inducir cultivo de ralees. Mientras que las 

inducidas de callo, este se disgregó totalmente. Adicionalmente, 

Yeoman y Forche ( 1980) postulan que que una vez establecido el 

callo y sometido a manipulación y subcultivo, puede efectivamente 

seleccionar ciertos tipos celulares y eliminar otros. Por lo 

tanto, al inducir células en suspensión a partir de callos de ' 

en.ect.a, las células tipo bE, que no se presentan en el cultivo de 

células en suspensión inducidos a partir de callo, probablemente 

existieron inicialmente, pero no sobrevivieron. Esta ultima 

suposición implica, que desde el inicio del cultivo, el sistema 

semisólido ejerce una presión de selección, donde solo sobreviven 

ciertos tipos celulares. 

Con base a lo anterior, estos resulta dos ne; apoyan a la 

hipótesis de que las células se desdiferencian durante la 

inducción de callos, como lo mencionan diversos autores (Constabel 

y col 1974; Sea brook 19 80 ; Aitchison y col 19 77; Yeoman y Mcleod 

1977), más bién apoyan a l o que se entiende por modulación, que en 

este caso , es el efecto que ejerce el medio de cultivo sobre la 

expresión de funciones especi a lizadas, que al obtenerse de un 
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organismo un tejido diferenciado y disociarlo para cultivar ln 

uU!ul, las células que lo constituyen pierden con rapidez algunas 

de las carateristicas bioquimicas y/o morfológicas que poselan in 

ulua, pero la población mantenida U1 uUrw no está menos 

diferenciadas que cuando se encuentra en el organismo vivo, sino 

que expresan aquellas funciones que son necesarias para la 

sobrevivencia celular y cuando las células se mantienen en 

condiciones adecuadas vuelven a manif esta el fenotipo 

(Kuri-Harcuch y Castro 1986), esto es lo que podrla ocurrir 

durante la inducción de callos, y adicionalmente solo ciertos 

tipos celulares pueden sobrevivir como se muestra en nuestros 

resultados (Fig. 13A y 13B). En este caso preferentemente se 

cultivaron células meristemáticas y parenquimáticas, ya que se ha 

reportado, que el tejido calloso se forma a partir de cambium, 

cortex y floema (tejidos compuestos por meristemos y/o parenquima) 

(Frisch y Camper 1987), que serian las que sobrivivirian en los 

cultivos, debido a que este tipo de células se encuentran en toda 

la planta y se reconocen como células totipotenciales (Esau 1972) . 

Por otro lado, la producción de tiofenos por los tres tipos 

celulares, se observa en la figura (15 Y 16). Los tipos ac, depués 

de más de un año de resiembras siguieron produciendo tiofenos, 

estos resultados está en contraste con lo obtenido por Groneman en 

(1984) y Ketel y col (1987) con células en suspensión de j~ 

mUwta, quienes observaron, que con las resiembras, la producción 

de tiofenos desaparece . Los tipos de ti o fenos producidos por 

nuetros cultivos es e 1 cx-T y BBT, y se observó que el tipo bE 

produce más tiofenos que los tipos a, este resultado es similar al 

obtenido por Hulst y col (1989), quienes encontraron que a mayor 
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tamaño del agregado celular mayor producción, observandose como 

tamaño "optimo" el comprendido entre 11 a 13 mm. En ese caso los 

agregados solo producen el BBT-OH, mientras que en el presente 

estudio los tipos "a" produjeron más a-T que los tipos "b". Por 

otra parte, también se ha observado que el BBT-OH es tiofeno 

secretado (Ketel 1988¡ Adamase 1990), en contraste con nuestros 

cultivos, los cuales secretan a-T. 

El efecto de los diferentes medios de cultivo en el 

crecimiento y producción se observa en la tabla IX, evidentemente 

las caracteristicas cinéticas del tipo ac, aE y bE son diferentes, 

en este caso, debido a que el tipo ac y aE son morfológicamente 

idénticos y el máximo crecimiento que alcanzaron fué de 6 g/l, se 

esperaba que los parámetros cinéticos fueran iguales. Esta 

similitud no se presentó debido a que ambos fueron establecidos 

de forma diferente, donde los inducidos a partir de callo pudieran 

expresar ciertas características metabólicas, 

especificas al medio semisólido en relación a 

partir del explante. 

como respuesta 

los inducidos a 

En la producción de tiofenos, aparentemente los medios de 

cultivo no influyeron fuertemente en la producción, como se ha 

observado con el incremento de la producción de tiofenos, al 

adicionar potenciadores al medio de cultivo en células 

transformadas de 'Jaq,ei..eó patula (Mukunda y Hjorso 1990 a y b}, y 

en otros sistemas, donde al cultivar las células de f~ 

eru¡tlvw!UJ¡un en e 1 medio Wh i te, se incrementó la producción, y 

esto fué debido a que este medio no contiene amonio en relación a 

los otros medios (Fujita y Tabata 1987) . 

En este contexto, la obtención de dos tipos celulares, por 
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aedio de la inducción de células en suspensión directamente del 

explante, se presenta como una alternativa interesante en trabajos 

futuros con cultivos de células vegetales, ya que se tendrian 

células en un estado de diferenciación especifica para la 

producción de metabolitos secundarios. En base a ello, el 

procedimiento 

establecimiento 

modificar de 

propuesto por 

de células 

la siguiente 

(Deus 

altamente 

manera: 

y 

1) 

Zenk 1982) 

productoras, 

selección 

para el 

se podria 

de plantas 

altamente productoras, 2) establecimiento de células en suspensión 

directamente del explante, J) selección de diferentes tipos 

celulares, 4) selección clonal repetida y establecimiento de 

células altamente productoras y 5) desarrollo de medio de 

producción. 

Con base a lo anterior, el establecimiento de tipos celulares 

presentarla ventajas sobre el cultivo de órganos, donde se ha 

observado la producción de diferentes rnetabolitos secundarios, 

como la 

r;~ 

vinblastina en 

~ (Miura y 

cultivos de callos con ralees 

col 1987), alcaloides indólicos 

de 

en 

cultivo de tallos de~. ~ (Hirata y col 1987), en este caso, 

los tipos celulares, presentarian la ventaja de poderlos llevar a 

un biorreactor. 
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8 . CONCLUSIONES 

1).-Para la obtención de plantulas asépticas para el inicio 

de los cultivoc in. ~' el tiempo de exposición adecuado de las 

semillas al agente desinfestante hipoclorito de sodio, es 10 a 

12.5 minutos. 

2).-La concentración de los reguladores de crecimiento 

adecuado, para la obtención y crecimiento de callos, es 33.3 µH de 

BAP y 2.26 µM de 2,4-D en el medio MS suplementado con 20 g/l de 

sacarosa. Los callos asi obtenidos tuvieron un indice de 

crecimiento 

morfológica. 

(IC) de 4.41 y no presentan dif erenciaci6n 

3.-Respecto a la inducción de callos y células en suspensión 

directamente del explante, estas ultimas presentaron un mayor 

crecimiento y producción de tiofenos. El órgano que presentó mayor 

(IC), fué el cotiledón con 54.7 en cultivos en suspensión, 

mientras que en el cultivo de callos fué la hoja con un IC de 

25. 08. La mayor producción en ambos casos fué observada en los 

cultivos derivados del cotiledon, con 4.81 µg de tiofenos/g de PS 

de suspensión y 4.3 µg .de tiofenos/g de PS en callos. 

4).-Los callos cultivados en luz, Produjeron un máximo de 

1.58 µg de tiofeno/g de PS y presentaron un tiempo de duplicación 

de 7.0 dias, mientras que en los cultivados en obscuridad, fué de 

0.23 µg de tiofenos/g de PS y el tiempo de duplicación de 13.83 

dias. Por otro lado, la producción de tiofenos fué continua en los 

cultivos crecidos en luz, , pero no en los crecidos en obscuridad. 

5) .-Durante la inducción de células en suspensión, a partir 

de callo se obtuvo un tipo celular ac, mi entras que al inducir 

suspensiones a partir de explante se obtuvieron dos tipos 
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celulares aE y bE. 

6).-El tamaño de inóculo adecuado para el crecimiento de las 

células en suspensión fué de 0 . 75 g de PS/l. 

7).-De las cinéticas de crecimiento de los tipos celulares, 

aparentemente los tipo ac y aE son el mismo. Además 

morfol6gicamente son muy similares y el máximo crecimiento que 

alcanzaronn fué de 6g de PS/l, pero fueron diferentes del tipo bE, 

que alcanzó un crecimiento máximo de 9 g de PS/l 

8) .-El tipo celular bE, produjo mayor cantidad de tiofeno que 

los tipos ac y aE. 
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9. SUGERENCIAS PARA TRABAJOS POSTERIORES. 

1.-Aislar y caracteriza r los diferentes tipos celulares, 

mediante la inducción de células en suspensión directamente de 

explantes de diferentes edades. 

2. - Utili za r diferentes medios de cultivo para el aislamiento 

de diferentes tipos celulares, siguiendo el método modificado de 

Deus y Zenk (1982) propuesto en este trabajo. 

3.-Debido a alta productividad que se ha observado con 

cultivo de órganos y la estabilidad genética en la transformación 

celular , comparar la producc ión de tiofeno s en cultivo de raices 

"normales" y raices tra nsformadas con respecto a la produción de 

los diferentes tipos celulares que se obtengan . 

4.-Para la cuantificación de tiofenos, se sugiere la compra 

de los estandares certificados, con el propósito de tener la 

certeza, de además del cx-tertiofeno, cuales tiofenos se estan 

produciendo en los cultivos. 

5 . -Continuar el estudio del presente trabajo a nivel de 

biorreactor, asi como el de las raices "no rmales" y transformadas 

que se obtengan. 
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10. TABLAS 

Tabla !.-Terpenos aislados de hojas y flores de ~a.q el.e.c. 
ell.e.Ct.a • 

COMPUESTOS 

a-cadineno 

1-cadineno 

Limoneno 

Cis-cariof ileno 

1-elmeno 

13-elmeno 

a-munroleno 

a-cubebeno 

Isopolegol 

13-cubebeno 

2-dodecenal 

Ac. tetradecanoico 

a-Selineno 

a-patchuleno 

Pulegol 

Linalool 

Copa e no 

a-pineno 

a-gualeno 

Aloaromadendreno 

Elemol 

Mento na 

Adaptado de Wang-Yan y col 1988. 
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CONTENIDO (% PF) 

17.9 

14.1 

9.2 

8.2 

4.7 

4.6 

3.5 

2.8 

2.3 

2.2 

2. 1 

l. 7 

l. 6 

l. 3 

l. o 
0.9 

0.9 

0.8 

o. a 
0.5 

0.4 

0.2 



Tabla II.- Efecto biocida de los tiofenos en diferentes 
organismos. 

EFECTO EN: 

VIRUS 
S1ndb1s 
C1tomegalvirus 

BACTERIAS 
E. coli 
Pseudomona aeroginosa 

HONGOS 
Saccharomyces cerevisiae 
Candida albicans 
Fusarium oxyporum 

NEMATODOS 
Dytylechus dipsaci 
Pratylechus penetrans 
Heloigyne hapla 
H. incognita 
1f. arenaría 

INSECTOS 
1fanduca sextá 
Euxoa messoria 
Ostrinia nubilalis 
Aedes instrudens 
Chaoburus sp 
Lestes sp 
Aedes aegypti 
A. atropalpus 

PLANTAS 
Ascleptos syriaca 
Tr1folium pratense 
Chenopodium album 
Phlelium pratense 

TEJIDOS 
ERITROCITOS HUHANOS 
FIBROBLASTOS DE LA PIEL HUHANA 
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Tabla III.- Análisis de varianza (ANAVA), del efecto del BAP 
y 2,4-D sobre la inducción de tejido calloso, en presencia y 
ausencia de ANA. 

Fuente de G.L s.c C M F Ft 0.01 variación e 

ANA 1 0.306 0.306 6.403 6.63 

2,4-D 3 0.867 0.289 6.058 4.61 

BAP 3 2.007 0.669 14.015 4.61 

ANA*2,4-D 3 3.092 l. 03 l. 21.594 4.61 

ANA*BAP 3 0.493 0.164 3.440 4.61 

2,4-D*BAP 9 2.237 0.249 5.21 2.41 

TRIPLE 9 2.042 0.227 3.451 2.41 INTERACCION 

ERROR 185 8.829 0.048 

Tabla IV.- ANAVA, del efecto de BAP y 2,4-D sobre reinducción 
del tejido calloso. 

Fuente de G.L s . c C M Fe Ft 0.05 variación 

Tratamiento 8 -- -- --
Efecto de 2 0.003 0.000170 0.503 3.55 BAP 
Erecto de 2 0.000 0.002 5.89 3.55 2,4-D 
Intera- 4 0.0 0 1 0 .000242 0. 7 14 2.90 ción 

Error 18 0.005 0.000339 --
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Tabla V. -Rfª de los 
células en suspensión 
tiofenos. 

Flor 

0.97 

RF 0.70 

0. 51 

0.40 

compuestos 
de ':! aqe.leó 

Células en 

0.97 

0.70 

0.51 

-

presentes en flor, callos y 
en.ecta, identificados como 

suspensión callos 

0.97 

0.70 

0.51 

-
Se emplearon placas preparados con silica-gel80, y como 

fase movil eter de petróleo:acetona:eter etilico (9:1:1 v/v). 

Tabla VI. - Efecto del medio semisólido y liquido sobre el 
crecimiento celular, durante la inducción de callos y células en 
suspensión a partir de diferentes explantes. 

EX PLANTE CALLOS IC CELULAS EN SUSPENSION IC mg de PS/frasco mg de PS/matraz 

Cotiledón 58.35 13.6 234.7 54.7 

Hoja 82.79 25.08 92.9 28.7 

Tallo 48.16 8 . 14 91.9 15.5 

Raiz 71. 43 l. 4 272.83 5.4 

Para la inducción de tejido calloso, los explantes de los 
diferentes órganos se colocaron en frascos gerber con 25 ml de 
medio semisólido, y en matraces Erlenmeyer con 50 ml de medio 
liquido para la inducción de cultivos de células en suspensión. El 
inóculo util izado fué peso seco: 4.29 mg de cotiledón; 3.3 mg de 
hoja; 5.91 mg de tallo y 51 mg de raiz. El medio utilizado fué el 
MS suplementado c on 20 g / l de sacarosa , 2.26 µM de 2,4-D y 33.3 µM 
de BAP. 

61 



Tabla VII.- Producción de tiofenos por los cultivos in ~ 
de 'ªQete4 e'l.ecla, obtenidos a partir de diferentes explantes. 

Explante CALLOS CE LULAS EN SUSPENSION. TOTAL EN es 

Tiofenos µg/g de PS µg/g de PS µg/l µg/g de PS 

cotiledón 4.3 0.83 18.7 4.813 

Hoja l. 54 ND ND ND 

Tallo ND l. 65 4.5 4.098 

Ra1z l. 2 1.02 4.8 1.90 

ND= no detectado, CS= células en suspensión 

Tabla VIII.- Efecto de diferentes medios de cultivo sobre el 
crecimiento y producción de tiofenos, por cultivos de células en 
suspensión de '· e'l.ecla, obtenidos a partir de callo (aC) y 
directamente de explante (aE y bE). 

Medio de MS SH 85 cultivo 
Ti.po 

µ td TF µ td TF µ td TF celular 

ac 0.18 3.8 6.76 0.15 4.4 13.57 0.205 3.37 11.9 

0.05 13.37 3.85 

a E 0.13 5.3 18.5 0.208 3. 32 7.3 0.175 3.94 ND 

bE 0.178 3. 8 33.63 0.15 4.4 22.09 0.243 2.85 2.28 

Donde MS= Murashige-Skoog (1962) , SH= Shenk-Hidebrant(l972), 
B5=

1
Gamborg y col (1968), µ =Velocidad específica de crecimiento 

(d ), td= Tiempo de duplicación (d) y TF= Producción de tiofenos 
µg/g de PS. 
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11. FIGURAS 

OH 
H0~71\0H 
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Glu-0~, I ~ '\\ O H 

HO:-... ' d 
OH OH o 
Ovt1u1• .. tt1""0 

Rh-ºW,º--------li'\oH 1 11\d 
" 0-flh 
OH O 

Figura 1. Flavonoides aislados de las hojas y flores de 
7cu¡ele;l ettecta. (Adaptado de El-Emary y Ali 1983). 

o ,, 
- C-Rz 

:,.... 

"·- ~-() o "1 "z [S T[Jl"ICAOO CON 
H3 CICH 2 J12 H3CICH 2 J12 OIMIRISTATO 

H3CICH2114 H3CCCH2Jl2 MllltlS TATOPalMITATO 

H3 CIC H2114 H3 CICH 2 J14 OIPAtWrTATO 

~ 3 CIC H2J16 H3 CICH 2 J14 PAIWITAT O(ST(AR.ATO 

H3 CIC Hzl16 H3 CICH2 J
16 Ol(STlt.ut.t.TO 

Figura 2 . Estr uctura de las xantófilas aislados de la flor 
de 1aq,ete.Q e'1ecta . (Adaptado de Gau y co l 19 83 ). 
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ol o s TIOFENO 

DI o-Q-0 o- T 
s 

el /[Y);_ s s C•C-CH=CH
2 BBT 

411) 01!)-C•C-CH-CH-OH BBT- OH 2 2 

., 
().()-. cEC-CH-CH-OAc 

2 2 18T-0Ac 

Figura 3. Estructura molecular del tiofeno, b,c,d,y,e) 
tiofenos aislados de plantas del genero ~~. 

ACIDO OLEICO 

ACIDO CREPENINICO 

ACIDOS POLIACETILENIC S (Cl8) 

a y 13-oxidaci6n descarboxilación 

IPOLIACETILENOS (Cl7) 1 

rA~c=r~D~o=s=-P~O=..-L~I~A~c=E=T~I~L=E~N~I~C~O~S,.-::C~O.,..,..,N 

CADENAS MENORES A Cl8 

descarboxilación 

POLIACE'fILENOS MENORES A Cl7 

Figura 4. Via metabólica de los po liacetilenos y tiofenos. 
(Adaptado de Vickery y Vikery 198 1) 
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E6 7 
~-oe-cHZ-<><X>-Oe -----,~~-· CKJ-< IC-CMZ-<>e-Ot4 

s s l6J (\ s s llJ 

CoASH Ac-CoA 

Figura 5. Desacilación y acilación enzimática de derivados de 
ditiofenos: l= 4-hidroxibutinilbitiofeno, 6= 4-acetoxibutinil
bitiofeno, 3= 3,4-diacetoxibutinilbitiofeno , 3*= 3-0Ac,40H
butinilbitiofeno, O= 3,4-dihidroxibutinilbitiofeno, E3 y E6= 
acetoxibutinilbitiofeno: acetato esterasa, A= Acetil-CoA: 4-
hidroxibutinilbitiofeno 0-acetiltransferasa, A?= Acilaci6n 
propuesta. (Adaptado de Metschulant y Sutfeld 1976). 

r----------, 
1 3 BIT f OiAC : 
1 6 BBT - OiOH 1 .__ _________ .J 

~ CoA-SH 

CoA- A~ _, í 
B B T-Ot4-Qo\c Colr-SH 

-
/ 
~· f ino ... 
BBT Y B-T 

Figura 6. Esquema hipotético de la regulación de la 
biosintesis de los tiofenos. Los dos rectangulos representan 
compartimentos c elulares. (Adaptado de Sutfeld 1988). 
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Fiqura 7. Efecto del tiempo de exposición a hipoclorito de 
de sodio (5t) sobre la desinfestaci6n de semillas de ~~ 
enecta. Para cada tratamiento se usar6n 10 semillas. 
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Figura 8. Efecto de la relación 2,4-D/BAP sobre la inducción 
de callos a partir de tallos en ausencia (A) y en presencia (B} de 
2.68 µM de ANA. Se empleó el medio MS suplementado con 20 g/l de 
sacarosa y l. 5 g/l de gelrite. Cada tratamiento se realizó por 
triplicado en frascos gerber de 125 ml con 2~ ml de medio de 
cultivo y 3 explantes, que se incubaron a 27 e y 8400 lux. El 
crecimiento se evaluó después de 30 dlas de cultivo. 
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Figura 9. Efecto de 2 , 4-D y BAP sobre la reinducci6n del 
tejidos calloso a partir de célu las e n s uspensión de '~ 
eri.ecta, se empleó el medio MS s uplementado c on 20 g/l de sacarosa . 
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Figura 10. Espectro de resonancia magnética nuclear (RMN) de 
1) a-tertiofeno, 2) extracto de flor c on un rf de 0.7 , 3)extracto 
de los cultivos u-. uWui c on un rf de 0 . 97 (a-T), 4) rf de 0.7 y 
5) rf de 0.51 purif i cados por cromatografía en columna. 
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Figura 11. Cromatogramas de CLAR del standAr de 
a-tertiofeno (A) y compuestos producidos por los cultivos de callo 
de 'aq,e.t.e4 eri.ecia. B) 12 dias y C) 27 dias de cultivo. Los numeros 
representan el tiempo de retención de los compuestos detectados. 
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100 
O X- luz 

o 6. P-c:bs 

24 

Figura 12. Efecto de luz (8400 lux) y obscuridad sobre el 
crecimiento del tejido cal loso de 'Ja.q,e,lel; e1tecta y su producci6n 
de tiofenos. Se empleó el medio MS suplementado con 3 3. 3 µM de 
BAP, 2.26 µM de 2,4-D y 20 g/l de sacarosa. X= crecimiento, P= 
producci6n. 
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Figura 13. Efecto del tamaño del inoculo sobre el 
crecimiento de los cultivos de células en suspensión de ~~ 
el'lecla. El experimento se realizó en matrace s ErlenMeyer de 125 ml 
con 25 ml de medio MS, suplementado con 33 . J µM de BAP, 2.26 µM de 
2,4-D y 20 g/l de sacarosa. El crecimiento se e valuó después de 14 
d1as de cultivo. 
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ac a E bE 

Figura 14. Esquema (A) y fotografla (B) de los tipos 
celulares obtenidos en cultivos de células en suspensión 
establecidos a partir de callo y directamente de explantes de 
~aq,etec; etieeta. Se empleó el medio MS, suplementado con 2\ de 
sacarosa, 33.3 µM de BAP y 2.26 µM de 2,4-D. 
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Figura 15. Efecto de l o rig e n del cultivo sobre el 
crecimiento y la producción intracelular d e tiofenos en células en 
suspensión de 'J~ e'"l.eCla, A) originados a partir de callo tipo 
ac, y originados a partir de explante B) t i po aE y C) t i po bE. Se 
emplearon los medios MS, SH y B5, suplementa dos con 3 3 . 3 µM de 
BAP, 2.26 µM de 2,4-D y 20 g/l de sac arosa. 
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Figura 16. Efecto del tipo ce l ular sobre el contenido de 
tiofenos en el medio de cultivo de células en suspensión de 
'Jcu¡ele4 eJUcla. A) tipo ac, B) tipo aE y C) tipo bE. Se emplearon 
los medios MS, SH y B5 , s uplementados con 33.3 µM de BAP, 2.26 µM 

de 2 ,4-D y 20 g /l de sacarosa . 
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